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RESUMO

A presente revisdo enfoca a inseminagao artificial e as tecnologias de sémen de jumento (Equus asinus) que servem
de apoio a implantagdo de programas de melhoramento genético, preservacéo da espécie ou na implantagdo de
programas produtivos como a produgdo de muares, producéo de rebanhos de jumentas leiteiras ou na produgdo de
carne e derivados. O uso destas técnicas, se justificam pelo fato de que pode ser usado o potencial zootécnico das
mesmas, como também por ter apresentado uma reducéo do efetivo mundial nos ltimos 10 anos, fato este que
pode colocar a espécie em perigo de extingdo ou de comprometimento de diversos ambientes ao redor do mundo.
Os jumentos t€m prestado grande ajuda em diversas sociedades onde os mesmos servem ainda como meio de
transporte ou tragio em regides com dificuldades topograficas e de menor poder aquisitivo. E apresentada uma
relagdo histérica da inseminagao artificial nos equideos, com énfase ao uso dos jumentos em nivel mundial e no
Brasil. Apresenta-se a técnica da inseminagao artificial de forma simples e nos seus diversos processos técnicos,
na execucao, preparativos, avancos no uso de sémen refrigerado, congelado e vitrificado
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ABSTRACT

This review focuses on artificial insemination and donkey semen technologies (Equus asinus) that support the
implementation of genetic improvement programs, preservation of the species or in the implementation of
productive programs such as the production of mules, production of dairy herds or in the production of meat and
derivatives. The use of these techniques is justified by the fact that their zootechnical potential can be used, as well
as by the fact that they have presented a reduction in the world herd in the last 10 years, a fact that can put the
species in danger of extinction or compromise of several environments around the world. The donkeys have
provided great help in several societies where they still serve as a means of transportation or traction in regions
with topographical difficulties and less purchasing power. A historical relation of artificial insemination in horses
is presented, with emphasis on the use of donkeys worldwide and in Brazil. The technique of artificial insemination
is presented in a simple way and in its various technical processes, in the execution, preparations, advances in the
use of chilled, frozen and vitrified semen
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INTRODUCAO

Os asininos acompanham a humanidade desde 4000 anos A.C., havendo
desempenhado importantes fungdes em diversas regidoes do mundo no transporte e tragdo
animal, fornecendo alimentacdo, carne e leite, ultimamente no uso da industria de cosméticos
e de medicamentos, industria alimentar medicinal e em alguns paises asiaticos como a China
pelo uso da pele na obtencdo de gelatina destinada a medicina milenar chinesa. No Brasil e no
mundo, os jumentos tém tido importante papel zootécnico nos cruzamentos com equinos,
visando a producdo de muares, animais estes de grande utilidade na lida do campo e uso de
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carga, desde a conquista de territorios na época da colonia até nossos dias (PENA- ALFARO
etal., 2012).

De acordo com o IBGE (2017), existem no Brasil cerca de 376.874 cabecas de
asininos, com uma maior concentra¢ao na Regido Nordeste, onde os estados de Bahia, Piaui e
Maranhao ocupam os trés primeiros lugares e uma predominancia do jumento nordestino. Nos
ultimos anos tem se observado uma redugdo significativa desta espécie em todas as regides do
mundo, no Brasil com uma reducdo que representou 37% do efetivo dessa espécie no periodo
de 5 anos.

A espécie asinina ¢ considerada com potencial produtivo pouco explorado
zootecnicamente, principalmente no uso preventivo e medicinal do leite seja in natura ou
processado, considerando as propriedades nutricionais e medicinais que este leite apresenta
(POLIDORI et al 2009).

Nesta espécie o uso de tecnologias reprodutivas tem sido pouco estudado ao comparar
com equinos, assim tem sido realizados estudos caracterizando os parametros bioldgicos do
sémen, Utilizacdo de diversos diluentes e protocolos para avaliagdo laboratorial de sémen
refrigerado e congelado, uso do sémen de jumentos para inseminacao artificial em jumentas e
éguas, assim como linhas de pesquisa visando o comportamento sexual dos mesmos e a
dinamica folicular de jumentas em programas de inseminagdo artificial e associagdo com
programas de transferéncia de embrides (PENA-ALFARO et al., 2012).

Desta forma a presente revisdo tem por objetivo apresentar informagdes sobre a
inseminacao artificial em jumentas e sobre aspectos tecnologicos no processamento do s€émen
de jumentos. Considerando que existem poucos trabalhos com asininos na area da inseminagao
artificial, algumas referéncias com equinos sao utilizadas dadas as semelhancas biologicas entre
estas espécies da familia equidade

DESENVOLVIMENTO

Historico da inseminacio artificial nos equideos

Existem relatos lendérios de que a primeira inseminagao artificial em equideos teria
acontecido no século XIV, no ano de 1322, em regides de paises arabes, quando teria sido
extraido sémen de um reprodutor equino de tribo enemiga usando chumaco de algodao para
inseminar uma égua (KLUG e SIEME 2003), no entanto coube a Lazaro Spalanzani em 1776
relatar as primeiras inseminacdes em éguas, inspirado em inseminagdes anteriores com sucesso
em cadelas (BRINSCO e VARNER, 1993).

A fins do século XIX diversos pesquisadores na Europa utilizaram a inseminacao
artificial em equinos (CHELCHOWSKY, 1894; REPIQUET, 1896; IWANOW, 1903;
HOFFMANN, 1905). A finalidade era principalmente prevenir a Durina, doenga que acometia
os equideos na Europa, nesse periodo relatado. Considerasse que a inseminagao em nivel de
rebanhos nos animais domésticos foi iniciada na espécie equina na Russia e posteriormente na
China e Japao e paises dos Balcas (BIELANSKY, 1982).

A inseminagao artificial em éguas foi intensificada na Russia depois da primeira guerra
existindo registros de mais de 300.000 éguas inseminadas. No final dos anos 50 foram
inseminadas na China 600.000 éguas com taxas de gestacdo de 61%, em Estados Unidos o uso
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da inseminagdo artificial em equideos avangou com mais de 25 mil éguas inseminadas
anualmente. O impulso da inseminagdo em €guas foi consequéncia do desenvolvimento das
primeiras vaginas artificiais pra coleta de sémen, por parte da equipe do Prof. Ivanov na Russia
(BRINSCO e VARNER, 1993).

No Brasil, as primeiras informagdes sobre a inseminacao artificial em equideos foram
dadas por Epaminondas de Souza, 1912, Paulo Lima Correia, 1935 e Edelberto Hermsdorff
1940, os quais descreveram a técnica e sugeriram seu uso (SEVERO, 2015).

Em asininos, os primeiros trabalhos envolvendo e a tecnologia do sémen foram
relatados por Polge e Minotakis (1964) e Krause e Grove (1967), os quais testaram gema de
ovo e glicerol, assim como adicionando glicose, lactose, rafinose, gema de ovo e glicerol,
respectivamente.

As primeiras observagdes do uso de congelamento de s€émen asinino no Brasil foram
realizadas pelo grupo de pesquisa da USP comandado pelo Prof. Rubem Paes de Arruda, com
as publicacdes de Vieira et al. (1985) e Arruda et al. (1986), os quais congelaram sémen de
jumento da raga Pega em palhetas de 0,5mL e realizaram inseminagao intercornual.

O primeiro relato do nascimento de um produto nascido da utilizacdo de sémen
congelado em jumentas foi feito por Oliveira ef al. (2011) no estado de Sao Paulo.

Diversos trabalhos t€ém enfocado a inseminagdo artificial em jumentos tanto nos
estudos das caracteristicas biologicas e metabolicas do sémen como no uso de diluentes no
sémen refrigerado, congelado e vitrificado (ARRUDA et al., 1989; GASTAL, 1991; PENA-
ALFARO et al., 1999; PAPA et al., 1999; CANISSO, 2008; ROTA et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2016; DIAZ et al., 2020).

Sincronizacio da ovulacido em jumentas

Para realizar a inseminacdo artificial em jumentas pode-se induzir a ovulacdao de
maneira a realizar a inseminagdo em tempo fixo. Véarios protocolos tem sido utilizados tendo
como referencial aqueles usados na égua. Pefia Alfaro ef al. (2012), utilizaram 1500 e 2000 UI
de HCG. Carlucio et al. (2007) compararam o uso de andlogo de GnRH (Licerelina e hCG na
inducdo da ovulagdo em jumentas. Os autores recomendam o uso da analogo de GnRH pela
redugdo da resposta observada no uso repetido do hCG.

Le Chang et al. (2019) utilizaram LH e hCG na indugdo da ovulacao de jumentas. A
taxa de concepcao utilizando sémen congelado foi maior nos grupos tratados. Os autores
observaram que a preparacao de LH utilizada continha mais FSH do que a preparagao de hCG
e suplementar o tratamento de hCG com FSH melhorou significativamente a sincronizagdo da
ovulacdo. Verificaram ainda que as ovulagdes em jumentas tratadas em dias de chuva foram
significativamente adiadas e menos sincronizadas em comparagdo com aquelas em jumentas
tratadas em dias de sol.

Técnica da inseminacio artificial na jumenta

O aparelho genital da jumenta apresenta semelhanga com o da égua, guardando as
devidas diferencas do tamanho entre estas espécies, isto possibilita que o procedimento da
técnica da inseminacdo artificial nas éguas seja utilizado nas jumentas. O material utilizado, a
abordagem manual e os cuidados necessarios serdo os mesmos na inseminagdo de éguas e
jumentas. Antes do procedimento da inseminacdo artificial devem-se tomar alguns cuidados
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com respeito a manipulagdo do sémen a ser utilizado, a limpeza ou esterilizacdo do material
necessario, a contencio e limpeza da fémea. (PENA- ALFARO et al., 2012).

Fémeas equideas destinadas ao uso da técnica de inseminagao artificial, necessitam
um acompanhamento ultrassonografico para avaliar tanto a dindmica folicular como a eco
textura uterina, resultantes das modificagdes do quadro hormonal durante o ciclo estral,
especialmente no estro (PENA- ALFARO et al., 2012).

Nas fémeas dos equideos a deposicdo do s€émen pode ser realizada utilizando duas
técnicas, a primeira chamada de Inseminagdo por inspe¢do visual, na qual ¢ utilizado um
especulo vaginal equideo, modelo Polansky, uma pinga cervical que ird fixar a entrada da cérvix
e segurada externamente, a pipeta de inseminagdo ¢ introduzida pela vulva, passando pelo
vestibulo vaginal até alcangar o “portio cervicalis” ou entrada da cérvix e cuidadosamente se
faz a introdugdo até o corpo uterino. Uma vez havendo introduzida a pipeta deve-se fixar a
seringa ou recipiente plastico contendo o sémen ao adaptador de borracha ou silicone da pipeta,
(KLUG e SIEME 2003).

A segunda técnica ¢ a mais utilizada na rotina, denominada Insemina¢do manual, nesta
nao ¢ utilizado o especulo vaginal nem a pinga de fixagao cervical. Se introduz a mao esquerda,
devidamente protegida por luva plastica lubrificada, pela vulva, com movimento de avango da
mao de forma delicada, até alcancar a abertura cervical, com o dedo indicador localizasse a
mesma e se introduz a pipeta de inseminag¢do, guiada pela mao esquerda no interior da vagina
e pela mao direita desde o exterior. Coloca-se a seringa com o sémen no adaptador colocado na
extremidade da pipeta. Deve-se depositar o s€émen no interior do itero no corpo uterino ou na
extremidade na unido utero tubarica. (BIELANSKY, 1982; BADER e SIEME, 2010). Brinsko
e Varner (2003), chamam a atencdo para o uso de material de inseminagao atoxico, realizar o
procedimento com o minimo de contaminacao realizando a limpeza da vulva e regido perineal
de forma adequada sem deixar residuos e evitando a introdu¢do de material contaminado no
vestibulo vaginal, pois além da acdo espermicida do sabdo pode ser irritante para a mucosa
interna da vagina. Recomendam ainda a conten¢do adequada da fémea.

Para realizar a inseminacdo na jumenta pode ser utilizado sémen a fresco ou
processado em laboratério, sémen refrigerado a 5 °C e mantido até 24 horas, sémen congelado
mantido a -196 °C (BADER e SIEME, 2010) ou processado através da técnica da vitrificagao
(DIAZ JIMENEZ et al., 2020), ainda em fase experimental. Torna-se prudente realizar uma
avaliacdo microscopica de uma aliquota do sémen a ser inseminado para verificar sua
viabilidade.

Tecnologia do sémen de jumentos

A industria da inseminagdo artificial em nivel mundial alcangou niveis elevados de
efetividade na espécie bovina com o desenvolvimento do congelamento de sémen, a partir do
uso de substancia crioprotetores, o glicerol, proposto por Polge et al. (1949) citado por Sales
(2011), o que provocou uma revolugdo na inseminagao artificial, tecnologia e processamento
de sémen em nivel mundial.

O nascimento do primeiro bezerro nascido de sémen congelado no mundo foi, no ano
de 1952 nos Estados Unidos. Nos bovinos, existe um dominio e controle das diversas fases do
processamento do sémen na relacdo dos espermatozoides com os meios diluentes utilizados e
com os procedimentos laboratoriais estabelecidos. As varidveis que interferem na qualidade do
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sémen tém sido na sua maioria controladas de forma progressiva, fruto de décadas de pesquisas
nos diversos centros académicos e nas empresas envolvidas no processamento e
comercializa¢do do sémen congelado ao redor do mundo (LONERGAN, 2018).

Por razdes zootécnicas, essa realidade nao ¢ vista na inseminagao artificial e tecnologia
de sémen de equinos ¢ muito menos em asininos. Embora as primeiras inseminagdes em
animais domésticos tenham disso realizadas em equinos em diversos paises europeus, usando
sémen a fresco, conforme relata Bielansky (1982), o fator econdmico e zootécnico na produgao
de alimentos, leite, carne e seus derivados, desempenhou importante papel para
desenvolvimento e crescimento da inseminagdo em bovinos.

Em equinos foi obtida a primeira gestacdo e nascimento de um potro, em Ontario,
Canada, no ano de 1956, através do congelamento de espermatozoides retirados do epididimo
por lavagem e diluicdo em leite integral contendo 10% de glicerol. (BARKER e GANDIER
1957).

A aptidao zootécnica dos equideos, monta, salto, tracao, esporte equestres, pode ser
desenvolvida mesmo sem uma atividade reprodutiva satisfatoria, além disso a sele¢ao destes
por atributos de beleza e tipo racial, ndo permitiu uma selegdo para caracteristicas reprodutivas
satisfatorias em machos ¢ fémeas (MERKT, 1986).

Durante muitos anos as associacdes de criagdo de ragas equinas ndo permitiam o
registro de animais oriundos de inseminagao artificial, este fato representou um importante fator
limitante nos avangos cientificos tecnoldgicos da industria da inseminagdo artificial em
equideos (SAMPER, 2009).

A partir do ano 2000, com o registro de animais das racas Quarto de Milha e Paint
Horse, oriundos de inseminagao artificial e posteriormente no Brasil, com registro de jumentos
daraca Pega, a tecnologia de s€émen de equideos, teve importante avango cientifico € economico
(CANISSO et al., 2008).

Cada vez mais sdo apresentados avangos significativos no desenvolvimento de
protocolos, diluentes, procedimentos laboratoriais, visando aumentar os indices de fertilidade
do sémen congelado de asininos (CANISSO, 2008; SALES, 2011).

Uso de sémen refrigerado

O uso de sémen jumento, refrigerado ¢ mantido a 5 °C em até 24 horas usando
protocolos e diluentes propostos para equinos, tem possibilitado resultado promissor tanto na
inseminacao de jumentas como de éguas. J4 o uso do sémen congelado de jumentos, somente
obteve sucesso comercial, na inseminacio de éguas (PENA-ALFARO et al., 2012).

No Brasil, a utilizagdo da TA com sémen refrigerado em equinos ¢ permitida pela
maioria das associagdes de racas, possibilitando, dessa forma, ampliar o uso de garanhdes
geneticamente superiores (CANISSO, 2008).

Os protocolos adequados na técnica de refrigeragao de s€émen de equideos incluindo
entre eles as taxas de refrigeracdo e de temperatura final de estocagem, sdo importantes
paramentos para obter sucesso no uso desta técnica (NUNES et al., 2006). Estes autores ainda
consideram que o acompanhamento do ciclo estral da égua ¢ de grande importancia para
estabelecer o momento adequado da inseminacgdo. O transporte do sémen ¢ outro aspecto a ser
considerado, além de o estabelecimento de volume e concentracdo da dose inseminante
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adequados na busca de obter boas taxas de prenhez, estas observagdes devem ser aplicadas
também aos asininos.

O uso da inseminagao artificial em equideos possibilitou um aumento consideravel na
venda de sémen de reprodutores considerados de valor zootécnico, assim como insumos e
material da industria equestre, alimentos, medicamentos, produtos para o manejo dos animais
entre outros (CANISSO, 2008)

Ferreira (1993) ao inseminar éguas com sémen asinino fresco diluido ou resfriado a 5
°C por 24 ou 48 horas, obteve taxas de gestacao de 82,7% (23/29), 80% (24/30) e 75,9% (22/29),
respectivamente, sendo utilizadas doses inseminantes contendo 250 x10° espermatozoides
moveis.

Outra alternativa no uso de sémen de asinino ¢ através da refrigeracdo, em equinos
essa tecnologia se mostra bastante consolida. A técnica consiste em, apos a colheita, o s€émen
deve ser diluido em diluente especifico para refrigeracao e gradualmente ser refrigerado em
temperaturas de 5 a 8° C, podendo ser transportado e usado entre 12 a 36 horas (SAMPER,
2009).

Observando os efeitos das temperaturas de armazenamento e os diluentes usando em
refrigera¢do de jumentos (COTTORELLO et al., 2002), observou que a temperatura de 5 °C ¢
a temperatura ideal para refrigeracdo de sémen asinino. Para tanto € necessario realizar uma
curva de refrigeracdo adequada para o sucesso da técnica. As taxas de refrigeracdo em torno de
-0,6 e -1,0 °C/min sdo as ideias para o uso de sémen asinino refrigerado (SANTOS et al., 1995).

Outro ponto fundamental no sucesso da técnica de refrigeracdo sdo os diluentes,
usando diluentes comercial INRA96®, INRA 82 e INRAS2 adicionado de gema de ovo a 2%,
o grupo acrescido de gema de ovo apresentou os melhores resultados (ROTA et al., 2008).

Contri et al. (2010) realizando trabalhos com a raga Martina Franca usando dois
diferentes diluentes comerciais INRA96 (INRA — IMV Technologies, L’Aigle, France) e E-Z
Mixin BF (Animal Reproduction Systems, Chino, CA, USA). Nesse estudo foi observado que
os diluentes usados podem manter por até 48 horas com boa viabilidade espermaética.

Os diluentes a base da gema de ovo mostram uma grande capacidade de preservar as
células espermaticas Zhang et al. (2018) observando as concentragdes de gema de ovo em
sémen refrigerado de jumentos, nas contragdes de 0%, 0,5%,1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5% em
amostras submetidas a temperatura de 4 °C por 24 horas. Foi observado que a contracao de
1,0% de gema de ovo apresentou maior motilidade total permanecendo até 96 horas.

Estudos mais recentes vém tentando demostrar a eficiéncia da estimulacdo com
irradiacdo de luz vermelha. A irradiagdo por luz vermelha observou uma melhora na fungao
mitrocontrial dos espermatozoides. Catalan (2020) e colaboradores realizaram tratamentos com
protocolos de exposicdo de irradiacdo de luz vermelha. Nesse trabalho foi observado que a
irradiacdo com luz vermelha, de 1 a 4 minutos, em sémen de jumento refrigerado em 4 °C por
24 horas melhorou os parametros espermaticos como motilidade total e progressiva nas
amostras de sémen, quando submetido a 4min de tratamentos de luzes foi observado um
aumento na atividade mitocontrial, sendo essa técnica uma 6tima alternativa tanto para amostras
de s€men fresco como refrigerado.
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Sémen congelado

A tecnologia do sémen congelado nos equideos exige a utilizagdo de protocolos
adequado e cuidados, que devem ser tomados, incluindo a qualidade do sémen, individualidade
do reprodutor, as taxas de dilui¢do e curvas de refrigeragdo (MONTEIRO, 2020).

Apo6s o processo de colheita do sémen, remogdao da por¢ao gel e avaliagdes
laboratoriais, as amostras recebem um diluidor de refrigeracdao. Esses diluentes sao a base de
leite desnatado e agtcares, outros diluentes usados na pré-congelacao sao a base de sacarose a
11% (PIAO et al., 1988), solugdo com ringer lactato adicionado de leite em p6 desnatado e
glicose (MIRO et al., 2005) e solugdo glicose-EDTA (MARTIN et al., 1979). A diluigdo deve
ser realizada em duas etapas, no qual ¢ adicionado um diluidor primario, geralmente um
diluente de refrigerag¢do, com o objetivo de realizar a centrifugagdo, e posteriormente a adi¢ao
de um segundo diluidor de congelacdo, esse tem por objetivo proteger as células espermaticas
dos efeitos criogénicos. Ainda nao existe um diluidor, padronizado, que tenha uma perfeita
aceitagao como a utilizada na espécie bovina (BADER e SIEME, 2010).

Os diluentes de congelagdao sdo compostos basicamente por uma fonte de energia
(acucares), uma fonte de lipoproteinas (gema de ovo, leite ou ambos combinados), antibioticos,
com o intuito de inibir o crescimento bacteriano e evitar possiveis infecgdes uterinas, e tampoes
para equilibrar o pH e a Pressdo osmética (BADER e SIEME, 2010).

Um dos pontos criticos na criopreservacdo de sémen em equideos é o processo de
congelacdo, devido a uma série de fatores nocivos para a célula espermatica. Mudangas radicais
de temperatura, estresse osmotico, exposicao a agentes toxicos e formacao de cristais de gelo
intracelular sdo as causas mais frequentes para esta criticidade (WATSON, 2000;
MARSHBURN et al., 1992; BLACH et al., 1989). Além do mais, o sémen congelado
desencadeia uma reagdo inflamatéria mais acentuada no utero do que o sé€men fresco
(KOTILAINEN et al., 1994).

Essas condi¢oes afetam diretamente a funcionalidade e a viabilidade das células
espermaticas, levando a diminui¢ao da longevidade e viabilidade no trato reprodutor feminino
(ROTA et al, 2012). Além do mais, o sémen congelado desencadeia uma reacao inflamatoria
mais acentuada no utero do que o s€émen in natura.

Em asininos, os primeiros trabalhos envolvendo e a tecnologia do sémen foram
relatados por Polge e Minotakis (1964) e Krause e Grove (1967), os quais testaram gema de
ovo e glicerol, assim como adicionando glicose, lactose, rafinose, gema de ovo e glicerol,
respectivamente.

No Brasil, os primeiros trabalhos no congelamento de sémen de asininos foram
realizados por Vieira et al. (1985) e Arruda et al. (1986) usando diluidor a base de lactose
acrescido de gema de ovo e EDTA e 300 a 400 x10° espermatozoides/mL, foi obtida taxa de
prenhez de 66,7% e 44%, respectivamente.

Trimeche ef al. (1998) na Franca inseminaram jumentas da raca Poitou, com sémen
congelado de jumento, contendo 600x10° de espermatozoides, envasado em palhetas de 0,5mL,
motilidade progressiva minima de 35% apds o descongelamento e fertilidade de 38% de
gestagcdo. Jepsen et al. (2010), utilizaram dose inseminante de 300x106 espermatozoides
moveis, para inseminar com o s€émen congelado de jumento a base de diluentes com gema de
ovo e etilenoglicol. As inseminag¢des foram realizadas de seis horas pré ovulacio até seis horas
pos-ovulagdo. A taxas de gestacao foi até 58,3%,
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Ferrante et al. (2018) testaram a acdo dos diluentes a base de leite desnatado, com 7%
de dimetilsulféxido (DMSO), 11% de lactose, 0,5% Equex e 20% de gema de ovo centrifugada.
Esse estudo demonstrou que € possivel congelar sémen de jumento com 7% de dimetilsulféxido
(DMSO) e que a gema de ovo a 3,2% mostrou resultados benéficos nas amostras centrifugadas.

Para o sucesso na técnica de congelagdo ¢ de extrema importancia a refrigeracdo lenta
e gradual das amostras de sémen, normalmente, essas amostras irdo reduzir da temperatura
ambiente até 5 °C, (reducao de 0,1 °C por minuto; SIEME, 2007; VIDAMENT et al., 2000). O
espermatozoide pode suportar uma taxa de refrigeracdo rapida, partindo de temperaturas de 37
a 20 °C, mas ¢ interessante manter uma redugdo progressiva da temperatura, podendo ser essa
mais lenta entre 20 a 5 °C.

Novos protocolos de refrigeracdo usando diluidores comerciais (Botu-Crio™) que
contém uma mistura de dois crioprotetores penetrantes (1% de glicerol e 4% de
metilformamida) tém sido usados com sucesso na rotina de congelagao de s€émen de garanhao.
Com a utilizagdo desse diluente pode ser realizada a curva de refrigeracdo mais rapida, usando
uma taxa de refrigeracdo por 20 minutos até os 5 °C, em refrigerador doméstico. As amostras
sao levadas a vapor de nitrogénio liquido (3 a 6cm de nivel de nitrogénio), por 15 a 20 minutos,
atingindo a temperatura final de -60 a -80 °C o processo ¢ finalizado quando atingir a
temperatura de -120 °C e armazenadas em botijao criogénico (PAPA et al., 2008).

Outro sistema efetivo e pragmatico usado na congelacdo de sémen de equideos ¢ o
método automatizado (TK Tecnologia em Congelacdo, Brasil). Nesse sistema ¢ usada uma
curva de refrigeragao de -15 °C por minutos até¢ os 5 °C e -10 °C por minuto até os -40 °C,
finalizando o processo com a taxa de -10 °C até atingir os -140 °C (DIAS MAZIERO et al.,
2013). Em jumentos foram realizados estudos observando taxas de refrigeracao de 0,3 °C, 541
0,5 °C e 0,6 °C por minuto, nesses trabalhos nao foram observadas diferengas nos parametros
seminais, concluindo que essas taxas de refrigeragdo podem ser usadas em sémen de jumento
(OLIVEIRA et al., 2016).

Em trabalhos realizados por Rota et al. (2012) e Ferrante et al. (2018) foi observado
que a curva rapida (4 °C por minuto) ¢ a mais indicada para a espécie asinina.

MONTEIRO (2020) comparou a separagao do plasma seminal de jumentos pelo
método da filtragdo e pela centrifugacdo, comparando ainda o método manual e automatizado
do congelamento do sémen, concluindo que para remogao do plasma seminal, a centrifugacao
¢ um processo mais rapido, eficaz e seguro, processa grande nimero de amostras de sémen em
curto periodo de tempo, e ¢ eficaz desde que seja realizada na rotagdo correta. A filtragao nao
¢ uma técnica vidvel para remocdo do plasma seminal de jumentos. O método de
criopreservacao automatizado € o indicado para espécie asinina, no entanto sugere que sistema
convencional pode ser uma alternativa para a congelacdo de sémen asinino, desde que seja
realizada curva de congelagdo rapida nas condi¢des das propriedades.

Sémen vitrificado

A vitrificagdo ¢ um método de criopreservacdo proposto recentemente para
preservacdo de espermatozoides, como forma alternativa ao método convencional de
congelamento de sémen de jumento, uma vez que tem sido sugerido que os resultados baixos
na inseminacao de jumentas, seja motivado pela presenca de glicerol (TRIMECHE et al., 1998).
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A técnica de vitrificacdo utilizada em espermatozoides difere daquela empregada em
embrides e ovocitos, a qual contem alta concentragdo de crioprotetores permeaveis e tanto o
meio intra celular e extra celular devem ser vitrificados. Essa técnica ¢ chamada de Vitrificagao
Cinética por exigir altas taxas de resfriamento e aquecimento, mas evitando o uso de
Crioprotetores permeaveis, o meio extracelular ndo sera vitrificado. O protocolo de
aquecimento comumente empregado apos a vitrificacdo do esperma no método de duas palhetas
consiste na imersao da palheta em 2—5mL de diluente de sémen pré-aquecido (37-43 °C) e entdo
centrifugado. Este procedimento foi descrito pela primeira vez por Sanchez et al. (2012) citado
por Diaz-Jimenez et al. (2020), a qualidade de esperma foi satisfatoria ap6s a vitrificagado.

O procedimento de aquecimento ¢ uma das principais desvantagens deste método de
vitrificacdo, pois pode ser caro e demorado. Para uma unica inseminagdo em equinos, uma
grande quantidade de diluente de aquecimento seria necessarios e um grande nimero de
palhetas descongeladas, que devem ser centrifugados separadamente apds o aquecimento.
Durante o ultimo ano, o processo de vitrificagdo do esperma foi otimizado em jumentos em
relagdo a concentracdo, volume e embalagem do esperma e diferentes taxas de aquecimento
foram testado para vitrificagdo em grandes volumes (0,5mL) (DIAZ-JIMENEZ et al., 2021).

Diaz-Jimenez et al. (2020) obtiveram um percentual de 22% de gesta¢des no uso da
tecnica de semen vitrificagdo e inseminado em jumentas, houve uma menor resposta
inflamatoria do utero no uso da técnica ao comparar com o uso de semen congelado
convencional. Sugerem que esta técnca pode ser promisora no uso na inseminagao artificial em
jumentas com semen criopreservado.

CONSIDERACOES FINAIS

A demanda econdmica e social da presenca do jumento na realidade do Brasil,
principalmente no Nordeste do pais, impde maior atengdo 4 exploraciao zootécnica dos mesmo
e a adocdo de tecnologias produtivas e reprodutivas que possibilitem sua maior utilizagdo na
industria alimentar, farmacéutica, industrial da cosmetologia e de comercio exterior. O uso mais
intensivo da inseminacdo artificial possibilita o melhoramento genético e o aumento da
produtividade dos asininos com repercussao econdmica e social. Por outro lado, o dominio
tecnologico dos procedimentos na conservagdo de germoplasma possibilitaram contribuir com
a preservagao na ameaga de extingcdo. Mais estudos sobre o uso do semen congelado em
jumentas tornasse necessario, para possibilitar o dominio tecnoldégico da mesma e obter
resultados satisfatorios.
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