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RESUMO

Amostras de sémen e plasma seminal de seis jumentos da raca Péga foram analisadas para
determinacdo do pH (n=70), osmolalidade (n=69) e niveis de Na (n=49), K (n=51), Ca (n=51)
e Mg (n=51). Os valores de pH variaram de 7,0 a 7,8 com uma média de 7,29 + 0,18 para o total
de ejaculados. A osmolalidade do plasma seminal oscilou entre 273 e 373 mOsm tendo como
média global o valor de 302,89 + 15,03 mOsm, o que corresponde a um ponto crioscépico de
-0,56°C. As concentra¢Bes média de Na, K, Ca e Mg foram, respectivamente, 238,26 + 67,92,
105,20 + 32,14, 13,24 + 1,62 e 1,54 + 0,10 mg para cada 100 ml de plasma seminal. Os
resultados obtidos no presente estudo foram confrontados com dados publicados relativos a
jumentos e garanhdes, sendo em geral muito proximos. A excegdo foram os niveis de Mg que
se mostraram relativamente baixos nos animais por nés encaminhados. Pela semelhanca
existente entre as caracteristicas seminais de asininos e eqlinos, acredita-se que os métodos
utilizados para a congelagdo de sémen eqliino possam, em principio, ser utilizados para o
sémen de jumentos. A confirmacéo desta hipdtese fica na dependéncia de estudos complemen-

tares.
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INTRODUGAO E LITERATURA

O efeito deletério do plasma seminal na conservacdo do
sémen equino “in vitro” é reconhecido e descrito por varios
autores 2¢5’ 1S 2027, 32. Deste modo, para a congelacdo de
sémen usa-se separar o plasma seminal e substitui-lo por um
diluente que seja compativel com as células espermaticas e,
ao mesmo tempo, livre de efeitos toxicos. No entanto, para a
definicdo de um diluidor ideal toma-se necessario o conhe-
cimento das caracteristicas fisiolégicas do plasma seminal a
fim de conservar seus fatores benéficos. Nestes aspectos
incluem-se muitas varidveis, dentre as quais algumas
determinantes como o pH, osmolalidade e niveis de eletrélitos.

A concentracdo de ifons hidrogénio (pH) no sémen é,
indubitavelmente, um dos fatores que mais afetam a
motilidade, viabilidade e metabolismo dos espermatozéides
nas varias espécies 6-14-28. O pH acido inibe o metabolismo,
enquanto o alcalino, ao contréario, o estimula. De modo geral,
as amostras de sémen tendem a neutralidade, apesar dos
espermatozo6ides de mamiferos apresentarem grande resis-
ténciaas variacdes hidrogenidnicasl4.Aexcessivaalcalinidade
inicial do sémen pode estar associada a baixa fertilidade do
reprodutor, indicando, muitas vezes, baixa concentracdo
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espermética ou um quadro de contaminacdo bacteriana do
ejaculado 5 2S.

A faixa de variacdo de pH mais comumente encontrada para
0 sémen de garanhdes esta entre 6,2 e 7,8 , com prevaléncia
de pH = 715i8.23,24,27,3i ~sen(jO um parametro relativamente
constante. Com base nesse conhecimento, o pH dos diluidores
utilizados na conservacdo de sémen eqliino deveria ser
ajustado, através de diferentes substancias tampdo, para a
faixa de 6,9 a 7,2 5. Para jumentos prevalecem basicamente
0s mesmos valores encontrados para garanh@es, sendo tam-
bém uma caracteristica seminal bastante constante. As mé-

dias obtidas por diversos autores oscilam entre pH 7,0 pH
774,789 11, 19

Outro fator de suma importdncia para obtencdo de bons
resultados a partir das técnicas de preservagdo de sémen é o
conhecimento da osmolalidade do plasma seminal, uma vez
que os espermatozoides sobrevivem melhor quando diluidos
em solucgdes fisiolégicas com osmolalidade préxima a do
sémen28.
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Adeterminagdo da osmolalidade de um fluido biolégico pode
ser realizada através de varias técnicas, porém, a medida do
ponto de congelamento (crioscopia) é a técnica de eleigcdo
para a maioria dos autores devido a sua simplicidade de
execucdo e repetibilidade e precisdo de resultados14 2i-33.

Em garanhdes, os resultados obtidos sdo bastante semelhan-
tes entre si, variando desde 290 tnOsrn até 333 mOsm, o que
corresponde a pontos crioscépicos entre -0,50°C e -0,620C Ix-
24,26.27.30.34 _enquanto que em jumentos variam de 301 a 333
mOsm, correspondendo a pontos crioscépicos de -0,56°C e
-0,62°C. respectivamente19d Com base nestes dados, acredita-
se que a pressdo osmotica de um diluidor para a congelacao
do sémen de jumento deve ser proxima ou ligeiramente
superior a do plasma seminal, ou seja, entre 300 e 330
mOsm2027.

Um terceiro aspecto importante a ser avaliado sdo o0s niveis
de eletrélitos presentes no plasma seminal. De modo geral,
cations mais abundantes no sémen das espécies domésticas
sdo 0 sodio (Na) e o potassio (K). com menores concentracdes
de célcio (Ca) e magnésio (Mg). A funcdo desses ions esta
relacionada basicamente com a manutencdo do equilibrio
osmotico e motilidade espermatical4,28. O Na e o K sdo 0s
mais importantes na manutencdo da pressdo osmotica e,
normalmente, apresentam correlagcdo negativa entre si, sendo
dificil estabelecer-se a fungdo de um, independente do outro.

Ao se avaliarem os efeitos, em conjunto, do pH, da pressdo
osmatica e dos niveis de Cae K sobre o metabolismo aerébico
de espermatozoides bovinos, as menores taxas de atividade,
dadas pelo indice frutolitico e producdo de acidos laticos,
coincidiram com os valores mais baixos de pH e de pressdo
osmotica e altos niveis de K. O Ca ndo apresentou nenhum
efeito marcante sobre o metabolismo espermatico, mas elimi-
nou virtualmente todos os efeitos inibitérios dos elevados
niveis de Kh. O fluido epididimario, comparativamente ao
plasma seminal, apresenta proporcdo Na/K. bastante baixa,
em decorréncia de altas concentracdes de K. Tal fato atua
como inibidor natural da atividade metabdlica excessiva dos
espermatozoides, determinando um estado de quiescéncia
celular, que, permite maior tempo de sobrevivéncia para as
células espermaticas durante sua passagem pelo epididimo. O
aumento da proporcdo Na/K, juntamente com a inibi¢do do K
pelo Ca, a nivel de ejaculado estdo implicados com aquisi¢do
de motilidade pelos espermatozéidesl4.

Em eqliinos, os niveis de Na, K, Ca e Cl contribuem em 92%
para a pressao osmotica do sémen e niveis elevados de Na séo
prejudiciais a conservagdo do ejaculadol2 Com base nestes
dados avaliou-se o efeito da variagcéo da taxa Na/K no diluidor
HS2017 sobre a conservagdo de espermatozdides eqiinos
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resfriados ou congelados, obtendo-se melhora de 4 a 1% na
motilidade quando a proporcdo Na/K foi reduzida de 10,32
para 3,5. Concluiu-se que os diluentes muito ricos em Na
poderiam levar a um esgotamento das reservas enzimaticas
ou energéticas, ou ainda, a uma entrada massiva de ions Na
na célula, destruindo seu equilibrio i6nico\

A concentracdo dos principais ions presentes no plasma
seminal de garanhdes foi determinada por diversos autores.
Os niveis de Na variam de 220 a 285 mg%'- I'm 21,9 3"
sendo relativamente constantes. Com relacdo aos demais
eletrélitos. existe maior variabilidade entre os resultados.

A concentracdo de K varia desde 55mg ¢&<até 103 mg% ,ea
de Ca de 9.74 até 29,3 mg%1,21- u. O ion de menor
concentracdo entre aqueles estudados é o Mg. que esta
presente na quantidade de 4,2 até 9 mg em cada 100 ml de
plasma seminall6 2I-N- 4.

Em jumentos, o Unico dado concernente ao nivel de eletrélitos
no plasma seminal foi apresentado por MANN et al.1(1963),
com uma média de 743,5 mg I’<para a concentracdo de NaCl,
0 que equivale, aproximadamente, a niveis de 292 mg % de
Na, no mesmo material.

MATERIAL E METODO

ANIMAIS

Foram utilizados seis (6) jumentos da raca Péga, pertencentes
a trés propriedades rurais do Municipio de S&o Carlos - SP, os
quais foram designados por letras de A a F. A altura e peso
médios foram de 1,30m e 400 kg, respectivamente, e a idade
de cada um no inicio do experimento era de 4 (A), 6 (B). 6 (C),
8 (D), 9 (E) e 3 (F) anos. Todos foram submetidos previamen-
te a exame clinico e androldgico, tendo sido considerados
aptos para 0 experimento. Durante todo o periodo experimen-
tal, de outubro de 1988 a abril de 1989. os animais foram
mantidos em piquetes individuais, com livre acesso a baias,
recebendo ragdo e suplementacdo mineral balanceadas, com
agua a vontade.

COLHEITA DE SEMEN

A técnica de colheita foi realizada de acordo com PICKETT
et al.’5 (1987), sendo utilizada vagina artificial modelo tipo
Colorado. Como manequim foram utilizadas éguas em cio
natural e, apenas para ojumento C, foram utilizadas jumentas
em cio por se tratar de um reprodutor ndo habituado a realizar
coberturas em éguas.

Apos a colheita, o sémen foi levado imediatamente ao
laboratério para ser analisado.
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pH DO SEMEN

O pH de cadaejaculado foi determinado através do pHmetro**
com eletrodo de vidro combinado***, devidamente calibra-
do com as solugBes tampdo para pH=4.0 e pH=7.0. Foram
feitas duas leituras de cada amostra e registrada a média das
mesmas.

OSMOLALIDADE DO PLASMA SEMINAL

Uma aliquota de sémen foi centrifugada a 1800 x g durante 15
minutos para a obtencdo do plasma seminal a ser utilizado na
determinacdo da osmolalidade (5 a 6 ml). As amostras,
obtidas em duplicata, foram devidamente identificadas e
mantidas a -20°C até serem analisadas.

A osmolalidade foi determinada através da medida do ponto
de congelamento de cada amostra em crioscopio eletrdnico
digital****. Para se chegar ao valor da osmolalidade (O)
expressa em mOsm, partiu-se do principio que | mol de uma
substancia ndo eletrolitica, adicionada a 1kg de agua (solugdo
molal) abaixa o ponto de congelamento cm 1,86°C (constante
de depressdo do ponto de congelamento molal)33. Deste
modo utilizou-se a seguinte equacéo :

0= A/1,86 x 10" mOsm. onde A = ponto crioscopico da
amostra em °C

NiVHIS DE ELETROLITOS NO PLASMA SEMINAL

As concentracdes de sédio (Na), potassio (K), calcio (Ca) e
magnésio (Mg) foram determinadas nas duplicatas disponi-
veis da amostra de plasma seminal obtidas para avaliacdo da
osmolalidade (OSMOLALIDADE DO PLASMA SEMINAL)
para o Ca, K e Mg. foram analisadas 51 amostras, enquanto
que para o Na. apenas 49 amostras.

As dosagens de Na, Ca e K foram realizadas através de
espectrofotometria de emissdo atdmica*****, sendo que
para o Na foi utilizado o método de adigdo de padréo,
enquanto que para o K e Ca seguiram-se os principios basicos
da técnica3com uso de solugbes padronizadas. Ja para o Mg
as dosagens foram feitas em espectrofotdmetro de absor¢éo
atbmica****** seguindo as normas de uso do aparelho.

ANALISE ESTATISTICA - Foram efetuados os calculos da
média aritmética, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos
resultados obtidos para cada variavel estudada, por reprodutor
e para o total de amostras.

Para o estudo da correlagdo entre as variaveis foram calcula-
dos os coeficientes de correlagdo de Pearson e os niveis de
significancia dos mesmos, utilizando-se o pacote estatistico
SPSS_PC+*******

pH meter E-520 - METROHM
el MICRONAL
**x*  Crioscopio 312 L LAKTRON - Londrina - PR

FIGURA 1
Porcentagem de ocorréncia dos valores de pH no ejaculado de jumentos
(n=70). S&o Carlos - SP . 1988/89.

RESULTADOS

P*
is médias obtidas para o pH dos ejaculados, tanto global
como para cada reprodutor, estdo demonstradas na Tab. 1,
incluindo os valores maximos e minimos. A diferenca entre
as amostras foi muito pequena, com um coeficiente de
variacdo de apenas 2%. O valor 7,2 foi o que ocorreu com
maior freqiiéncia (30%) como se pode observar na Fig. I.

OSMOLALIDADE

A média obtida para o ponto crioscopico das 69 amostras
analisadas foi -0.562+0.028°C, variando de -0,507 a-0,694°C.
O coeficiente de variacdo entre as amostras foi bastante baixo
(4%).

Na Tab.2 encontram-se os valores médios da osmolalidade do
plasma seminal para cada reprodutor e para o total de amos-
tras analisadas.

NiVEIS DE ELETROLITOS NO PLASMA SEMINAL

As concentracdes médias de Na, K, Ca e Mg, expressas em
mg/100 ml, estdo contidas na Tab.3. Os coeficientes de
variagao entre as amostras foram baixos, oscilando entre 6%,
para o Mg e 30%, para o K.

*kdkk

Fotdmetro de chama EEL modelo 100 - Corning Brasil Ltda.
Modelo 403 - PERKIN - ELMER
**xxkkx  statistical Package for Social Science(SPSS - PC+). Chicago. SPSS Inc., 1988

*kkokkk
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TABKI.A 1
Média (7) e desvio padrdo (DP) do pH do ejaculado de jumentos, incluindo os
valores méaximos ¢ minimos. Sdo Carlos - SP . 1988/89.

Jumentos n X DP Méaximo Minimo
A 14 7.26a 0,17 7.6 7,0
B 14 7,21 0,17 7.6 7.0
C 15 7,39a 0,22 7.8 7,0
1) 06 7.36a 0.19 7.6 7,1
E 11 7,32a 011 7.6 7,2
F 10 7,23a 0.13 7.4 7.0
Total 70 7,29 0.18 7.8 7,0

n = ndmero de ejaculados
a = médias com diferentes letras diferem significantemente (a = 0,05)

TABKI.A 2
Média (x1 e desvio padrdo (DP) da osmolalidade (mOsm) do ejaculado de
jumentos, incluindo os valores maximos e minimos. Sao Carlos - SP , 1988/
89.

Jumentos n X DP Méaximo Minimo

A 14 299,21a 22.81 373 273

B 14 300,93a 17.57 357 277

( 15 300,07* 8.16 315 287

1) 06 310,00* 9,75 313 286

11 310.00a 8.88 334 301

F 09 305,67* 13.09 335 292
lotai 69 302,39 15,03 373 273

n = ndmero dc ejaculados
a = médias com diferentes letras diferem significantemente (a = 0,05)

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Pela analise dos resultados obtidos para o pH seminal,
observa-se que existe grande semelhancga tanto entre
reprodutores como entre amostras de um mesmo animal, com
coeficiente de variacdo de apenas 2%. As amostras por ndés
analisadas tenderam a neutralidade, corroborando observa-
¢Oes préviasl4, sendo que nenhum dos ejaculados apresentou
pH excessivamente alcalino, descartando-se assim a possibi-
lidade de contaminacgdes bacterianas528. A faixa dc variagdo
do pH ficou entre 7,0 e 7,8 valores estes, proximos aos
apresentados para garanhdesi8 23-24- 26m2,-il. Comparativa-
mente aos estudos realizados em jumentos, também existe
bastante semelhanca entre os resultados68910'11,19, porém o
menor valor registrado em nosso estudo foi 7,0, ficando
acima dos limites inferiores anotados por outros pesquisado-
res4-9-1 No entanto, a media total obtida para os ejaculados
analisados no presente estudo estd incluida na faixa de
variagdo proposta por CHEVALIER" 1979) como sendo a
ideal para o pH dos diluidores utilizados na conservagdo "in
vitro” de sémen eqiino. Isto sugere que ambas as espécies
possam ser tratadas da mesma maneira ao se considerar o pH
dos diluidores para conservagdo dos espermatozoides.

Com relacdo a determinagdo da osmolalidade, a leitura do
ponto crioscépico provou ser uma técnica bastante simples e
pratica. Os resultados por nos oblidos foram relativamente
constantes, com um coeficiente de variacdo da ordem de 5%.
Quando comparados com os valores reportados para
garanhBes1824,2627-3034 observou-se grande semelhanca entre
as duas espécies. Do mesmo modo, a média por nos registrada

TABELA3

Media (x) e desvio padrdo (DP) dos niveisde Na . K, Cae Mg , em mg%, no plasma seminal de jumentos, Sdo Carlos - SP . 1988/89.

Na K

Jumentos n x * DP X o+

A 09 181.67 +* 91,24” 79,67 +

B 12 248,00 * 47,80a-b 115,02

(20)*

C 07 251.43 64,92a-h 73,86 +

D 03 213,33 £ 2566a" 101,03 +

E un 263,00 = 69.69a 101,03 =

F 09 253,00 = 50,34ab 148,52 +
51

Total 238,26 + 67.92 105,20 =
(49)*

n = ntmero de ejaculados
* = nlmero de ejaculados para as determinacdes de Na

148

Ca M

DP X o+ DP X E DP

12,80c 12.80 + 0.46h-c 146 + 01lb
20,281 1351 + 1,89 159 + 0,08a
19,22¢ 13,48 = 0.94b 151 + 0,14a
24,09b 1293 + 0.68b-1 153 + 0,00a
28,30b 1183 + 0.93" 152 + 0,08a
20,61a 1493 + 176a 158 + 0,07a
32,14 1324 = 162 154 £ 0,10

a, b, ¢ = médias com diferentes letras diferem significantemcnte (ix = 0,05)
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foi praticamente a mesma conseguida por NISHIKAWA,;
WAIDEI9(1951) em jumentos. As pequenas variagdes detec-
tadas entre os nossos resultados c os dc varios autores citados
podem ser devidas, além das caracteristicas individuais dos
reprodutores estudados, as diferengas na metodologia utiliza-
da, incluindo forca e tempo de centrifugagdo das amostras de
sémen. Contudo, em funcdo da grande semelhanca entre os
resultados obtidos para jumentos e garanhdes, acreditamos
que as considerag0es feitas anteriormente20,27-28para eqiinos,
possam ser Uteis na definicdo da osmolalidade ideal de
diluidores a serem utilizados na conservacdo “in vitro” dc
sémen asinino.

Analisando-se os niveis de eletrolitos detectados no plasma
seminal, apresentados na Tab.3, verifica-se certa
homogeneidade entre amostras com excegao apenas para as
determinacBes de Na do jumento A, que mostrou maior
variabilidade. A presenca de Na foi detectada nas amostras
por nés analisadas numa concentracdo médiadc 238,26 mg%,
situando-se abaixo das médias reportadas para garanhdes "eI2-
13 2. 34 e também para jumentosl3 Provavelmente, esta
diminuicdo na média global ocorreu em fungdo das baixas
concentracBes observadas em trés amostras do jumento A.
Coincidentemente ou ndo, corresponderam a trés ejaculados
que apresentaram gel. No entanto, ndo encontramos nenhuma
referéncia a este fato na literatura consultada. Mesmo assim,
numericamente ndo se pode definir uma diferenca significante
entre asininos e eqiiinos no que tange ao nivel de Na do
plasma seminal.

Ao contrario do Na, a concentragdo média dc K por nos
encontrada foi superior a praticamente todos os resultados
conseguidos para garanhdesl I2-21*29, principalmente em
relacdo aos dados de O’REILLY etal.21 (1979), cujos valores
foram excessivamente baixos.

Para os niveis de Ca, as amostras foram bastante homogéneas
e os resultados se encontram numa faixa intermediaria entre

as médias obtidas para eqliinos 21-29-34, coincidindo com os
valores de LANGOISI2(1978)c AMANN etal.1(1987). Ja os
valores de Mg registrados em nossas amostras estdo bem
abaixo das médias publicadas para garanhdesls 2l 29- 34.
Infelizmente, ndo temos outros dados relativos a jumentos
para confrontarmos com 0s nossos, portanto, ndo se pode
concluir que aqueles valores reflitam o normal para a raga ou
espécie até que novas pesquisas 0 comprovem.

Do mesmo modo que aosmolalidade, as diferencas registradas
entre os varios resultados analisados podem ser devidas a
caracteristicas espécie-especificas e a variacdes nos métodos
utilizados nas analises. Nao existe por exemplo, um método
Gnico de obtencdo e armazenamento das amostras de plasma
seminal, comum a todos os autores. No presente estudo
adotamos uma forca de centrifugacéo baixa, dentre os limites
utilizados para a centrifugacdo do sémen eqliino antes da
congelacdo22.

A proporgdo média de Na/K para as amostras por nos anali-
sadas foi dc 2,26, ficando abaixo das propor¢6es calculadas
para os demais autores, as quais varia de 2,66 até 4,93'+1221-34.
Isto nos leva a crer que, assim como para garanhdes12 15 os
diluentes ricos em Na sejam prejudiciais aos espermatozdéides
de jumentos e que melhores resultados na congelacdo de
sémen “in vitro” possam ser obtidos quando mantidas propor-
¢Oes baixas de Na/K. Isto poderia simular, em escala muito
menor, 0 que sucede a nivel epididimariol4d Obviamente,
estas suposi¢Oes s6 poderdo ser confirmadas em estudos
posteriores, onde seja considerado também o comportamento
metabdlico dos espermatozoides de jumentos.

De modo geral, pela semelhancga existente entre as caracteris-
ticas seminais de asininos e equinos, acredita-se que 0s
métodos utilizados para congelagdo de sémen de garanhdes
possam, em principio, ser utilizados ou ndo para o sémen de
jumentos. Estudos complementares poderdo confirmar a
viabilidade deste procedimento.

SUMMARY

Seminal samples of six jackass of Pega breed were analysed for pH (n=70), osmolality (n=69) and Na (n=49), K (n=51), Ca
(n=51) and Mg (n=51) levels determinations. The pH values ranged from 7.0 to 7.8 with the average of 7.29+ 1.18 for the total
ejaculate number. Seminal plasma osmolality stayed between 273 and 373 mOsm, with the total average of 302.89+ 15.03
mOsm, which represents a freezing point depression of 0.56°C. The meamconcentrations of Na, K, Ca and Mg in the seminal
plasma were, respectively, 238.26+67.92,105.20+32.14,13.24+ 1.62 and 1.54+0.10 mg%. All the result obtained at the present
study were compared to scientific information about donkeys and horses. Both species are quite semilar apart from Mg levels
that was lower for the donkeys. Due to the similarities between jackass and stallion seminal characteristics we believe that
procedures for equine semen “in vitro” conservation might also be used for jackass semen. Complementary research is need

to confirm the procedures viability.

UNITERMS: Donkeys; Reproduction; Semen; pH; Osmotic pressure; Electrolytes
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