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Resumo 
 
 

Os jumentos (Equus asinus) são animais historicamente relevantes para a ocupação de áreas inóspitas 
em todo o mundo, mas tem perdido espaço devido à modernização dos centros urbanos e a 
mecanização agrícola e transporte motorizado. Assim, muitas raças de jumentos já foram extintas ou 
encontram-se em rápido processo de queda populacional, e dentre elas está a raça Nordestina, 
endêmica do Brasil. Uma das estratégias de conservação é o uso de biotecnologias que favoreçam a 
reprodução assistida, como a manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais (MOIFOPA) 
que maximiza a disponibilidade de oócitos para outras biotécnicas. O ponto de partida para o uso 
desta e outras biotécnicas é conhecer detalhes da fisiologia reprodutiva e dos gametas da espécie ou 
raça que se deseja manipular. O objetivo desta tese é caracterizar e conservar por meio da vitrificação 
a população de folículos ovarinos pré-antrais (FP) em fêmeas asininas da raça Nordestina. No 
primeiro experimento, dez fêmeas com idade média de 5,1 ± 3,2 anos e peso médio de 105,2 ± 18,6 
kg, constituíram o grupo de estudo. As mesmas foram submetidas a procedimento de ovariectomia 
guiada por laparoscopia para coleta dos ovários. Assim como nos demais equídeos, os ovários das 
jumentas apresentam formato reniforme e suas zonas parenquimatosa, incluindo a fossa ovariana, 
foram extraídas. Fragmentos do ovário foram fixados com carnoy, desidratados com etanol em 
concentrações crescentes (70 a 99%), clarificados usando xilol e finalmente inclusos em blocos de 
parafina histológica. Estes blocos foram sequencialmente seccionados em micrótomo em frações de 
7μm. Uma a cada 120 frações foi montada em lâminas de vidro e corada com hematoxilina-eosina e 
lida em microscópio ótico. Os FPs que apresentaram núcleo visível foram fotografados, mensurados 
com uso de software e classificados como primordiais, primários e secundários. Os FPs classificados 
e contados foram identificados como normais ou degenerados. A população de FPs foi estimada 
usando a fórmula: (número de PF observados × número total de secções × espessura das secções) 
dividido pelo (número de secções observadas × diâmetro médio do núcleo dos oócitos). A população 
média estimada foi de 21.135,3 ± 10.646,1 FPs por animal. Destes, 91,3% foram identificados como 
primordiais, 8,2% como folículos primários e 0,4% como secundários. Folículos com múltiplos 
oócitos foram observados em todos os animais, todos classificados como primordiais, representando 
0,99% do total de folículos. A população de PF estimada estava distribuída entre os ovários direito e 
esquerdo, em 54,6% e 45,4% respectivamente. A maior parte dos PFs foi considerada 
morfologicamente normal (90,2%) e a menor parcela, degenerados (9,8%). Foi identificada uma 
relação inversamente proporcional entre a idade e a população folicular, semelhante à relação entre 
peso e população folicular. No segundo experimento, o tecido ovariano de jumentas foram 
submetidos a procedimento de vitrificação em superfície sólida usando dimetil sulfóxido (DMSO) e 
etileno glicol (EG), isoladamente em diferentes concentrações (3M e 6M) e associados, como agentes 
crioprotetores. Quando comparados aos tratamentos o uso do DMSO 3M (81,7 ± 37,5%), EG 3M 
(83,7 ± 27,4%) e a combinação de DMSO 3M + EG 3M (81,8 ± 46,8%) apresentaram um grande 
percentual de folículos morfologicamente normais. O uso do DMSO 3M + EG 3M, apresentou o 
maior percentual (62,5 ± 29,1%) de folículos viáveis em relação aos demais tratamentos (P <0,05). 
Pela técnica TUNEL, todos os tratamentos apresentaram fragmentação de DNA nas células 
foliculares, exceto no caso do DMSO 3M + EG 3M. Quando avaliada a presença de NORs, não foi 
verificada diferenças significativas entre o número de NORs no grupo controle e no tratamento 
DMSO 3M + EG 3M (P < 0,05). A combinação DMSO 3M e EG 3M mostrou-se mais eficiente para 
a vitrificação de tecido ovariano de jumentas, apresentando-se de forma adequada para a preservação 
da morfologia e viabilidade de folículos pré antrais, bem como a integridade do DNA e a capacidade 
de proliferação celular. Este trabalho apresentou de forma inédita a estimativa de folículos pré-antrais 
ovarianos em jumentas da raça nordestina bem como uma estratégia de criopreservação com 
resultados positivos. 
 
 
Palavras-chave: Asininos, Foliculogênese, Ovário, Oócito, Células da granulosa. 



Abstract 
 
LOPES, K.R.F. Characterization and cryopreservation of the population of preantral ovarian 
follicles in donkeys (Equus asinus) of the Northeastern Brazilian breed. Federal Rural 
University of the Semi-arid. Mossoró/RN, Brazil. 2017. 
 
The donkeys (Equus asinus) are individuals historically relevant for the occupation of inhospitable 
areas around the world, but they have been losing importance due to the modernization of urban 
centers and the creation of traction and cultivation technologies. Due to this fact, many donkey breeds 
are already extinct or passing through a rapid process of population decrease. Among these breeds, 
the Northeast donkey, an endemic breed in Brazil, is highlighted. One of the strategies for 
conservation is the use of biotechnologies that facilitate reproduction, such as the manipulation of 
oocytes enclosed in preantral follicles (MOEPF) that maximize the availability of oocytes for in vitro 
fertilization. The starting point for the use of this and other techniques are known reproductive 
physiology details of this breed as the characteristics of their gametes. The objective of this study 
was to estimate and to characterize the population of ovarian PFs derived from Northeast breed 
donkeys. Twenty females aging 5.1 ± 3.2 years and weighing 105.2 ± 18.6 kg were used. Animals 
were subjected to an ovariectomy procedure guided by laparoscopy for ovary collection. As the 
equines, donkey ovaries presented a kidney form and their parenchymal zone were extracted, taking 
the ovulation fossa as basis. Fragments of ovary were fixed in Carnoy, dehydrated in increasing 
Ethanol concentrations (70 to 99%), clarified using xylene and finally included in histological 
paraffin wax blocks. These blocks were serially sectioned on 7 μm slices at using a microtome. Every 
120th slice was mounted on glass slides, stained with hematoxylin–eosin and read in inverted optical 
microscope. PFs presenting visible oocyte nuclei were measured at using an ocular micrometer and 
classified as primordial, primary or secondary. PFs were also classified and counted as 
morphologically normal, when containing an oocyte with regular shape and uniform cytoplasm, and 
organized layers of granulosa cells; or as degenerated, when the oocyte exhibited pycnotic nucleus 
and/or ooplasm shrinkage, and occasionally, granulosa cell layers became disorganized, detached 
from the basement membrane and/or included enlarged cells. The PF population was estimated by 
using the formula: (number of follicles × number of sections × thickness of sections)/(number of 
sections observed × range of oocyte nuclei diameter). The results allowed us to estimate a total 
population of 21,135.3 ± 10,646.1 PFs per animal. From this population, 91.3% PFs were classified 
as primordial, 8.2% PFs as primary, and 0.3% as secondary. multioocyte PFs were observed in all 
animals, and they were more frequently present in primordial follicles, representing 0.99% of total 
PFs counted. The estimated population was distributed between the right and left ovaries, at 54.6% 
and 45.4%, respectively. Most PFs were considered morphologically normal (90.2%) and the 
smallest, degenerate (9.8%). An inversely proportional relationship between age and follicular 
population was identified, similarly to the relation between weight and follicular population. In the 
second experiment, the ovarian tissue of animals from the same group was subjected to a vitrification 
procedure using dimethylsulfoxide (DMSO) and ethylene glycol (EG) as cryoprotectants in separate 
and associated. When comparing treatments, the use of DMSO 3M (81.7 ± 37.5%), EG 3M (83.7 ± 
27.4%) and the combination of both DMSO 3M + EG 3M (81.8 ± 46.8%) allowed a greater 
percentage of follicular survival. When vitrified using the DMSO + EG combination, a higher 
percentage (62.5 ± 29.1%) of viable follicles was observed in relation to the other vitrification 
treatments (P <0.05). The TUNEL technique identified that all treatments tested showed DNA 
fragmentation in the follicular cells, except in the case of the DMSO 3M plus EG 3M treatment. 
When evaluating the presence of NORs, no significant differences were observed in the amount of 
NORs between the fresh and vitrified groups using DMSO 3M plus EG 3M (P >0.05). Thus, we 
concluded that the combination DMSO 3M plus EG was more efficient for the vitrification of ovarian 
tissue taken from Equus asinus, allowing adequate preservation of PAFS morphology, viability, 
DNA integrity and cell proliferative capacity. This work presented for the first time the estimate of 
ovarian preantral follicles in donkeys of the Northeastern breed and successful vitrification. 
Key-words: Asinines, Folliculogenesis, Ovary, Oocyte, Granulosa cells. 
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1. Introdução 
 

 

O fenômeno do abandono dos animais domésticos e de produção cuja utilidade 

é questionada, está se tornando frequente nos aglomerados humanos de todos os portes. Estes 

animais, uma vez vivendo sem a supervisão humana, adaptam-se bem aos ambientes, mas 

não sem causar transtornos, desde acidentes à prevalência de zoonoses (Carneiro et al., 2014; 

Rogoski et al., 2016). No nordeste do Brasil, vem se destacando a presença de asininos que 

vivem livres por seus próprios esforços, ou que são submetidos a manejo inadequado, 

permanecendo a maior parte do tempo soltos. Sendo animais de grande porte, ao 

permanecerem no entorno das estradas em busca de alimento ou água, frequentemente 

envolvem-se em incidentes rodoviários (Lima e Lopes, 2014). Embora esta presença enseje 

a percepção de que há superpopulação destes animais, muito contrariamente, a população 

decai a cada levantamento (IBGE, 2016), o que representa uma perda inestimável de 

patrimônio genético e cultural. 

Sendo restritos os estudos sobre a espécie, ainda mais sobre a raça Nordestina, 

faltam subsídios para a criação de políticas públicas acerca do seu controle populacional, 

bem como o desenvolvimento de estratégias de conservação desta raça endêmica da região 

Nordeste do Brasil. O passo inicial para sanar este déficit deve ser, portanto, conhecer de 

forma profunda a raça, estendendo o que pesquisadores pioneiros iniciaram nos anos 80 

(Nobre, 1980; Azevedo et al., 1984). Conhecer detalhes da reprodução destes animais 

possibilitará o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas e permitirá melhor gestão da 

população, da conservação do patrimônio genético e, potencialmente, abrir um leque de 

opções do emprego racional e ético da raça. 

As estratégias de estudo das células reprodutivas em asininos concentram-se nos 

machos, dada a sua relevância na produção de mulas. Assim, técnicas de colheita de sêmen 

(Morais et al., 1994), criopreservação de sêmen (Canisso, 2008; Fernandes, 2012) e 

inseminação artificial (Guedes, 2014) foram descritas em diversos estudos; entretanto, para 

os gametas femininos, os estudos são escassos e não abrangem toda a foliculogênese (Ker, 

2013). 

Neste contexto, tem sido ressaltada a aplicação da biotécnica de Manipulação de 

Oócitos Inclusos em Folículos Pré-antrais (MOIFOPA), atualmente também chamada 
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Tecnologia do Ovário Artificial, a qual consiste em capturar e manipular in vitro os folículos 

em suas etapas iniciais de desenvolvimento, e realizar em ambiente controlado o que 

naturalmente ocorreria no interior dos ovários (Figueiredo et al., 2007). A referida técnica 

tem sido utilizada em equinos (Búfalo et al., 2016), bovinos (Silva-Santos et al., 2011) e 

outras espécies, para auxiliar no conhecimento de detalhes da população folicular ou para 

realizar a criopreservação (Gomes e Seneda, 2015) e o cultivo destes folículos, a fim de se 

obter células reprodutivas maturadas (Green e Shikanov, 2016).  

Em asininos a MOIFOPA poderá viabilizar o estudo e recuperação de uma 

grande quantidade de oócitos para serem utilizados em outras biotécnicas, podendo 

incrementar o potencial reprodutivo deste grupo de animais. Além das etapas de 

caracterização, isolamento, cultivo in vitro (CIV) e maturação in vitro (MIV), a MOIFOPA 

compreende ainda a preservação do material genético durante curtos (resfriamento) ou 

longos períodos (criopreservação) de tempo, permitindo a criação de bancos de 

germoplasma. O sucesso na recuperação de oócitos íntegros após o processo de preservação 

depende de diversos fatores, além dos inerentes de cada espécie, como a escolha da estratégia 

de resfriamento e descongelação bem como a aplicação dos crioprotetores adequados 

(Moussa et al., 2014; Keros e Fuller, 2015; Argyle, Harper e Davies, 2016). Foi detectado 

que o etilenoglicol é mais permeável em blastocistos equinos que o glicerol e os 

crioprotetores altamente permeáveis podem ser mais apropriados para o congelamento de 

oócitos equinos do que os embriões, uma vez que os oócitos exigem um período de exposição 

mais longo para se tornar totalmente permeado. Os ovócitos equinos imaturos puderam ser 

amadurecidos ao estádio MII in vitro após congelamento e descongelamento em 

etilenoglicol ou l,2 propanodiol, mas não em glicerol, e os espermatozoides puderam 

penetrar oócitos imaturos e maduros após congelação e descongelação em etileno glicol e 

foraram pronúcleos morfologicamente normais (Hochi et al., 1994). 

Dentre as técnicas de criopreservação, a vitrificação como uma eficiente 

biotécnica de criopreservação (Kagawa et al., 2015; Wakchaure et al., 2015), tanto por ser 

um procedimento de fácil condução, sem equipamentos complexos, como por ter uma 

execução rápida. Além disso, esta técnica tem apresentado resultados promissores em 

espécies similares aos asininos, como os equinos (Canesin et al., 2016), em que foram usados 

diferentes tempos de congelação e concentrações de dimetilsulfoxido (DMSO) e 

etilenoglicol (EG) como crioprotetores, com sucesso no posterior cultivo dos oócitos. Estudo 
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com oócitos equinos imaturos apontam que um menor tempo de exposição aos crioprotetores 

(que na vitrificação, dentre outras ações, assumem papel de desidratar e minimizar a 

formação de cristais de gelo) determina uma maior taxa de recuperação de oócitos passíveis 

de maturação (Curcio, 2006). Desse modo, o estabelecimento de protocolos para a 

vitrificação de tecido ovariano em asininos tem potencial de conduzir a uma nova fronteira 

na conservação das diversas raças desta espécie que estejam em risco de extinção no mundo, 

ao levar o foco das pesquisas futuras para os gametas femininos, uma área pouco explorada 

em se tratando de equídeos.  
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2. Revisão de Literatura 
 

 

2.1 Os Asininos 

 

Os Equídeos são animais que tiveram, e têm, participação ativa no 

desenvolvimento socioeconômico da humanidade: guiando povos nômades a fontes de água; 

como fonte proteica, através da carne e/ou leite; como transporte para materiais e pessoas; 

sendo personagem principal em algumas grandes conquistas e influenciando o destino de 

reinos e nações (Brereton, 1976; Greenwood, 2008; Stanley, 2011). Foram essenciais para o 

desenvolvimento tecnológico da agricultura que culminou com o incremento da produção 

para abastecer a crescente população humana (Clutton-Brock, 1992; Langdon, 2002). Além 

disso, são reconhecidamente animais versáteis que firmaram ao longo da história laços, 

inclusive afetivos, com a espécie humana. Nenhum outro animal doméstico ocupou um lugar 

tão importante no processo de desenvolvimento social e político (Bowling e Ruvinsky, 

2000). 

Dentre os equídeos, o subgênero Asinus, que compreende os jumentos (Beja-

Pereira et al., 2004), tem importância histórica, que remete ao início da agricultura, entre 7 

a 10 milênios atrás, quando provavelmente foram domesticados (Blench, 2000). Estudos 

genéticos com DNA mitocondrial apontam a origem dos jumentos modernos como sendo a 

África, mais especificamente de dois troncos, o Núbio e o Somali (Beja-Pereira et al., 2004). 

Por outro lado, estudos de similaridade genética apontam três grandes centros ou áreas onde 

provavelmente ocorreu a domesticação dos jumentos: Nordeste da África, Península Arábica 

e Ásia ocidental (Zeder, 2006).  

A existência nas Américas não ocorreu por correntes migratórias ou outros 

mecanismos de disseminação de populações, mas sob ação humana. Os registros históricos 

apontam a inexistência de animais de interesse zootécnico quando da chegada dos Europeus. 

Embora não haja consenso sobre o ingresso dos primeiros asininos, há evidências 

documentais da introdução de cavalos e asnos através de várias expedições portuguesas e 

espanholas nas primeiras décadas do século XVI (Vieira, 1964). Além disso, evidências 

genéticas de jumentos das Américas apontam suas origens para linhagens oriundas das raças 

Andaluz e Catalã, ambas da península ibérica (Jordana et al., 2016). 



25 

 

Animais extremamente resistentes, os asininos toleram uma ampla gama de 

condições climáticas, do árido ao frio intenso, e se distribuem geograficamente em todo o 

mundo (Starkey e Starkey, 2000). Para tanto, possuem várias adaptações corporais, como as 

orelhas para auxiliar a termorregulação (Jones, 2009). Seu sistema digestivo resistente pode 

digerir qualquer tipo de vegetação, inclusive xerófitas, e extrair nutrientes dos alimentos de 

forma eficiente (Izraely et al., 1989; Pugh, 2002). 

Os jumentos são animais dóceis, amigáveis, calmos, pacientes e fáceis de se 

manusear, inteligentes e até brincalhões; cautelosos, mas ágeis em locais acidentados e de 

topografia irregular. São ansiosos para aprender e desfrutar da companhia dos humanos 

(Beja-Pereira et al., 2004). Devido a estas características, foram elencados para trabalho em 

áreas difíceis, tornando-se ferramentas essenciais na labuta, inclusive no nordeste brasileiro 

onde por vezes foram a única alternativa de transporte entre regiões pobres, principalmente 

no transporte de água em períodos de estiagem (Almeida, 2011). 

A adaptação contínua dos animais aos diversos climas e geografia do Brasil fez 

com que surgissem três raças distintas: a Brasileira (ou Paulista), a Pêga e a Nordestina. 

A raça Brasileira (Figura 01A), desenvolveu-se de cruzamentos de linhagens 

sicilianas e portuguesas, especialmente na região de São Paulo, motivo pelo qual também 

são denominados de Paulistas. São considerados bons animais para monta com sela, e 

possuem constituição física forte, com pescoço grosso e reforçado, orelhas eretas e focinho 

reto, cernelha de pelo menos 1,20m e pelagem quase sempre ruã (ou ruão), caracterizada por 

uma mistura de pelos brancos e coloridos no corpo, enquanto a cabeça e as extremidades do 

animal tem cores uniformes e sólidas (Torres e Jardim, 1992). 

A raça Pêga (Figura 01B) surgiu no interior do Brasil, predominantemente em 

Minas Gerais onde teve importante papel no ciclo da Mineração, assim como no 

desbravamento do interior do país. São os maiores jumentos dentre as raças brasileiras, tendo 

altura de cernelha superior a 1,30m, com pernas longas, corpo compacto e forte, traseiro 

cheio e pelagem quase sempre branca, sugerindo cruzas com a raça egípcia com a qual 

mantém relação genética, além da forte origem Ibérica (Pugh, 2002). Na contramão das 

demais raças do Brasil, a raça Pêga encontra-se em plena valorização pelo enorme potencial 

genético na geração de mulas (Souza, 2007). 
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O jumento Nordestino (Figura 01C) é a menor das três raças e começou a ser 

descrito como raça em meados do século XX (Mello, 1953; Vieira, 1964), tendo sempre 

como destaque a sua pequena estatura, pelos curtos, pouco acúmulo de gordura e agilidade. 

Todas estas características são consideradas como adaptações ideais para a região semi-árida 

do Brasil, decorrentes de séculos de cruzamentos entre os mais aptos, adaptações 

confirmadas quando os primeiros estudos zootécnicos foram realizados nos anos 80 (Nobre, 

1980; Azevedo et al., 1984). São animais com altura média de 1,0m em uma cernelha 

definida, suave (não proeminente), musculosa e, de preferência, em nível com a garupa; 

costelas fortes e separadas, conferindo boa amplitude torácica; tronco relativamente longo, 

mais ou menos proporcional à altura na cernelha. A ossatura é seca e resistente, com tendões 

delicados, pele de pigmentação escura e pelos finos. A cabeça tem tamanho médio, seca, de 

comprimento proporcional ao pescoço e despontada para o focinho, com perfil retilíneo ou 

ligeiramente sub–convexo; possui orelhas grandes, firmes, bem implantadas, bem dirigidas 

e de largura média; a boca de abertura média, lábios finos, móveis, firmes e justapostos; as 

narinas são grandes, largas e flexíveis. O pescoço é médio, proporcional à cabeça com crinas 

ralas e finas. A cauda é curta com pelos reduzidos. Os membros posteriores são médios, com 

ligeira cobertura muscular e bem articulados; os antebraços médios, retilíneos e com 

cobertura muscular delgada; joelhos grandes, resistentes, secos e na mesma direção do 

antebraço. As coxas e pernas são medianas e musculosas (Azevedo et al., 1984). São animais 

adaptados a regiões secas, à alimentação pobre em nutrientes e a longas jornadas de trabalho. 
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Figura 01 – Exemplares das 3 raças de jumentos predominantes e endêmicas do Brasil: (A) Jumento 

Brasileiro macho (Melo, 2014); (B) Jumento Pêga macho (Pashoal, 2014); (C) Jumento Nordestino macho.  
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Os jumentos exercem ainda hoje um outro papel econômico que é o de gerar 

descentes híbridos com cavalos, os muares. Sendo híbridos, são estéreis, possuindo 63 

cromossomos (equinos tem 62 e asininos 64). Os machos provenientes do cruzamento de 

jumento com égua são denominados burros e as fêmeas, mulas. O filhote do cruzamento de 

um cavalo com jumenta recebe o nome de bardoto, seja macho ou fêmea. Os burros e mulas 

são mais desejados pois herdam a rusticidade do pai (jumento) e o porte físico da mãe (égua) 

(Burnham, 2002; Brenner e Miller, 2013). 

Entretanto, a partir da modernização e a chegada da tecnologia em alguns 

setores, seu valor, assim como seu manejo, começou a sofrer graves alterações. Acredita-se 

que já em 1954, a crise dos jumentos tenha iniciado com o advento do Regulamento da 

Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), que passou por 

modificações técnicas ao longo do tempo (Brasil, 1997) e que determina regras para o 

manejo de produtos de origem animal, dentre eles, aqueles oriundos de equídeos, incluindo 

a necessidade de Inspeção Federal de locais e técnicas de abate específicos para os equídeos 

no Brasil. 

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) estima que de 1967 a 

1979, ocorreu um decréscimo do rebanho de 17 para 2 milhões de animais. A base da 

argumentação foi que, mantido esse ritmo os animais seriam extintos (Nobre, 1980). Dados 

históricos do Censo Agropecuário, cuja última edição ocorreu em 2006 (IBGE, 2016) 

consolidam o pensamento de que a população de asininos no Brasil e especialmente no 

Nordeste decaiu em média 1,5% ao ano desde o início da década de 70, chegando a menos 

e 600mil (Figura 02). 

 
Figura 02 – Estimativa da população de asininos no Brasil e no Nordeste desde o início da série histórica do 

IBGE (IBGE, 2016) 
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Sabendo da redução populacional da raça Nordestina e reconhecendo a 

importância da preservação de espécies e raças de interesse zootécnico e econômico, a 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária - Embrapa criou um projeto de pesquisa 

denominado “Conservação e Uso de Recursos Genéticos Animais”, sob coordenação do 

Centro Nacional de Pesquisa em Recursos Genéticos e Biotecnologia – Cenargen, que tem 

por finalidade a construção de Bancos de Germoplasma de espécies em ameaça de extinção, 

dentre elas, o jumento Nordestino (Mariante et al., 2005). 

 

 

2.2 Aspectos anátomo-fisiológicos do aparelho reprodutor feminino de asininos 

 

As funções primárias do aparelho reprodutor feminino são garantir as estruturas 

físicas para que a gestação venha a termo e, antes disso, que hajam células reprodutivas 

viáveis e aptas. Dentre as estruturas que compõe o aparelho, os ovários desempenham esta 

última função, por meio da formação das células germinativas como também da produção 

dos hormônios que dão suporte à maturação destas células e da gestação, sendo considerados 

os órgãos reprodutivos primários da fêmea (McEntee, 2012). No caso dos asininos, apesar 

da anatomia ser bem conhecida há muitos anos, tendo sido primeiramente descrita em 1822, 

por Ernst Friedrich Gurlt (Veterinário alemão, em seu “Handbuch der vergleichenden 

Anatomie der Haussäugetiere”, ou “Manual Gurlts de anatomia comparada de animais 

domésticos”, numa tradução livre, publicado até 1943) (Renner-Martin et al., 2009), os 

estudos morfológicos e fisiológicos mais apurados não são comuns, especialmente quando 

comparados a outras espécies de maior importância zootécnica, como bovinos (King, 1979; 

Hammond, 2014; Bova et al., 2014), caprinos (Greyling, 1988; Amoah e Gelaye, 1997; 

Gallego-Calvo et al., 2015) e equinos (Morley e Murray, 2014; Dascanio e McCue, 2014; 

Morel, 2015). 

Os ovários dos asininos, assim como dos equinos (Aarde et al., 1988; Kainer, 

1993), possuem um formato reniforme (forma de rim ou feijão), com uma área côncava, 

claramente definida, em sua borda livre (oposta àquela borda onde conectam-se vasos, 

nervos e ligamentos), chamada de fossa de ovulação (Figura 03). Esta forma característica é 

diferente dos demais mamíferos, cujos formatos mais comuns são o de cachos de uva entre 

as multíparas (ou politócica) e ovóide ou de amêndoa, dentre as uníparas (ou monotócicas) 
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(Getty et al., 1986). É na região cortical na qual os folículos e oócitos são encontrados, 

consequentemente, a ovulação ocorre somente na fossa de ovulação (Walt et al., 1979). 

 

Figura 03 – Diagrama esquemático do ovário do equídeo. Fonte: (Deafenbaugh, 2012) 

 

Nos equídeos recém-nascidos, o ovário é ovóide mas adquire a forma de rim à 

medida em que atinge a idade fértil (Getty et al., 1986), tornando-se a fossa de ovulação o 

único ponto da superfície de liberação de ovócitos, por ruptura de folículos maduros 

(Renner-Martin et al., 2009). Contrariamente à maior parte dos mamíferos, os folículos são 

liberados nas estruturas mais internas, e a medula ocupa o volume externo do ovário. 

Paralalamente à maturação folicular, os ovários passam a ocupar uma posição mais dorsal 

no abdômen (Dyce, 2010), estando quase sempre em contato com as paredes abdominais, 

mas com grandes variações de animal para animal (Getty et al., 1986). 

As fêmeas asininas tornam-se férteis entre 24 e 36 meses de vida, variando de 

acordo com diversos fatores, nem todos mensurados, mas fortemente influenciados pelas 

condições ambientais, como estações do ano ou mesmo a latitude, e a maturidade sexual 

ocorre em torno dos 5 anos (Blanchard et al. 1999; Pugh, 2002). 

Os asininos formam grupos matriarcais errantes e os machos fixam-se em 

territórios (Moehlman, 1998). Um território pode ter dezenas de hectares de extensão, 

inclusive com áreas não contíguas, escolhidos pelo macho pelas condições favoráveis de 

alimento e água. A demarcação das áreas é feita através da micção e defecação nas 

fronteiriças e é constantemente remarcada e monitorada. Os grupos de fêmeas e filhotes, que 

podem chegar a 15 indivíduos, por outro lado, não se fixam num território específico. Eles 



31 

 

transitam entre os territórios dos machos, ou em áreas não dominadas, buscando sempre as 

melhores condições de vida para o grupo. Não há padrões específicos de tempo de 

permanência num território (McDonnell, 1998). 

O ciclo reprodutivo da fêmea asinina é muito similar aos demais equídeos, 

distinguindo-se quanto à duração do estro e da gestação. O ciclo estral varia entre 22 e 28 

dias dos quais 5 a 9 dias compreendem o estro (Fielding, 1988). A ovulação geralmente 

ocorre no quinto a sexto dia após o início das manifestações do estro (Vandeplassche et al., 

1981).  

Quando em estro, a fêmea adota posturas típicas: cabeça baixa com o pescoço 

estendido à mesma altura do dorso; orelhas para trás, paralelas ao pescoço, abrir e fechar 

constante da boca, passa a urinar com mais frequência, mantém as pernas traseiras abertas e 

cauda levantada numa atitude clara de exibição do períneo (McCort, 1980). Além da 

mudança comportamental, as fêmeas em estro num grupo, destacam-se de forma muito 

evidente por vocalizar com maior frequência e por executar movimentos de forma mais 

rápida e exagerada (McDonnell, 1998). 

Uma vez que fêmeas em período fértil transitem pelos territórios constituídos 

pelos machos, estes tornam-se defensores ávidos destas áreas. Na busca pela exclusividade 

no cortejo e monta, expulsam outros machos em embates, por vezes, violentos. Se por um 

lado as fêmeas no cio exalam feromônios e exibem-se, os machos vocalizam intensamente 

o que auxilia a demarcar o território e atrair as fêmeas disponíveis para seu harém (Henry, 

Lago e Mendonça, 2009). É possível perceber grande ocorrência do chamado reflexo de 

Flehmen, que corresponde à elevação do lábio superior, acompanhada da elevação da cabeça 

e respiração profunda para ampla absorção de ar e captação de feromônios, tanto emanados 

das fêmeas como de seus dejetos (Marinier et al., 1988; Weeks et al., 2002). 

Após a ovulação, aumentam os níveis de progesterona e quando chegam a uma 

concentração sanguínea superior. Durante o diestro as concentracões de progesterona 

crescem por cerca de 14 dias, e decai drasticamente em dois dias para que se inicie o novo 

estro. O diestro tem uma duração de 18,2 ± 2.4 días e a duração não aparenta ser fortemente 

impactada ao longo do ano. Por outro, lado os níveis máximos de progesterona durante o 

diestro afeta o número máximo de ovulações durante o estro, onde níveis mais altos 

potencializavam a ocorrência de multiplas ovulações (CASAS & LLASAC, 2014). 
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Estudos que acompanharam as fases iniciais da gestação, desde a cobertura, 

mostraram que a vesícula embrionária passa a ser detectada por via ultrassonográfica entre 

os 10º e 11º dias após a ovulação, permanecendo móvel dentro do útero até o 16º dia, quando 

alcança o diâmetro de 21,8 ± 1,5 mm. A vesícula embrionária implantada, já foi localizada 

no corno esquerdo, corno direito e corpo uterino em 49,2%, 41,8% e 9% dos exames 

realizados, respectivamente. O embrião foi detectado aos 19,9 ± 0,2 dias, os batimentos 

cardíacos aos 21,8 ± 0,3 e o saco alantoideano entre 19 e 23 dias (Gastal et al., 1993). O 

crescimento intra-uterino na segunda metade da gestação, as tendências da espessura 

combinada da unidade útero-placentária e da ecogenicidade dos fluidos amniótico e 

alantóide, são muito similares àqueles observados na gestação de éguas. Os diâmetros de 

tórax fetal, a órbita ocular e aumento da aorta durante a gestação foram 40,6 ± 2,9 mm, 8,7 

± 1,5 mm, e 3,5 ± 0,7 mm, respectivamente, na semana 13, e 190,9 ± 12,0 mm, 21,4 ± 1,5 

mm, e 30,6 ± 1,8 mm na semana que antecedeu o parto. A frequência cardíaca diminui com 

a progressão da gestação (Crisci et al., 2014). 

A duração da gestação entre os asininos é de cerca de 370 dias, mas foram 

detectadas grandes variações entre diversos estudos que já observaram este período como 

entre 339 e 370 (Crisci et al., 2014), 360 e 375 (Weaver, 2012) e 362 a 375 dias (Barros et 

al., 2012). 

 

 

2.3 Oogênese e foliculogênese 

 

Na fase embrionária da fêmea, células germinativas primordiais diferenciam-se 

em oócitos. Ao nascer, as fêmeas mamíferas já possuem todos os oócitos que durante a vida 

fértil poderão participar de uma fertilização (Bukovsky et al., 2005). A visão mais tradicional 

da oogênese, em essência, pode ser mapeada em 7 passos: 1) geração das células 

germinativas primordiais (CGP) por mitoses; 2) migração das CGPs para as gônadas ainda 

não totalmente diferenciadas; 3) colonização das gônadas pelas CGP; 4) diferenciação das 

CGP em oogônias; 5) proliferação de oogônias; 6) iniciação da meiose das oogônias; 7) 

formação do oócito primitivo; nesta ocasião ocorre a primeira parada da meiose, na fase 

diplóteno da prófase I da meiose, formando a vesícula germinativa, que permanecerá assim 

até o início do período fértil (Hurk, van den e Zhao, 2005). Contudo, nem todas as CGP 
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findam em vesículas germinativas disponíveis, isto porque ainda no útero inicia-se a atresia 

das vesículas, que pode chegar em algumas espécies à 25% dos quantitativos das CGPs 

quando do nascimento do indivíduo, de modo que a fêmea nasce com todos os oócitos 

disponíveis em seus ovários (Medeiros e Yamamoto, 1998; Bessa e Dode, 2013). Somente 

durante a puberdade, sob influência de picos de hormônio luteinizante (LH) a meiose das 

células germinativas são retomadas, prosseguindo até a metáfase II da meiose, com a 

formação do oócito secundário, permanecendo assim até uma possível fecundação (Chohan 

e Hunter, 2004). 

Por outro lado, contrapondo-se à doutrina tradicional, consolidada e 

inquestionada desde meados do século XX, pesquisadores tem demonstrado que não só a 

atresia ou degeneração continua após o nascimento e até o fim dos oócitos, como novos 

oócitos podem ser diferenciados, sob circunstâncias específicas, o que se demonstrou em 

ratos (Johnson et al., 2004). Entretanto, este pensamento não é amplamente aceito, faltando 

mais estudos que corroborem com a teoria (Greenfeld e Flaws, 2004). 

Na maior parte dos casos, cada um dos óocitos, na prófase I da meiose, está 

contido em um folículo primordial que o isola do restante do ovário (Knight e Glister, 2006); 

contudo é comum que os folículos contenham dois ou mais oócitos, sendo chamados então 

de folículos multioócitos (Payan-Carreira e Pires, 2008; Silva-Santos e Seneda, 2011). 

Durante a vida fértil, os folículos armazenados nos ovários na vida fetal, passam por uma 

sequência complexa de transformações, coordenadas por um equilíbrio tênue entre 

hormônios, deixando a reserva e levando à ovulação ou à atresia (Fortune, 1994). 

A foliculogênese ovariana, como é chamado o processo de desenvolvimento dos 

folículos, é marcada pela proliferação e diferenciação de componentes e células que 

permitirão a ovulação (Fair, 2003). Em mamíferos como os equídeos, vários folículos 

iniciam a foliculogênese mas apenas um deles segue caminho até a ovulação (Jacob, 2007). 

Ao mesmo tempo em que se torna mais complexo, o folículo cresce em volume, adquire uma 

cavidade denominada antro folicular, e este crescimento é o fator mais expressivo na 

definição de qual folículo tem maior aptidão à ser conduzido à ovulação (Bartlewski et al., 

1999). 

No folículo há um conjunto de células que envolvem o óocito chamadas de 

células da granulosa. No folículo primordial são achatadas numa única camada, às vezes 

descontínua, que ao longo da foliculogênese multiplicam-se em diversas camadas. As células 
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da granulosa são a principal fonte de estrógenos, inibina e proteínas correlatas , que possuem 

importante papel na regulação endócrina do sistema reprodutivo durante o ciclo estral, 

atuando como sinalizadores químicos para a hipófise sobre o número de folículos em 

crescimento no ovário (Hsueh et al., 1984). 

O aumento do número de células da granulosa e o consequente aumento de 

camadas ao redor do oócito marcam fortemente a evolução do folículo de primordial para 

primário e de primário para secundário. Estes folículos são denominados de pré-antrais 

(FOPA). Continuada a maturação os folículos tornar-se-ão folículos antrais, dado que as 

células da granulosa abrem espaço para a formação do antro que será ocupado por fluido 

folicular composto essencialmente de moléculas produzidas pelas células da granulosa, 

dentre elas proteoglicanos, glicosaminoglicanos e ácido hialurônico (estruturas que possuem 

um dos açúcares aminados e normalmente sulfatados) e sulfato de condroitina, moléculas 

grandes e incapazes de transitarem livres fora do folículo e que produzem um diferencial 

osmótico que favorece a entrada e manutenção de fluidos, eletrólitos e moléculas sanguíneas 

do estroma vascularizado para o interior do antro (Clarke et al., 2006). 

Este processo de maturação folicular não ocorre com um único folículo de cada 

vez, mas com um grande volume de folículos simultaneamente, processo denominado de 

onda folicular, tal processo é normalmente composto por 3 fases: recrutamento, seleção e 

dominância (Driancourt, 2001), cuja sucessão e relação com os hormônios encontra-se na 

figura 04. O recrutamento inicia-se após um pico de concentração de hormônio folículo 

estimulante (FSH). Neste momento, um certo número de folículos primordiais passa a ser 

englobado por células da granulosa, iniciando a composição de uma camada uniforme 

(Fortune, 1994).  

A etapa de recrutamento tem duração variável, que pode chegar a dias em 

cavalos, e o número de folículos recrutados também varia entre espécies. Na etapa da 

seleção, um ou mais folículos são selecionados através de um processo complexo que 

depende de caracteres intra e extra-ovarianos, bastante estudados mas ainda 

incompreendidos em sua plenitude (Rocha, 2014). Estes selecionados evoluem até tornarem-

se folículos secundários e aguardam a última etapa, a dominância. Nesta, um ou alguns 

folículos serão tratados como dominantes e os demais, os subordinados, entram em atresia. 

São os dominantes que evoluirão e mais tarde estarão disponíveis à fecundação (Driancourt, 



35 

 

2001). Em espécies monoovulares, como os equídeos, apenas um será dominante e 

continuará a crescer até a ovulação (Ginther, 1993).  

 

 
Figura 04 – Foliculogênese e influência hormonal. Adaptado de (ANSHLabs, 2015)  

 

 

 

2.2 Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-antrais 

 

A reprodução assistida, em suas diversas técnicas, é uma importante ferramenta 

na construção de rebanhos com maior qualidade genética, na facilitação de reprodução de 

espécimes que apresentam dificuldades em reproduzir-se de forma natural, aumentando o 

número de indivíduos numa população (Lopes, 2001). Com o ritmo de consumo de produtos 

de origem animal, a pecuária tradicional, mesmo em regime intensivo, dificilmente 

conseguiria atender a demanda de consumo, portanto procedimentos de inseminação 

artificial ou fecundação in vitro são essenciais para atender a estas demandas de mercado 

(Nicolau et al., 2001; Portugal, 2002).  

Uma parte das estratégias de reprodução assistida, especialmente a fertilização 

in vitro (FIV), ou outras técnicas de biotecnologia envolvem a captura de folículos antrais, 

visíveis com o uso de tecnologias como a ultrassonografia (Lemma et al., 2006) ou a 

ressonância magnética (Warren et al., 2015). Contudo, estes folículos visíveis são minoria 

no processo da foliculogênese, dado que a maioria , superior a 99% (Nuttinck et al., 1993), 
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entra em atresia antes de tornarem-se visíveis ao uso de ferramentas de diagnósticos (Carroll 

et al., 1990).  

A MOIFOPA é uma biotécnica que vem sendo desenvolvida desde os anos 90 

do século XX, e que atua como uma alternativa para se recuperar esta parcela de oócitos que 

naturalmente perder-se-iam na foliculogênese. Em essência, ela consiste no resgate de 

FOPA, sua conservação por resfriamento ou congelamento e no cultivo in vitro dos oócitos 

inclusos nos FOPA, a fim de levá-los à maturação e à fecundação (Figueiredo et al., 2007). 

Com estas características, a MOIFOPA tem potencial para atender a pelo menos três áreas 

de interesse na reprodução: o estudo de base da fisiologia reprodutiva de espécies, melhoria 

da produção dos rebanhos ao favorecer a fertilização assistida e recuperação de populações 

de mamíferos em risco de extinção. 

A foliculogênese é amplamente estudada, porém mais profundamente conhecida 

ao se tratar dos folículos antrais (Bao e Garverick, 1998; Baerwald et al., 2012), dentre outros 

motivos pela facilidade de estudos não invasivos (Garcia et al., 1999). Quanto aos folículos 

pré-antrais, os complexos mecanismos internos e externos que controlam o crescimento e a 

maturação dos FOPA ainda são incertos ou pouco conhecidos, sendo portanto, um campo de 

pesquisas a ser explorado (Figueiredo et al., 2007; Thomson et al., 2016). 

A aplicação da MOIFOPA aumenta decisivamente o números de células 

reprodutivas disponíveis às técnicas de reprodução assistida, fato que já permitiu ser aplicada 

a diversas espécies como humanos (Roy e Treacy, 1993), bovinos (Gutierrez et al., 2000), 

ratos (Nayudu e Osborn, 1992), caprinos (Matos et al., 2007), búfalos (Gupta et al., 2008), 

dentre outros. Em equinos, a inseminação artificial, a transferência de embriões e até mesmo 

a clonagem são uma realidade, mas a fertilização in vitro e maturação in vitro, são pouco 

estudados (Gomes e Seneda, 2015),  

Há uma grande possibilidade de que as atividades humanas estejam causando 

uma extinção em massa de espécies em todo o mundo. A taxa média de perda de espécies 

de vertebrados ao longo do século passado é até 100 vezes maior do que a taxa estimada ao 

longo de toda a história (Ceballos et al., 2015). Seguindo-se o mesmo raciocínio da aplicação 

em humanos e espécies de interesse zootécnico, favorecer a reprodução de espécies silvestres 

ou domésticas em risco de extinção é um importante papel para a MOIFOPA, auxiliando a 

concretizar o conceito de bancos de recursos genéticos (Leibo e Songsasen, 2002; Comizzoli 

et al., 2010) ou na reprodução assistida de espécies selvagens cujas atuais biotécnicas são 
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complexas ou pouco efetivas (Andrabi e Maxwell, 2007). Contudo, o sucesso da aplicação 

de MOIFOPA, bem como de outras técnicas, depende da taxa de recuperação de folículos, 

ou seja, que se obtenha ao final do processamento um grande número de folículos sem danos 

estruturais, efetivamente disponíveis (Rossetto et al., 2011). Neste sentido, iniciar as técnicas 

conhecendo a estimativa da população folicular, permite compreender os números máximos 

desta taxa de recuperação. 

 

2.3 População folicular ovariana  

 

Muitas biotécnicas reprodutivas aplicadas a folículos antrais ou pré-antrais, são 

mais efetivas quando há conhecimento do maior número de variáveis possíveis dos próprios 

folículos, dos parâmetros quantitativos e qualitativos dos folículos, dado que estes 

parâmetros são proporcionais ao potencial reprodutivo (Comizzoli et al., 2010). Assim, 

determinar a população folicular é uma das atividades básicas para iniciar ou concluir o uso 

de biotécnicas reprodutivas, em especial porque vários aspectos podem influenciar no 

tamanho desta população como o escore corporal (Domínguez, 1995) ou distúrbios 

alimentares (Boland et al., 2001), a etapa do ciclo estral em que se observam ou se coletam 

os folículos antrais (Baruselli et al., 1997; Abdoon, 2001), o equilíbrio hormonal durante a 

vida do animal (Hunter et al., 2004), enfermidades, como a mastite crônica (Rahman et al., 

2012) ou mesmo a idade, dado que, com o avançar da idade, ocorre naturalmente o 

decréscimo no número de folículos ovarianos (Picton, 2001). 

Para os folículos antrais, as avaliações comumente são realizadas com o uso de 

ferramentas de diagnóstico por imagem, em especial a ultrassonografia, como no caso dos 

estudos com bovinos (Batista et al., 2014; Pinheiro et al., 2014), caprinos (Souza et al., 

2016), asininos (Contri et al., 2014) e equinos (Claes et al., 2015). 

Para a população de folículos ovarianos pré-antrais, as técnicas de captura 

comumente envolvem a ovariectomia ou a retirada post mortem dos ovários. Experimentos 

já foram conduzidos em diversas espécies de interesse zootécnico, como: bovinos (Bos 

taurus), sendo estimadaa uma população de 19.777 ± 25.412 primordiais, 11.337 ± 11.568 

primários e 4.174 ± 2.893 folículos secundários (Driancourt et al., 1982); caprinos os 

números foram de 20.779 ± 4.116 folículos primordiais, 9.702 ± 1.226 folículos primários e 

1.722 ± 480 folículos secundários (Lucci et al., 1999); para suínos foram encontrados cerca 
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420.000 folículos primordiais por ovário (Gosden e Telfer, 1987); em equinos uma grande 

variação foi relatada entre estudos indo de 5.600 a 75.000 folículos por fêmea (Alves, 2014). 

Entretanto, até o momento, não há registros do estudo da população de folículos pré-antrais 

em asininos. 

 

 

2.4 Conservação de tecido ovariano 

 

Para a maior parte das espécies os estudos são conduzidas para estratégias de 

criopreservação dos gametas masculinos, como no caso de equinos e asininos (Chaves, 2015; 

Osório et al., 2015), caprinos (Silveira et al., 2015) e bovinos (Leite et al., 2015). Em se 

tratando de fêmeas, os estudos focam principalmente na criopreservação de oócitos oriundos 

de folículos antrais (Lima, 2016; Polenz, 2016). 

Contudo, com o estabelecimento das técnicas de manipulação dos folículos pré-

antrais, diferentes estratégias de captura dos folículos foram aplicadas, como punções 

foliculares (Rua et al., 2015; Barros, 2016), biópsias do tecido ovariano (Lunardi et al., 

2013), ovariectomia uni ou bilateral (Leonel, 2014) ou colheita do ovário imediatamente 

após a morte do animal (Mattos, 2016). Tais estratégias permitem a criopreservação de 

tecidos em temperaturas abaixo de zero, resultando em uma queda radical da atividade 

metabólica com possibilidade de armazenamento por longos prazos. Para tanto, é necessária 

a utilização de metodologias apropriadas para minimizar danos decorrentes do processo de 

congelação, como o uso de agentes crioprotetores que, de forma geral, alteram as condições 

de congelação ou substituem líquido intracelular minimizando a formação de cristais que 

danificam fisicamente as células (Mandawala et al., 2016).  

Além disso, o agente criportetor, deve apresentar características que permitam 

sua retirada do meio celular (Santos et al., 2008), deve ter baixa toxicidade e suportar as 

temperaturas de manutenção da preservação, dentre estas substâncias estão o glicerol, 

dimetil sulfóxido (DMSO), etilenoglicol (EG), propanodiol (PROH), dentre outras. 

Entretanto, o uso dos crioprotetores não garante o sucesso da operação pois cada tipo de 

célula responde de forma diferente às mudanças físicas e físico-químicas durante o processo, 

especialmente quanto ao ritmo de resfriamento e aquecimento (Pegg, 2002). Uma vantagem 

no uso dos folículos pré-antrais é que eles vem se apresentando mais resistentes ao 
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resfriamento, dentre outros fatores por conter um menor número de gotas lipídicas, se 

comparados a oócitos maturados e menor taxa metabólica (Hovatta, 2005). 

O processo mais comum de congelação ocorre com um resfriamento lento e 

gradativo, controlado por equipamentos, nem sempre acessíveis do ponto de vista financeiro 

ou logístico, dificultando o uso da técnica a campo, e o uso de baixas concentrações de 

crioprotetores (Moussa et al., 2005). É um processo vulnerável quanto à formação de cristais 

de gelo que rompem estruturas celulares (Zhmakin, 2008). Alternativamente, vem se 

tornando mais comum o emprego de protocolos de vitrificação. Este elimina danos causados 

devido à formação de cristais de gelo durante o processo de resfriamento. O método envolve 

o resfriamento ultra-rápido e o uso de crioprotetores em grandes concentrações, quando 

comparadas aos métodos tradicionais, que aumentam de forma substancial a viscosidade do 

meio, o que resulta na formação de um estado vítreo, de altíssima viscosidade. Esta camada 

é amorfa e ajusta-se às células, permitindo que sua estrutura permaneça intacta, sem a 

formação de cristais de gelo (Mandawala et al., 2016). A figura 05 mostra de forma 

simplificada as diferenças mais significativas entre os processos tradicionais de congelação 

e a vitrificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 05 – Diagrama esquemático comparativo dos métodos de criopreservação tradicional e a vitrificação 

Células Originais 
Temperatura: ambiente 

Resfriamento rápido 

Células Inseridas em meio de 
vitrificação 

Temperatura: ambiente 

Células criopreservadas e 
estruturalmente intactas  

Temperatura: -196ºC 

Resfriamento lento 

Células Inseridas em meio com 
crioprotetores 

Temperatura: ambiente 

Água flui do exterior das células e 
inicia-se formação dos cristais de gelo 

Temperatura: -5ºC 

Cristais de gelo plenamente 
constituídos e célula danificada 

Temperatura: -196ºC 

Vitrificação 

Congelamento 

lento 



40 

 

 

O uso da criopreservação de tecido ovariano permite que, após a descongelação, 

possam ser submetidos a protocolos de maturação dos oócitos in vitro, havendo estudos 

sobre diferentes estratégias aplicadas em roedores, bovinos e mesmo humanos. A maioria 

dos métodos emprega uma abordagem onde os folículos pré-antrais são selecionados e 

desenvolvidos em um ambiente similar aos utilizados em cultura de órgãos; após 

desenvolver-se e adquirir um diâmetro maior, são capturados e cultivados até a maturidade 

plena em um segundo ambiente (Fatehi et al., 2014; Green e Shikanov, 2016) ou 

reimplantados para continuidade de funções reprodutivas, técnica que possibilita contornar 

danos aos ovários após tratamentos que degradam a função reprodutiva como radioterapia 

ou quimioterapia, por exemplo (Donnez et al., 2013). 

Folículos contendo oócitos imaturos de éguas coletados via transvaginal por 

punção guiada por ultrassom foram vitrificados e maturados pós-descongelamento, com uma 

taxa de sucesso baixa, inferior a 20% (Canesin et al., 2016). Mas estudos com oócitos de 

éguas, 10 delas submetidas a tratamento de superestimulação hormonal (com administração 

de hCG) e 23 sem tratamento, após vitrificação não só chegaram à maturação no cultivo in 

vitro, como uma vez reimplantados e fecundados geraram potros sadios (Maclellan et al., 

2002).  

Os estudos sobre preservação de gametas de asininos são concentrados nos 

machos, para fins de criação de mulas (Davies et al., 1985; González et al., 2015), mas pouco 

se tem estudado sobre a criopreservação de gametas femininos e ainda menos como forma 

de favorecer raças cujo risco de extinção é real. Num cenário onde o número de indivíduos 

decai drasticamente, possuir uma reserva controlada de gametas que possam participar de 

processos de maturação e fertilização in vitro, dentre outras técnicas, permitirá o controle 

sobre a população e a garantia da preservação do potencial genético da espécie. 

 

 

2.5 Crioprotetores 

 

Nas biotécnicas de criopreservação, seja por procedimentos lentos, seja por 

ultrarrápidos como a vitrificação, o sucesso na obtenção de células ou tecidos viáveis ao 

final do processo, depende drasticamente do uso de substâncias que favoreçam a manutenção 
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da integridade estrutural e, portanto, a viabilidade, diante das mudanças físico-químicas 

decorrentes das mudanças extremas de temperatura. Estas substâncias possuem a 

denominação geral de crioprotetores, e, se por um lado atuam na integridade física das 

células, por outro, estas podem apresentar toxicidade às células em determinadas 

concentrações. Buscar o equilíbrio entre a proteção e a toxicidade é um dos desafios dos 

protocolos de criopreservação (Fahy, 1986). 

Um dos fatores que mais impactam negativamente na integridade celular é a 

formação de cristais de gelo durante o resfriamento tanto no meio intra como no extracelular. 

Desse modo, limitar a formação destes cristais é uma meta importante. Na vitrificação, ou 

formação do estado vítreo, onde a mudança de temperatura é drástica, a formação de cristais 

de gelo é eliminada (Vajta, 2000), ao custo de potencializar a toxicidade em virtude da alta 

concentração de crioprotetores (Kasai e Mukaida, 2004). 

Nestes casos, é comum a utilização de um crioprotetor não capaz de ultrapassar 

a membrana celular, atuando no meio extracelular. Comumente utilizada, a sacarose, um 

açúcar neutro capaz de minimizar os efeitos termodinâmicos da criopreservação, fortalece a 

estrutura de proteínas que compõem a membrana plasmática (Carpenter e Crowe, 1988), 

favorece a permanência da água no meio extracelular (Gosden, 2000) e forma uma estrutura 

amorfa, vítrea, que comporta-se como um fluído altamente viscoso, a ponto de confundir-se 

com um sólido. Assim, com as distribuições molecular e iônica do estado líquido, a sacarose 

evita os efeitos prejudiciais da cristalização extra e intracelular (Arav et al., 1993). 

Por outro lado, os crioprotetores intracelulares são substâncias de baixo peso 

molecular, capazes de transpassar as membranas plasmáticas a fim de interagir e influenciar 

a dinâmica dos microfilamentos e microtúbulos que compõem a estrutura proteica do 

citoesqueleto. O citoesqueleto é uma complexa estrutura que se estende pelo citoplasma, 

auxiliando na manutenção da estrutura celular, na organização das organelas e no transporte 

de substâncias dentro da célula (Dobrinsky, 1996). Os crioprotetores intracelulares mais 

comuns são o DMSO (Kim et al., 2014; Brito et al., 2017; Gastal et al., 2017), EG (Sheikhi 

et al., 2013; Nowak et al., 2014; Kagawa et al. 2015), PROH (Sanfilippo et al., 2015; 

Bandeira et al., 2015), glicerol (GLI) (Ting et al., 2013), metanol (Sampaio da Silva et al., 

2016) que podem ser utilizados sozinhos ou em associações.  
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Os estudos realizados em equinos (Gastal et al., 2017) e outros mamíferos de 

interesse zootécnico (Ishimori et al., 1993; Prentice e Anzar, 2010) tem apontado uma maior 

taxa de sucesso quando da utilização do DMSO, EG ou a associação dos dois. 
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3. Justificativa 
 

 

Os jumentos Nordestinos nasceram de 500 anos de adaptação e manejo humano, 

e auxiliaram e ainda auxiliam o desenvolvimento do povo brasileiro, fomentando a 

permanência do homem no campo, mesmo nos grandes períodos de seca.  

Do ponto de vista genético, o jumento nordestino é o ápice do que se deseja num 

equídeo no que tange à resistência a enfermidades, tolerância à condições climáticas 

extremas; aproveitamento dos componentes dos alimentos, mesmo quando de baixa 

qualidade, capacidade de longas jornadas de trabalho, dentre outros caracteres que estão sob 

risco de serem perdidos à medida em que a raça passa por um período de desinteresse 

econômico, especialmente por mudanças tecnológicas e da falência das políticas públicas de 

agricultura familiar. 

Os estudos sobre a fisiologia reprodutiva dos jumentos, não apenas os da raça 

nordestina, são muito esparsos, e quase sempre focados nos machos. Para a caracterização 

dos folículos ovarianos pré-antrais não existe registro divulgado entre a comunidade 

científica. 

O estudo aprofundado da fisiologia da reprodução desta raça, no que se refere 

ao conhecimento e caracterização folicular e a identificação de técnicas de conservação 

gonadal adequada para a espécie, potencializa a possibilidade de constituição de bancos 

genéticos para a raça, e favorece a execução de biotécnicas que auxiliam a conservar a 

mesma. A MOIFOPA, por exemplo, aumenta o potencial reprodutivo de fêmeas, dado que 

um grande número de folículos pré-antrais que jamais chegariam à fase ovulatória, podem 

ser capturados, permitindo seu uso em outras técnicas de reprodução assistida ou mesmo a 

criopreservação. Esta por sua vez, permite a conservação de gametas por um longo prazo, e 

a introdução de agentes crioprotetores permite um maior índice de sucesso nas técnicas. O 

uso destas técnicas e aditivos também nunca foram relatados na literatura quanto à aplicação 

em asininos. 

Desta forma, a realização de estudos em fêmeas de jumento nordestino, vem 

preencher uma série de lacunas necessárias à preservação desta e de outras raças asininas ao 

redor do mundo em igual situação de abandono e risco de extinção. 
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4. Hipóteses científicas 
 

 

• As características quantitativas da população de folículos pré-antrais de jumentas da 

raça nordestina são influenciadas pela idade e peso do espécime; 

 

• A vitrificação em superfície sólida de tecido ovariano de jumentas da raça nordestina 

com o uso de diferentes concentrações e combinações de etileno glicol (EG) e dimetil 

sulfóxido (DMSO) permite a efetiva conservação de gametas femininos desta espécie; 
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5. Objetivos 
 

 

5.1 Geral 

 

Utilizar a MOIFOPA como ferramenta para o resgate e otimização do uso de 

gametas femininos oriundos de jumentas (Equus asinus) da raça nordestina. 

 

 

5.2 Específicos  

 

Descrever as características histológicas da população de folículos ovarianos 

pré-antrais de jumentas da raça Nordestina; 

Avaliar a influência da idade e do peso da jumenta Nordestina sobre a reserva de 

folículos pré-antrais;  

Avaliar o efeito dos crioprotetores dimetilsulfóxido (DMSO), e etilenoglicol 

(EG) nas concentrações de 3 e 6 M bem como a associação DMSO 3M e EG 3M, sobre a 

morfologia, viabilidade, fragmentação de DNA e taxa de apoptose em folículos ovarianos 

pré-antrais in situ vitrificados de jumentas da raça Nordestina. 
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Resumo  

A aplicação de biotécnicas reprodutivas às diversas espécies tem cumprido diversos papéis, 

da salvaguarda de espécies em risco ao aumento da produtividade no campo. Para tanto 

melhorias contínuas nestas técnicas surgem continuamente, mas quase sempre voltadas ou 

utilizadas nas espécies de maior potencial econômico, ou mesmo para o homem. Com os 

asininos, uma espécie que vem perdendo espaço entre os rebanhos mantidos pelo homem, 

estes estudos são limitados, especialmente quando comparados a outros animais de mesmo 

porte ou importância histórica. Esta revisão de literatura tem por objetivo identificar as 

biotécnicas mais relevantes que já foram realizadas nos asininos ou que possuem grande 

potencial para uso. Do universo das biotécnicas reprodutivas, focou-se naquelas capazes de 

recompor ou aumentar populações de raças asininas em risco de extinção, para evitar a perda 

deste importante patrimônio genético. 

 

1. Introdução 

Equinos e asininos, sendo animais do mesmo gênero, apresentam muitas 

características comuns do ponto de vista anatômico (GETTY et al., 1986) e fisiológico. A 

consequência deste fato é que há um grande potencial de que muitas biotécnicas aplicadas a 

uma espécie, com sucesso, possam ser igualmente aplicadas à outra espécie. Para os 

equídeos, o uso de biotécnicas reprodutivas é especialmente importante para aumentar a taxa 

de sucesso de descendentes com características desejadas, substituindo coberturas que 

naturalmente poderiam ocorrer com dificuldades e reservar gametas para uso futuro, neste 

último caso, auxiliando a conservar espécies e raças (CECCHI et al., 2006; QUARESMA et 

al., 2015). A atividade econômica da equideocultura é fortemente baseada nestas técnicas e 
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o comércio de gametas mobiliza milhões em recursos financeiros e ocupa muitos 

profissionais no Brasil e no Mundo (LOOMIS, 2001; CRESSENT; JEZ, 2013; MASERATI 

e MUTTO, 2016). 

Para os asininos, em particular, além do aprimoramento da espécie, um outro 

interesse mobiliza o avanço da técnica que é a produção de muares. Sob a ótica econômica, 

os muares hoje ocupam uma posição de vanguarda quando comparados aos asininos, 

inclusive no Brasil (OLIVEIRA et al., 2016). A cruza entre o macho asinino e a fêmea equina 

produz comumente um rebento com o porte herdado da mãe e a rusticidade e resistência do 

macho (CANISSO et al., 2010), mas a cruza natural é dificultada por diferenças anatômicas 

entre as espécies, especialmente a altura da cernelha dos equinos, superior a dos asininos. 

Em condições naturais, dificilmente um macho asinino possui estatura para cobrir uma égua 

e as biotécnicas aumentam as chances de sucesso deste cruzamento (CANISSO, 2008; 

CANISSO et al., 2011; ROSSI et al., 2012). 

As biotécnicas reprodutivas aplicadas são diversas e bem consolidadas em 

diferentes espécies mamíferas, mas poucas são aplicadas às fêmeas asininas. Neste sentido, 

este trabalho visa descrever, com base na literatura disponível, algumas biotécnicas 

reprodutivas com potencial para uso em asininos, ou já em uso, que possibilitem auxiliar a 

reprodução assistida, a conservação de raças, o controle populacional em casos de 

superpopulação ou decréscimo da mesma. Para tanto será destacado aspectos da fisiologia 

reprodutiva da espécie, bem como a descrição das técnicas já utilizadas na própria espécie e 

em espécies equídeas similares. 

 

2. Aspectos Fisiológicos 

As Jumentas entram na fase fértil entre 24 e 36 meses de vida, e amaturidade 

sexual ocorre em torno dos 5 anos, com grande variação, inclusive impactada por fatores 

ambientais (BLANCHARD et al., 1999; PUGH, 2002). Os ovários dos asininos possuem a 

forma de rim ou feijão, similarmente aos equinos (AARDE et al., 1988; KAINER, 1993), 

com uma região côncava, claramente definida, em sua borda livre (oposta àquela borda onde 

conectam-se vasos, nervos e ligamentos), chamada de fossa de ovulação. Este formato é 

diferente dos demais mamíferos, cujos formatos mais comuns são o de cachos de uva entre 

as multíparas e ovóide entre as uníparas (GETTY et al., 1986). É na região cortical na qual 
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os folículos e oócitos são encontrados, consequentemente, a ovulação ocorre somente na 

fossa de ovulação (WALT et al., 1979). 

O ciclo estral da fêmea asinina varia entre 22 e 28 dias dos quais 5 a 9 dias 

compreendem o estro (FIELDING, 1988). Após o início das manifestações do estro, contam-

se 5 a 6 dias até a ovulação (VANDEPLASSCHE et al., 1981). Num estudo que acompanhou 

50 ciclos, detectou-se a ocorrência de 55,6%, 42,45% e 1,89% para ovulações simples, 

duplas e triplas, respectivamente (TABERNER et al., 2008). 

A fêmea asinina em estro adota comportamento para destacar-se entre as demais 

fêmeas e chamar a atenção dos machos. Entre as principais posturas, destacam-se: cabeça 

baixa com o pescoço estendido à mesma altura do dorso; orelhas para trás, paralelas ao 

pescoço, abrir e fechar constante da boca, passa a urinar com mais frequência, mantém as 

pernas traseiras abertas e cauda levantada numa atitude clara de exibição do períneo 

(MCCORT, 1980). Destacam-se ainda por vocalizar com maior frequência e por executar 

movimentos de forma mais rápida e exagerada (MCDONNELL, 1998). 

Os asininos formam grupos matriarcais errantes e os machos fixam-se em 

territórios (MOEHLMAN, 1998). Os grupos de fêmeas e filhotes, que podem chegar a 15 

indivíduos, por outro lado, não se fixam num território específico. Eles transitam entre os 

territórios dos machos, ou em áreas não dominadas, buscando sempre as melhores condições 

de vida para o grupo. Não há padrões específicos de tempo de permanência num território 

(MCDONNELL, 1998). 

Apesar de serem detectadas grandes variações na duração da gestação entre 

diferentes estudos, que já observaram períodos entre 339 e 370 (CRISCI et al., 2014), 360 e 

375 (WEAVER, 2012) e 362 a 375 dias (BARROS et al., 2012), admite-se que a duração da 

gestação é de aproximadamente de 370 dias.  

 

3. Métodos de controle reprodutivo 

A aplicação de biotécnicas reprodutivas depende drasticamente dos ciclos estrais 

das fêmeas pois toda a logística e sucesso da execução da maior parte das técnicas está ligada 

à fase do ciclo. Para aumentar as chances de uma fertilização bem sucedida são estudadas 

técnicas para alterar a época do estro, sincronizar o estro e favorecer a superovulação. 

Para os asininos os ciclos reprodutivos estão conectados à estação do ano (em 

virtude de alterações climáticas e oferta de alimento, água e abrigo) (BLANCHARD et al., 
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1999) e já foi verificado que o comprimento do estro na primavera e no verão são 

significativamente mais longos, em comparação com o outono e o inverno, sendo o diestro 

mais curto no verão do que nas outras estações. Na primavera e verão, os folículos que 

chegam à ovulação apresentam dimensões maiores que nas demais estações (CONTRI et al., 

2014). Em regiões tropicais, onde as estações do ano não são tão claramente definidas, mas 

há clara distinção entre a estação chuvosa e não chuvosa, as jumentas produzem um número 

maior de folículos na estação chuvosa, em comparação com às estações secas, sendo os 

intervalos interovulatórios mais curtos durante a estação chuvosa (LEMMA et al., 2006).  

Contudo, a dependência da sazonalidade climática, e a consequente sazonalidade 

da oferta de alimentação, água e diferentes durações de dias e noites, implica em dificuldades 

de manejo de grupos de animais, pois consome esforços e recursos e impactam 

negativamente na aplicação de biotécnicas como a inseminação artificial. Neste contexto, 

foram desenvolvidas estratégias para estimular ou suprimir os ciclos ou parte dos ciclos, para 

que os animais de um mesmo grupo se mantenham com seus ciclos o mais fortemente 

sincronizados quanto possível. 

Nos asininos, ainda não há métodos consolidados para o controle do ciclo estral, 

o que compromete o emprego de biotécnicas comuns em outras espécies (GOUDET et al., 

2016). O ciclo estral dos equídeos é impactado pelo comprimentos dos dias e noites, sendo 

mais curtos quando os dias são mais longos (FIELDING, 1988). Assim, estratégias de 

aumentar artificialmente a duração dos dias, deixando os animais expostos a 15 a 16 horas 

de iluminação natural mais artificial, as quais têm sido utilizadas em equinos para antecipar 

ou diminuir o diestro em éguas (MURPHY et al., 2014; GOMES et al., 2016) poderiam ter 

o mesmo efeito sobre as fêmeas asininas. 

Outra estratégia de sincronização dos ciclos em grupos de fêmeas é alterar o 

equilíbrio hormonal das fêmeas, dado que há uma forte relação entre as concentrações 

hormonais e os ciclos estrais. Em equinos, estudos com progestágenos de uso oral e 

implantes intra vaginais mostram que ambos são eficazes em estratégias de sincronização de 

estro, com pequeno destaque ao implante (ALMEIDA et al., 2001). Além disso, sabe-se que 

a prolactina possui efeito de estimulação do ciclo estral e no desenvolvimento folicular nos 

equinos (NEQUIN et al., 1993), podendo ser administrada diretamente de modo exógeno 

(BESOGNET et al., 1997). Em adição, o uso de sulpiride ou domperidone, antagonistas da 
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dopamina, antecipam o fim do diestro em éguas, à medida em que induzem aumento da 

concentração de prolactina (MARI et al., 2009; PANZANI et al., 2011).  

A administração de hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) em éguas 

induz a ovulação em até 48 h após a injeção (SQUIRES et al., 1994). De forma similar, com 

a administração de doses únicas de lecirelina (um análogo de GnRH), ocorre uma redução 

significativa no tempo para a ovulação bem como no tamanho dos folículos, que foram 

maiores, quando comparadas a éguas que não receberam o estímulo. 

Por outro lado, além do controle do período da ovulação, a possibilidade de 

dispor de múltiplos oócitos no ciclo, amplia as chances de sucesso na biotécnicas 

reprodutivas, de modo que a indução de múltiplas ovulações seria desejável especialmente 

nos equídeos. Contudo, contrariamente a outras espécies de interesse zootécnico, nestes, tais 

métodos têm uma eficiência muito baixa (SMITS et al., 2012) e mesmo as rotinas já testadas, 

como o uso de hormônio folículo estimulante, geram resultados inexpressivos (MEYERS-

BROWN et al., 2011).  

 

4. Inseminação Artificial 

A inseminação artificial (IA) foi a primeira biotecnologia a ser aplicada em 

escala global para melhorar o patrimônio genético e a produtividade dos animais de interesse 

zootécnico. Da necessidade de aumentar a qualidade dos resultados da IA que surgiram 

outras pesquisas como criopreservação, cultivo e transferência de células e tecidos, 

regulação do ciclo estral e até mesmo a clonagem (FOOTE, 2002). 

Em jumentos Poitou, raça francesa em risco de extinção, a inseminação artificial 

utilizando sêmen criopreservado proporcionou o nascimento de crias. Contudo a taxa de 

sucesso foi considerada muito baixa e atribui-se este fato ao efeito tóxico do glicerol sobre 

os espermatozoides asininos, pois apesar de favorecer a integridade dos espermatozoides, 

mostrou-se impeditivo para a fertilização e, apenas após sua completa retirada, foi obtido 

sucesso na gestação (TRIMECHE et al., 1998). Estudos comparativos entre cavalos e 

jumentos determinaram que sob as mesmas condições, a taxa de sucesso de fertilização pós-

criopreservação em asininos é sempre menor que em equinos, e que os asininos são pelo 

menos duas vezes mais sensíveis à toxicidade do glicerol, seja por danos ao espermatozoide, 

seja por efeitos negativos causados à fêmea (VIDAMENT et al., 2009). Sob as mesmas 

condições e crioprotetores, a taxa de gestação pós-congelação do sêmen com uso de glicerol 
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chega a 53% nas éguas, mas apenas 21% nas jumentas. Por outro lado, a substituição do 

glicerol por outras substâncias, como o dimetilsulfoxido, dimetilformamida ou dimetil-

acetamida não proporcionou elevação significativa na taxa de concepção em jumentas 

(ROTA et al., 2012).  

Em um estudo conduzido com jumentas nordestinas, monitorou-se a presença de 

folículos ovarianos antrais e observou-se que quando os mesmos atingem 30 a 35mm, isto é 

um indicativo do momento apropriado para a indução da ovulação. Para este propósito, 

foram utilizadas doses de 1.500 a 2.500UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG), sendo 

possível a efetiva realização da IA após 24h (BARROS et al., 2012). 

Diante de um cenário onde o uso da IA não consegue atingir bons resultados, os 

estudos mais recentes têm focado no aperfeiçoamento dos protocolos de criopreservação de 

sêmen. A congelação lenta utilizando equipamento para controlar a queda gradual da 

temperatura tem efeitos superiores ao método manual; o aumento do número de 

espermatozoides por dose de sêmen, quando comparado a equinos, também melhora a taxa 

de sucesso, podendo atingir 93% de concepção; inseminações profundas nos cornos uterinos 

também favorecem o sucesso da biotécnica (OLIVEIRA et al., 2016). 

 

5. Maturação e Fertilização in vitro 

O uso da fertilização in vitro (FIV) possui como limitação o número de células 

reprodutivas femininas cuja obtenção é mais complexa que as masculinas. Nos equídeos, 

com a dificuldade de realizar superovulações, a chance de sucesso da FIV cai drasticamente 

(SESSIONS-BRESNAHAN et al., 2014). A maturação in vitro (MIV) auxilia a diminuir 

este problema à medida em que possibilita a captura de um grande número de oócitos 

imaturos e permite, num ambiente controlado, levá-los à maturidade, dando continuidade ao 

processo reprodutivo (RUA et al., 2015) 

Quando comparadas a outros mamíferos, as taxas de sucesso na maturação in 

vitro de oócitos equinos são baixas, com o máximo de 60% de oócitos atingindo o estágio 

de metáfase II (MII) (CARNEIRO et al., 2001; PEREIRA et al., 2006). As causas deste 

insucesso não são claras, mas estudos apontam para as sucessivas alterações bioquímicas da 

meiose (GOUDET et al., 2016). 

Para asininos, um estudo com 3 meios de cultivo distintos e suplementos de FSH 

suíno, hormônio luteinizante (LH) equino e fator de crescimento semelhante a Insulina-I 
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(IGF-I), mostro a viabilidade não só da maturação, mas também da ativação do oócitos 

asininos, tornando-os aptos à fertilização (ZHAO et al., 2011). 

No tocante à FIV em equinos, este procedimento tem baixas taxas de sucesso e, 

em asininos são ainda superficiais (GOUDET et al., 2016). A capacitação inadequada de 

espermatozoides sob condições in vitro é comumente apontada como o maior obstáculo à 

FIV equina. Mesmo com a reprodução das condições do fluido do oviduto de forma artificial, 

há pouco sucesso na penetração do espermatozoide nos oócitos in vitro (LEEMANS et al., 

2016). Contrariamente à FIV tradicional, a injeção intracitoplasmática de espermatozoides 

(ICSI) é replicável em equinos e possui boas taxas de sucesso mesmo com espermatozoides 

frescos ou criopreservados apresentando baixa motilidade (RUA et al., 2015). Entretanto, o 

procedimento requer equipamento e pessoal especializado, e um custo comparativamente 

mais alto que a FIV convencional (SANCHEZ et al., 2016).  

Uma recente tentativa para estabelecer um protocolo de FIV para asininos 

utilizou espermatozoides desta espécie associados tanto a oócitos asininos como equinos. 

Para tanto, utilizou-se o meio de cultivo tecidual 199 (TCM199) suplementado com soro 

fetal bovino (SFB) e fator de crescimento epidermal (FCE ou EGF - Epidermal growth fator), 

conforme adaptado de protocolos utilizados para a FIV em equinos. Os espermatozoides 

foram diluídos a uma concentração de 5 x 106/ml em meio Whitten suplementado de 5mM 

de procaína, para induzir hiperatividade. Comparados com os equinos, este desenvolvimento 

apresentou-se mais lento, porém viável. Mesmo sem realizar a implantação dos zigotos, e 

comprovar a eficiência em conduzir à prenhez, o estudo aponta caminhos positivos para a 

FIV em asininos (GOUDET et al., 2016). 

 

6. Tecnologia de embriões 

A Transferência de embriões (TE), assim como a inseminação artificial são 

biotécnicas muito executadas em equídeos. Dentre os asininos, esta biotécnica vem 

ganhando espaço no fomento de estratégias de conservação de algumas raças (PANZANI et 

al., 2012a). Salienta-se que a TE já vem sendo utilizada há bastante tempo em equídeos, 

especialmente com a finalidade de conservação de espécies, usando éguas e jumentas como 

receptoras de embriões de cavalos de Przewalski (Equus przewalski) e zebras. (Equus 

burchelli) (KYDD et al., 1985). 
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O uso de ferramentas de diagnóstico por imagem, especialmente a 

ultrassonografia, é importante no acompanhamento da gestação para detecção do momento 

de coleta e transferência do embrião, para avaliar a dinâmica folicular e a ecotextura uterina. 

Estas ferramentas são não invasivas e permitem identificar o momento adequado da colheita. 

Com isso, a técnica possibilita a colheita do embrião, que em jumentas já foi executada com 

sucesso através de lavagem uterina com Ringer lactato®, aquecido a 37ºC, sendo todo o 

líquido drenado e filtrado por material apropriado para reter o embrião (COELHO, 2010).  

Em asininos a taxa de gestação subsequente à TE é considerada baixa quando 

comparadas a outras espécies. Fatores como baixa viabilidade dos embriões, sensibilidade a 

meios de cultivo, qualidade das receptoras, sincronia entre estros da doadora e receptora, 

luteólise por liberação de prostaglandina F2α (PGF2α) devido à manipulação da cérvix na 

passagem transcervical, são possíveis fatores relacionados ao baixo sucesso (CAMILLO et 

al., 2010). No entanto, um estudo utilizando embriões asininos comprovadamente viáveis 

por meio de transferências não cirúrgicas proporcionou resultados de 50% de taxa de 

gestação, compatível com equinos (PANZANI et al., 2012b). 

Estratégias para aumentar a taxa de sucesso normalmente envolvem a indução 

do estro, nas fêmeas doadoras para aumentar o número de embriões disponíveis, nas 

receptoras para que haja garantias de que as condições de recepção serão as melhores 

possíveis no ato da transferência, ou mesmo na sincronização dos ciclos. Em asininos 

algumas substâncias tem resultados comprovados, como o luprostiol e o dinoprost 

trometamina (BOTTREL et al., 2016). Outra estratégia comum é estimular a superovulação, 

geralmente com uso de hormônio folículo-estimulante (FSH) mas os resultados em equídeos 

não tem o mesmo impacto que tem em outras espécies (MEYERS-BROWN et al., 2011). 

Por serem híbridas, resultado do cruzamento entre equinos e asininos, as mulas 

são consideradas inférteis, mas possuem ciclos estrais regulares e todos os fenômenos 

endócrinos a eles relacionados. Desse modo, é possível utilizá-las como receptoras de 

embriões tanto de éguas (DAVIES et al., 1985) como de jumentas (GONZÁLEZ et al., 

2015), resultando no nascimento de filhotes saudáveis.  

A criopreservação de embriões aparece como importante ferramenta para 

salvaguardar o germoplasma de espécies ou raças de interesse zootécnico ou ameaçadas. 

Neste sentido, foi conduzido um estudo comparativo com embriões de éguas e jumentas, 

testando os procedimentos de vitrificação por superfície sólida e congelação lenta utilizando 
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como crioprotetor uma solução à base de metanol, propilenoglicol e sacarose. Assim, 

demonstrou-se que os embriões de jumentas respondem melhor à vitrificação, apresentando 

menor injúria celular após a congelação, diferentemente dos embriões de égua que parecem 

ser mais sensíveis ao processo e por isso sofreram mais danos (PEREZ-MARÍN et al., 2016). 

 

7. Outras biotécnicas  

A Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos pré-antrais 

(MOIFOPA) surge como ferramenta para conhecer a população de folículos ovarianos de 

uma espécie, auxiliando na conservação de uma grande parcela de oócitos que durante a 

foliculogênese naturalmente seriam perdidos. Ela consiste no resgate dos folículos, sua 

manipulação imediata ou conservação por resfriamento ou congelamento e no cultivo dos 

oócitos a fim de levá-los à maturação e à fecundação (FIGUEIREDO et al., 2007). A 

MOIFOPA atende a pelo menos três aspectos relevantes para o estudo da reprodução: o 

conhecimento mais profundo sobre a foliculogênese e detalhes da fisiologia reprodutiva de 

espécies e raças; melhoria do desempenho de biotécnicas de reprodução assistida e 

consequente possibilidade de favorecimento de destaque de características genéticas de 

rebanhos de espécies de interesse zootécnico; e a recuperação de populações de mamíferos 

em risco de extinção ou em queda brusca de sua população. 

A MOIFOPA já foi aplicada em diversas espécies mas não há relatos de seu uso 

em asininos, e mesmo em equinos os relatos são escassos (GOMES; SENEDA, 2015), 

apontados por pesquisadores, como uma biotécnica a ser explorada no futuro (LISBOA et 

al., 2016). O mesmo afirma-se quanto aos asininos, especialmente considerando-se o grande 

número de raças em risco de extinção. 

Clonagem é um termo geral que se refere à produção de cópias de indivíduos 

geneticamente idênticos utilizando técnicas de transferência nuclear de células somáticas 

(TNCS) (KEEFER, 2015). Muito embora as técnicas necessárias para a aplicação da TNCS 

em asininos, como a maturação in vitro e a ativação artificial, já tenham sido descritas 

(ZHAO et al., 2011) não são conhecidas pesquisas que apliquem qualquer estratégia de 

clonagem para este grupo de animais.  

A TNGS, entretanto, já foi utilizada para produzir uma mula clonada (WOODS 

et al., 2003). Uma linhagem celular de fibroblastos do doador foi estabelecida a partir de um 

feto de mula de 45 dias. Os oócitos foram coletados de éguas quarto de milha por aspiração 
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folicular guiada por ecografia transvaginal, tratados com hialuronidase para remover células 

do cumulus, pelos quais obtiveram-se 334 oócitos manipulados. Destes, 305 foram 

transferidos para as fêmeas equinas receptoras, resultando em vinte e uma (6,9%) gestações. 

Percebeu-se neste estudo que embriões mantidos e ativados em meio com concentrações 

elevadas de cálcio estabeleceram prenhez que mantiveram-se além do 45º dia, resultando no 

nascimento de uma mula masculina viva, representando uma taxa de 0,3% de sucesso, a 

partir de uma gestação de 346 dias que culminou num parto natural (WOODS et al., 2003). 

O sucesso deste estudo abre possibilidades para ampliar a taxa de sucesso para clonagem em 

equídeos e favorecer a primeira clonagem em asininos. 

 

Considerações finais 

Muito embora os asininos sejam uma espécie antiga na trajetória humana é 

pouco estudada e pouco valorizada nos dias atuais. Contudo há a disponibilidade de diversas 

biotécnicas, algumas já consagradas em seu uso em outras espécies, que permitem não só 

conhecer melhor a espécie como também planejar estratégias de conservação e melhoria 

genética. O emprego de biotécnicas nos asininos, pode privilegiar o reconhecimento da 

espécie, o ressurgimento como espécie de interesse econômico ou simplesmente a 

conservação de raças que podem vir no futuro a favorecer o ser humano. 
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Abstract 

This study aimed to characterize the ovarian follicular population and to determine its 

correlations with the weight and age of donkeys of the Northeastern Brazilian breed. A total 

of 10 females with a mean age of 5.1 ± 3.2 years were submitted to ovariectomy by 

videolaparoscopy to obtain the ovaries. In the laboratory, the ovaries were sectioned into 6 

to 12 fragments of approximately 7 mm in diameter, which were fixed in Carnoy, dehydrated 

in increasing concentrations of alcohol (85%, 95% and absolute), clarified using xylol and 

finally included in blocks of histological paraffin. The blocks were cut in sections of 7μm 

and each 120th section was mounted on a slide for observation under optical microscopy. 

The follicle counting and identification allowed the characterization of the population of the 
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preantral follicles, counted in 21.135 ± 10.821 preantral follicles, of which, 91.32% are 

primordial follicles, 8.25% are primary follicles and 0.42% are secondary follicles. No 

differences were found between the ovaries regarding the follicular population (P> 0.05). 

There was a rate of 9.77% of degenerated follicles. Values of 0.99% of follicles containing 

two oocytes were also identified and classified as multioocyte follicles, always in the 

primordial category. The thickness of the granulosa cell layer was 1.85 μm ± 1.39, 3.56 μm 

± 2.08 and 21.85 μm ± 17.27, for primordial, primary and secondary follicles, respectively. 

There was a significant inverse correlation (r = -0.66; P <0.001) between the age of the 

animals and the population of ovarian follicles. A negative influence of the weight on the 

ovarian follicular population was also observed, when very thin or very heavy. It should be 

pointed out that this was the first study to describe the morphometric characteristics and 

estimation of the population of preantral ovarian follicles in Northeastern Brazilian breeds, 

showing that this is negatively influenced by the age of the animals and may also be affected 

by nutritional problems. 

 

Key words: Jennies; Folliculogenesis, Oocyte; Ovary; Granulosa cell.  

 

1. Introduction 

In spite of a world population estimated at 44 million animals (Food and 

Agriculture Organization, 2016), of the 194 documented breeds (Domestic Animal Diversity 

Information System, 2016), some donkeys are no longer existent and others are in real 

danger of extinction. Among these, we highlight the Miranda breed in Portugal (Quaresma, 



79 

 

2015), the Catalan breed in Spain (Jordana, 2006), the Amiata breed in Italy (Cecchi et al., 

2006), the Baroque breed in Austria (Méndez et al., 2003) and the Istarski breed in Croatia 

(Kugler et al., 2008). In Africa, the cradle of donkey lineages that live in all parts of the 

world, there are practically no more wild breed individuals (Zewdie et al., 2015), and in 

Brazil, the Northeastern breed's population is exponentially reduced each year (Salles et al., 

2013; IBGE, 2016; FAO, 2016). The imminent risk of extinction of several donkey breeds 

highlights the need to study the reproductive physiology of the species, allowing the 

application of appropriate reproductive management programs. 

In relation to their reproduction, the equids present some peculiarities in relation 

to the other mammalian species. Their ovary is peculiar and, unlike ovaries of other 

mammals, the cortical region in which the follicles and oocytes are found is located in the 

central part of the organ, while its connective tissue and vessels are found in its outer layer. 

Consequently, ovulation is limited to a specific region, called the ovulation fossa (Walt et 

al., 1979). In donkeys, details on the quantitative and morphological characteristics of the 

population of ovarian follicles are unknown. This information is important for the 

consolidation of assisted reproductive techniques (ARTs) that support greater knowledge of 

the species as well as favor strategies of assisted reproduction. In mares, for example, this 

knowledge allowed the reproduction between animals of great commercial and genetic value 

to be preferentially carried out with support of ARTs (Flores et al., 2012; Severo, 2015), 

revealing details such as the need for hyperactivation of spermatozoa as a success factor in 

in vitro fertilization (McPartlin et al., 2009) and allowing applications of complex 

techniques, such as in vitro fertilization of mature ovarian follicles in vitro (Zhang et al., 

1990). 
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In equidae, the number of oocytes available for biotechniques is very small 

because of the characteristics of the animals, because they are uniparous and few follicles 

reach maturity. Another limiting factor for the research is the limited number of slaughters 

(Gomes and Seneda, 2015) and the low yield of superovulation techniques (Logan et al., 

2007). However, preantral follicles, which reach tens of thousands in many species, 

including equines and make up the majority of the follicular population (Telfer, 1996), can 

supply this demand. Since the preantral follicles are available in large numbers, their use 

would be advantageous for the preservation of genomic material and the development of 

new individuals from these oocytes (Leonel et al., 2015). Knowing the distribution pattern 

of the germinative reserve included in the preantral follicles of the donkeys would allow the 

formation of germplasm banks and subsequent multiplication of animals. 

The scientific literature on the reproduction of donkeys is scarce, but some 

physiological aspects have already been identified, such as sexual behavior (Henry et al., 

2009) and characteristics of the estrous cycles and gestation (Pugh, 2002). To our 

knowledge, details about the population of preantral follicles of the female donkey, 

especially of the Northeastern Brazilian breed, have never been described. Therefore, the 

objective of this study was to present the estimation and characterization of the population 

of preantral follicles of the donkeys of the Northeastern Brazilian breed, and to establish 

relationships between these characteristics and the weight and age of the animals.  

 

2 Materials and Methods 

The experiment was conducted at the Animal Germplasm Conservation 

Laboratory of the Universidade Federal Rural do Semi-Árido (LCGA-UFERSA), Mossoró 
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Campus, in the State of Rio Grande do Norte, Brazil (5º12’10.2”S 37º10’39,1”W). All 

experimental procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use of 

UFERSA (Opinion CEUA/UFERSA No. 08/2014). 

 

2.1 Animals  

The experiment used female donkeys from the federal highway stray animal 

capture by the Federal Highway Police of Brazil in the federal highways that cross the city 

of Mossoró/RN (05º 11' 15" S, 37º 20' 39" W), in the northeastern region of Brazil, 

characterized by a semi-arid climate with a high water deficit, concentrated precipitation in 

a few months of the year, and an average annual temperature above 27ºC (Marengo, 2010). 

None of them presented signs or behaviors that could be perceived as estrus or gestation, as 

evidenced by ultrasonographic examination. These animals were quarantined at the facilities 

of the Laboratory of Internal Veterinary Medicine (LMVI-UFERSA), receiving food and 

water ad libitum. Female donkeys had a mean age of 5.1 ± 3.2 years (minimum of 1.6 and 

maximum of 10 years), estimated by the dental formula of the equines (Silva et al., 2003; 

Dias, 2013) and a mean weight of 105.2 ± 18.6 kg (minimum of 75 and maximum of 130 

kg). 

 

2.2 Material collection and processing 

After a 12-hour fast, the females were submitted to a bilateral ovariectomy 

procedure by videolaparoscopy (Walmsley, 1999; Ragle, 2012). As such, ten pairs of ovaries 

(n = 10) were obtained, identified as left or right from each animal and transported from the 
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surgical center to the laboratory in minimum essential medium at room temperature within 

30 minutes. In the laboratory, the ovaries were washed in 70% alcohol for 10s, measured 

with a universal analog caliper (150 mm, 530 Series, Mitutoyo Corp., Mitutoyo, Japan), and 

weighed on a digital analytical scale (FA2104n, Bioprecisa, Curitiba, PR, Brazil). The 

gonadosomatic index (GSI) was calculated based on the equation GSI = ovarian weight / 

animal weight x 100 (Kenagy and Trombulak, 1986; Lanna, 2009). Subsequently, the 

ovaries were fractioned in approximately equal fragments, totaling from 6 to 12 fragments 

per ovary, according to the volume of the organ, each with about 7mm in diameter. Then the 

fractions were fixed in Carnoy for 18 hours and stored in 70% alcohol until histological 

processing. To do so, the fragments were dehydrated in increasing concentrations of alcohol 

(85%, 95% and absolute) at regular intervals of 1h, clarified using xylol for 3 hours and 

finally included in histological paraffin blocks at 76ºC. The blocks were cut in sections of 

7μm (Alves et al., 2015) with the aid of a microtome (Leica RM2125RT, Leica 

Microsystems Inc., Bannockburn, IL, USA) and the slides were assembled in intervals of 

120 sections, according to the protocol described by (Cahill et al., 1979; Carrijo Jr. et al., 

2009). The slides were stained with hematoxylin-eosin and analyzed.  

 

2.3 Morphological evaluation of preantral follicles 

The slides were evaluated under a light microscope (Nikon Eclipse E200, Nikon 

Corporation, Japan), with 40x enlargement, by which the follicles and other structures of the 

ovary were observed. For registration and subsequent consultation, all areas of the fragment 

that had structures of interest were photographed by a high-resolution camera (11,9 

MegaPixels) coupled to the objective of the light microscope. 
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The preantral follicles (PAF) were identified and classified as primordial (oocyte 

surrounded by a single layer of pavement pre-granulosa cells); primary follicles (oocyte 

surrounded by a single layer of cubic-shaped granulosa cells) and secondary follicles (oocyte 

surrounded by two or more layers of cubic-shaped granulosa cells) (Silva et al., 2004). 

The PAF were further classified according to their morphological integrity as 

normal or degenerate, according to Silva et al. (2004). The follicles were classified as normal 

when they contained a regular-shaped oocyte and uniform cytoplasm as well as organized 

granulosa cells. No follicles with discontinuity of the granulosa cell layer or disorganized 

granulosa cells, pynotic nucleus and foreign bodies within the follicle (Santos et al., 2006) 

were considered intact. 

The follicular dimensions (oocyte nucleus diameter, oocyte diameter and follicle 

diameter) were obtained based on the photographs analyzed using ImageJ software (National 

Institute of Health, USA) (Schneider et al., 2012). The thickness of the granulosa cell layer 

was calculated by the difference between the diameters of the follicle and the oocyte 

(Domingues et al., 2004), divided by 2 (since the granulosa cell layer is distributed around 

the oocyte, it is cut twice by the transverse lines of the follicle diameter measurement). 

 

2.4 Estimation of the population of preantral follicles 

In order to evaluate the follicular population, the preantral follicles (PAF) were 

counted for each of the preantral laminae. Primordial, primary and secondary classification 

were performed, and the diameter of the nuclei of these follicles was also measured. This 

equation PF = (nFo . nS . xC)/(nSo . dO) was used to calculate the follicular population 
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(Driancourt et al., 1982), where the estimated population of preantral follicles (FP) is 

obtained by the ratio between the product and the number of follicles observed in the slide 

readings (nFo), the total number of sections in which the Fragment was cut (nS) and the 

thickness of the cuts (xC), divided by the product of the number of slides that were read 

(nSo) and the mean diameter of the oocyte nucleus (dO). 

 

2.5 Statistical Analysis 

Data were expressed as the mean and standard deviation. All quantitative data 

were collected and organized into tables using Microsoft Excel software and analyzed 

statistically using SAS software (SAS University Edition, SAS Institute, Cary, NC, USA). 

Pearson's correlation coefficient (r) was calculated to verify the existence of correlations 

between the age and weight of the animals, and ovarian morphometry and follicular 

population. The positive r values were considered directly proportional and negative r values 

were considered inversely proportional (Figueiredo Filho and Silva Junior, 2010; Hauke and 

Kossowski, 2011), and values in the confidence margin greater than 5% (P <0.05) were 

adopted as significant.  

The comparisons of the follicular population among the follicular classes, as well 

as the comparisons between the follicular, oocyte and nuclear diameters among the follicular 

categories were made through one way ANOVA, and the Student's t test. The results were 

expressed as mean and standard error. The values were considered statistically significant 

when P <0.05 

 



85 

 

3. Results 

Despite the difference in mass and size between some ovaries, macroscopic 

anatomical alterations that indicated diseases were not observed. Most ovaries (70%) 

presented a kidney shape (Figure 1A), however, about 30% of the ovaries presented a discoid 

shape (Figure 1B) in which it was possible to visualize a laterally expanded structure with 

the concavity facing downwards.  

 

Figure 01 - A) Ovary of jennies of the Northeastern Brazilian breed with reniform shape; B) Ovary of jennies 
of the Northeastern Brazilian breed with a discoid format; 

 

The mean weight of the ovaries analyzed was 11.3 ± 10.7 g and the mean length 

was 32.3 ± 8 mm. These data are detailed in table 01. The Pearson's correlation test revealed 

no statistically significant relationship between the body mass of the animals and the weight 

of the ovaries (r = 0.15 and r = 0.14, respectively, for the left and right ovary). Under the 

same test, ovarian weight was directly proportional to the female's age with a low but 

statistically significant correlation (r = 0.30 for the left ovary and r = 0.37 for the right). 
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Table 1 - Estimated age (EA - years), Weight (kg), morphometry of ovaries (Length x Mean 
Width [LxW - mm] and Weight of ovary [Wo-grams]) and gonadosomatic index (GSI; %) 
of Northeast Brazilian donkeys. 

   Left Ovary Right Ovary  

Animal EA Weight Wo L x W  Wo L x W GSI 
A1 2.5 112.0 4.0 26.0 x 9.9 4.0 26.0 x 11.6 0.007 
A2 10.0 75.0 21.4 45.8 x 31.2 22.6 38.4 x 25.7 0.059 
A3 1.6 80.0 9.8 31.0 x 20.5 6.3 31.0 x 13.5 0.020 
A4 2.0 100.0 11.5 35.8 x 20.1 10.5 35.4 x 16.9 0.022 
A5 9.0 125.0 5.9 31.9 x 16.3 6.7 25.5 x 17.5 0.010 
A6 7.0 110.0 7.5 26.3 x 16.6 8.0 28.0 x 18.0 0.014 
A7 2.0 110.0 5.0 25.6 x 16.5 3.2 24.3 x 11.3 0.007 
A8 8.0 120.0 7.6 31.5 x 15.9 5.9 24.7 x 15.5 0.011 
A9 6.0 130.0 40.0 52.5 x 35.6 37.7 49.5 x 29.4 0.060 
A10 3.0 90.0 3.7 26.3 x 12.9 4.8 31.7 x 11.4 0.009 
Mean ± 
SD 

5.1 ± 
3.2 

105.2 ± 
18.6 

11.7 ± 11.2 30.0 ± 13.0  
x 17.7 ± 9.7 

11.0 ± 10.9 28.2 ± 11.6 x  
15.2 ± 7.4 

0.020  
± 0.02 

 

Light microscopy revealed absence of follicles or a very small number of follicles 

in the ovaries of three females, such as in the older female, which had no viable or 

degenerated preantral follicles. Still, a fourth female (table 01 - A9) presented a very low 

follicle count (5 times lower than the average). Due to these facts, all the slides of these 

animals were evaluated, but not included in the statistical process, representing 7 ovaries 

excluded from the total of 20.  

The primordial PAFs (Figure 2A) were identified as an oocyte flanked by a 

commonly dispersed layer of pavement or pavement-granule cells that are sparse, which are 

supported by a basement membrane. In this category, follicles containing two oocytes were 

identified, being characterized as multioocitary follicles (Figure 2B). The primary follicles 

(Figure 2C) presented a single and organized layer of granulosa cells around the oocyte and 

the secondary follicles (Figure 2D) have an oocyte surrounded by two or more concentric 

layers of cuboidal granulosa cells. 
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Figure 02 - Preantral follicles and the different thicknesses of the granulosa cell layers: A) primordial follicle; 
B) Multioocyte primordial follicle; C) primary follicle; D) secondary follicle. Optical microscopy with 40x 

magnification. 

 

The morphometry of the follicles, oocytes and nuclei, grouped by category, is 

expressed in Table 02. A statistically significant difference was found between the mean 

diameters of the nuclei of the secondary follicles and the others (P <0.05). The mean follicle 

granulosa layer thickness was also measured, ranging from 1.8 ± 1.4 μm for primordial 

follicles, 3.6 ± 2.1 μm for primary follicles and 21.8 ± 17.3 μm for secondary follicles. 
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Table 2 - Morphometry (μm) of the oocyte nucleus, oocyte and ovarian follicles by category, 
as well as the size of the granulosa layer in the follicles of the Northeastern donkeys.  

Follicular 
category 

 Diameter (µm) Granulosa 
  Nucleus Oocyte Follicle layer 

Primordial 
Mean ± SD 16.6 ± 2.2 a 26.9 ± 5.2 a 30.6 ± 6.0 a 

1.8 ± 1.4 a 
(Range) (11.2 - 21.6) (16.0 - 40.9) (16.6 - 50.4) 

Primary 
Mean ± SD 16.0  ± 4.3 a 28.1 ± 6.6 a 34.9  ± 8.3 b 

3.6 ± 2.1 b 
(Range) (8.9 - 42.1) (12.2 - 59.9) (19.5 - 76.8) 

Secondary 
Mean ± SD 26.8 ± 16.5 b 39.4 ± 20.6 b 70.6 ± 43.4 c 

21.8 ± 17.3 c 
(Range) (12.5 - 76.7) (16.4 - 93.2) (27.37 - 171.2) 

a,b,c Values with different subscripts in the same column are significantly different (P <0.05) 

 

A total follicular population of 21,135.3 ± 10,646.1 preantral follicles was 

estimated, with a predominance of primordial follicles (91.3%), as detailed in table 03. There 

was also no significant difference between the right (54.9%) and left (45.1%) ovaries in the 

follicle population (P> 0.05). Of the total estimated follicles, 91.2% were classified as 

normal, and 8.8% were degenerate. The detailing about the morphological integrity of the 

follicles in each follicular category is expressed in table 04. It should be noted that, among 

the primordial follicles, the presence of those classified as multioocyte follicles (1.4%) 

(multioocyte follicle – MOF) (Figure 2D) was identified. 

 

Table 3 - Estimate of the population (Mean ± Standard Deviation) of preantral follicles in 
the ovarian pair of Northeastern breed donkeys.  

Follicular 
category 

Right ovary 
 

Left ovary Follicular Population 
 

Percentage of 
follicles (%) 

Primordial 10878.7 ± 7833.6 a 8422.2 ± 6536.7 a 19.300.9 ± 10821.9 a 91.3 
Primary 683.4 ±1271.0 b 1061.8 ± 989.8 b 1.745.3 ± 1524.9 b 8.2 
Secondary 52.4 ± 12.8 c 36.5 ± 43.0 c 88.9 ± 48.0 c 0.4 
Total 11614.6 ± 3039.1 9520.6 ± 2523.2 21.135.3 ± 10.646.1 100.0 

a,b,c Values with different subscripts in the same column are significantly different (P <0.05) 
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Table 4 - Morphological integrity of preantral ovarian follicles of Northeastern donkeys, 
distributed by follicular category and presence of multioocyte follicles (MOF).  

 Primordial Primary Secondary 

 Abs % Abs % Abs % 

Normal 17397.8 ± 5757.6 a 90.1 1531.6 ± 955.9 a 87.7 88.9 ± 48.5 a 100.0 
Degenerated 1647.0 ± 1407.8 b 8.5 213.7 ± 183.8 b 12.2 0.0 ± 0.0 0.0 
MOF 256.1 ± 192.4 c 1.3 0.00 ±0.00 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 

Total 19300.9 ± 10821.9 100.0 1745.3 ± 1524.9 100.0 88.9 ± 48.5 100.0 
a,b,c Values with different subscripts in the same column are significantly different (P <0.05) 

A strong and significant inverse correlation (r = -0.66; P <0.001) was observed 

between the variables: age of the animals and estimated total number of follicles (Figure 03). 

According to this, the older the individual, the smaller the population of preantral follicles 

is. The same correlation was identified for the multioocyte follicles (Age x MOFs), resulting 

in an inverse and statistically relevant relationship (r = -0.78; P <0.001). Detailed results of 

the correlations between age and weight of the animals and morphometry of the ovaries and 

number of follicles are shown in table 05. 

Table 05 - Correlations between weight and age with morphometry and ovarian follicular 
population variables in Northeastern Brazilian jennies.  

 Age Weight 
Left Ovary Length 0.113 0.049 
Right Ovary Length 0.421* -0.061 
Average Ovary Length 0.301* -0.002 
Left Ovary Width 0.364* -0.073 
Right Ovary Width 0.113 0.143 
Average Ovary Width 0.481* 0.021 
Left Ovary Weight 0.300* 0.159 
Rigth Ovary Weight 0.367* 0.146 
Average Ovary Weight 0.329* 0.153 
Gonasomatic Index 0.402* -0.158 
Estimated Follicular Population -0.571**  -0.665***  
Estimated Normal Follicles -0.555** -0.673***  
Estimated Degenerated Follicles -0.564** -0.501** 
Estimated Multioocyte Follicles -0.781***  -0.847***  

* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001. 
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Figure 03 - Correlation between ages and estimated ovarian follicular population of donkeys of the 
Northeastern Brazilian breed. 

 

4. Discussion 

Most of the ovaries collected in this study had a reniform shape (kidney or bean 

form), with a concave area, clearly defined on its free border (opposite the border where 

vessels, nerves and ligaments connect), called the ovulation fossa, similar to that observed 

in mares (Aarde et al., 1988; Kainer, 1993). This format is different from the other mammals, 

the most common of which are: grape clusters on multiparous, and ovoid or almond, within 

the uniparous. The presence of antral follicles (Graff follicles), luteal bodies and albicans 

bodies in the ovarian fossa momentarily alter the shape of the ovary, making it discoid due 

to the increased volume in this area (Pierson, 1993; McCracken et al., 1999). 

The mean length of the jennies’ ovaries (32.4 ± 8.4 mm or 3.2 ± 0.8 cm) was 

similar to that of bovines (between 3.0 and 4.5 cm) (Nascimento et al., 2003), about half the 

size of ovaries of mares (7.0 to 8.0 cm) (Ley, 2000) and greater than the length of the ovaries 
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of swine (2.0 to 3.0 cm for animals weighing 90 to  100 kg) (Oberlender et al., 2014). When 

the mass was evaluated, the mean weight of the ovaries was 11.3 ± 10.8 g, similar to cows 

(10.0 to 20.0 g), suggesting a similar density, lower than the mean weight of the equine 

ovaries (40.0 to 80.0g) (Hafez, 2004), and greater than the swine ovaries (3.8 to 4.7g) 

(Oberlender et al., 2014).  

For the first time, GSI (0.020 ± 0.02) was determined in asinine female. This index 

refers to the ratio of the weight of the gonads to the total weight of the animal. When 

measured in males, it provides a dimension of the volume of ejaculate, number of covers or 

aptitude of the male in dealing with the harem, in species where this phenomenon occurs. In 

females, it allows sizing of the oocyte availability (Lanna et al., 2013) and ovarian maturity 

(Nath et al., 2016). The GSI is not commonly measured in production or domestic species, 

but evaluated in wild species such as the Pampas deer (Mazama american) that had the GSI 

value determined at 0.03 (Meireles et al., 2015) and mouses with values found between 0.006 

and 0.450 (Lanna, 2009). 

The population of preantral follicles of Northeastern Brazilian donkeys, estimated 

at 21,135 ± 10,641.1, presents an equitable distribution between the ovaries. This population 

is lower than that reported for equines, with a population of approximately 30,700 follicles 

per ovary for mares and 41,100 follicles per ovary for ponies, both of European breeds, when 

a methodology similar to that adopted in the present study was used (Driancourt et al., 1982). 

The distribution pattern of preantral follicles in the different primordial, primary and 

secondary categories was similar to that observed in the other domestic species, with the 

highest number of follicles observed in the primordial category, followed by the primary and 

secondary follicular categories (Lucci et al., 1999; Carrijo Jr. et al., 2009; Silva-Santos et al., 

2011; Praxedes et al., 2015). Considering the categories, the number of primordial follicles 
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for donkeys was also smaller when compared to large mares (30,400 primordial follicles) 

and ponies (40,800 primordial follicles) (Driancourt et al., 1982). Despite the phylogenetic 

proximity between donkeys, equines and ponies, it is known that the follicular population 

can vary widely from species to species and even between the races of the same species; in 

addition, it can be influenced by hormonal concentrations and age (Burns et al., 2005), and 

the influence of the latter was markedly shown in the present study in donkeys.  

In monovulatory species, the development of follicles is commonly described in 

three phases. In the first phase, a large volume of primordial follicles is activated (Ginther 

et al., 1997), signaled by the proliferation of granulosa cells around the oocyte and 

enlargement of the oocyte, reaching the primary and later the secondary follicle stage (Hafez, 

2004). Several oocytes participate simultaneously in the early stages of folliculogenesis, but 

most enter into atresia during the process (Mihm and Evans, 2008). Thereafter, there are two 

other phases: follicular recruitment, where follicles pass from secondary to antral, and 

selection, where one or a few follicles are selected and which will evolve and later be 

available for fertilization (Driancourt, 2001). In all donkeys in this study, the findings always 

indicated a decreasing number of preantral follicles by follicular category, compatible with 

this physiological process initiated with the recruitment of the reserve of primordial follicles. 

During folliculogenesis, the follicular morphology is altered, as the oocyte grows 

and the surrounding cells multiply and differentiate (Bristol-Gould and Woodruff, 2006), 

giving rise to different follicular types. In fact, in the present study, a progressive increase 

in the mean diameter of the preantral follicles of the Northeastern donkeys (primordial: 30.6 

µm; primary 34.9 µm and secondary 70.6µm) and of the granulosa layer thickness of the 

follicles (primordial: 1.8 µm; primary 3.6 µm, and secondary 21.8µm) was observed, 

compatible with the progression of follicular development (Figueiredo et al., 1993). With 
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the continuous development of the structures of the preantral follicle during folliculogenesis 

(van den Hurk and Zhao, 2005), the oocyte and its nucleus are naturally expected to follow 

the same trend, also observed in this study (primordial: 16.6 ± 2.2 μm; 16.0 ± 4.3 μm, and 

secondary 26.8 ± 16.5 μm). A study using methods of preantral follicle isolation in mares 

using filters of 50 to 300 μm identified follicles between 90 and 150 μm without, however, 

classifying them as primordial, primary or secondary (Telfer and Watson, 2000), which 

allows for evaluating that, based on data from this study, the preantral follicles of mares are 

larger than those of donkeys. 

In 76% of the donkey ovaries, among the primordial follicles, multioocyte 

follicles containing two oocytes were identified. The presence of this follicular type has been 

documented in several species of mammals, such as in sheep (87.5% (Oliveira et al., 2017), 

in cows (41% (Silva-Santos et al., 2011), in bitches (40.7% (Payan-Carreira and Pires, 2008) 

and in sows (6.4% - (Stankiewicz et al., 2009)). Generally, follicles with this characteristic 

are usually excluded from FP studies (Westergaard et al., 2007). The presence of primordial 

follicles with more than one oocyte, a result of the development of granulosa cells around 

more than one oocyte (Tingen et al., 2009), is usually evidence of poor follicle formation 

due to hormonal imbalance (Kipp et al., 2007), presence or not of proteins (Su et al., 2013) 

or merely a probabilistic result, before a large number of follicles being formed 

simultaneously (Telfer and Gosden, 1987). 

Granulosa cells involve oocytes and have an important endocrine role in follicular 

development, releasing various substances such as proteoglycans, glycosaminoglycans, 

hyaluronic acid and chondroitin sulfate (Clarke et al., 2006). The increase of the granulosa 

cell contact with the oocyte marks the beginning of the production of some of these 

substances, in addition to initiate the support of these extra-follicular substances that 
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culminate with the formation and filling of the antrum (Lima et al., 2016). Thus, the study 

of granulosa cell volume may lead to an understanding of the complex phases of follicular 

maturation and, in this sense, the ovarian follicles have been routinely classified based on 

the appearance, distribution, arrangement, and number of their granulosa cells (Lundy et al., 

1999). Most studies value granulosa cells in two ways: by counting the number of cells in a 

cross-section (Almeida et al., 2012; Alves et al., 2015) or by measuring the thickness of the 

layer of cells that surround the oocyte (Domingues et al., 2004). In the present study, we 

opted for the second alternative, through which values compatible with follicular 

development were identified, showing differences between the primordial and primary 

follicles, which would be compatible with the organization of the first layer of granulosa 

cells that go from a pavement format to a cuboid. In addition, a marked growth of the 

granulosa layer was seen from the primary to the secondary follicles, demonstrating the 

proliferation of granulosa cells that starts from a single layer to several layers, before the 

antrum begins to form (Hatzirodos et al., 2014). 

In this study, it was identified that the age of the donkeys presents a significant 

but low influence on the weight of the ovaries, evidencing that as the animal becomes older, 

there is a slight increase in ovarian weight (r = 0.30 and P <0.05 for the left ovary and r = 

0.37 and P <0.05 for the right ovary). Age also had an impact on ovarian morphometry, 

particularly on the mean length (r = 0.301, P <0.05) and the mean width (r = 0.480, P <0.05) 

of the ovaries. In addition, it was also evidenced that age negatively influences the follicular 

population in donkeys (r = -0.57, P <0.01). Moreover, the older female donkeys (10 and 9 

years old) were excluded from the estimation of the follicular population because they did 

not present any ovarian follicles. In addition, similar to bitches (Telfer and Gosden, 1987; 

Payan-Carreira and Pires, 2008), there was a significant reduction in the occurrence of MOFs 
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with the advancement of donkey age (r = -0.78; P <0.001). In fact, it is known that, during 

the reproductive life of mammalian females, with advancing age, the phenomenon of 

reproductive senescence, which corresponds to a decrease in the number of ovarian follicles, 

culminates in the depletion of the follicular reserve pool (Zuckerman, 1951; Picton, 2001). 

These results point to age as a criterion for the selection of donkey females to perform 

biotechniques involving preantral follicles, the preference being for younger females. 

Another interesting fact observed in the present study was that nutritional status 

also influenced the number of follicles observed in donkeys, both in animals with low weight 

and in overweight animals. The heaviest animal in the group (animal 9: 130kg-23.8% above 

mean) had a reduced preantral follicle population count (5 times less than the mean), 

consistent with the correlation found in this study between the weight and the estimated 

population of preantral follicles (r = -66, P <0.001). In contrast, animals weighing below the 

group average (animal 2: 75 kg-29% below average and animal 10: 90 kg-15% below 

average) had no viable preantral follicles on any of the analyzed slides, possibly impacted 

by a negative influence of malnutrition. Indeed, several studies report that the nutritional 

status and the weight of the animal, both at the upper and lower extremities, affect 

folliculogenesis by altering the number of follicles that reach advanced stages of maturity 

(Lashen et al., 1999; Chan et al., 2015;  Day, 2015). Drastic reductions in the amount of food 

(Nolan et al., 1998), obesity (Nteeba et al., 2014) and other food imbalances (Boland et al., 

2001) affect the entire reproductive cycle of several species of mammals, especially 

folliculogenesis. 

Apparently, this is the first quantitative record of the ovarian follicles of female 

donkeys of the Brazilian Northeastern breed. In the case of species in population decline or 

risk of extinction, as is the case of Northeastern and other breeds of donkeys, a greater 
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success rate in terms of the development of conservation strategies is reached when the 

reproductive physiology of the species is well known. When establishing the estimate of the 

follicular population of the Northeastern breed, in vitro studies of gamete and maturation 

banks of oocytes may be initiated starting from a known number of available oocytes, 

making it easier to estimate the resources needed to perform the techniques. In addition, the 

information generated in this study allows us to size stocks of oocytes in vivo since a 

relationship between the populations and the ages and weights of the females of the breed 

was established. The latter data serves as a guide for future studies to recommend the use of 

younger females and with good body score, because they present larger estimated 

populations. In addition, this experience with Northeastern Brazilian donkeys may serve as 

a basis for similar studies with other donkey breeds at risk, or even in breeds without risk, 

but with great economic potential, such as the Pêga breed in Brazil. By establishing the 

minimum knowledge about the population of preantral follicles, necessary for the 

development of biotechniques that allow the maintenance of genetic diversity and facilitate 

reproduction, it will be possible to save breeds or establish new levels of rational and ethical 

exploration of donkey breeds. 

This study described, for the first time, the morphometric characteristics and the 

population of the preantral follicles of donkeys (Equus Asinus) of the Northeastern Brazilian 

breed. It can be concluded that the ovarian follicular population decreases as the animal 

grows older, and it is negatively impacted by nutritional problems, since both animals with 

very low and very high body scores have lower follicular populations. 
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using different cryoprotectants 
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Laboratory of Animal Germplasm Conservation – LCGA, Universidade Federal Rural do Semi-Arido – 
UFERSA, Mossoró, RN, Brazil. 
 

 

Contents 

The aim of this study is to assess a vitrification protocol for asinine ovarian tissue, to preserve 

preantral follicles using different cryoprotectant solutions, composed of various 

concentrations (EG 3 or 6M) of dimethyl sulfoxide or ethylene glycol isolate, or as a 

combination (DMSO 3M plus EG 3M). Ten pairs of ovaries Brazilian northeastern breed 

jennies were obtained through videolaparoscopy and cortical fragments were submitted for 

solid surface vitrification (SSV) using each cryoprotectant solution. The ovarian tissue was 

evaluated for follicular morphology and viability, cell apoptosis (TUNEL technique) and the 

presence of nucleolar organizing regions in granulosa cells (AgNOR technique). After 

thawing, the percentage of normal preantral follicles was significantly reduced in the 

vitrified ovarian tissue fragments compared to the fresh control (P <0.05). When comparing 

treatments, the use of DMSO 3M (81.7 ± 37.5%), EG 3M (83.7 ± 27.4%) and the 

combination of both DMSO 3M plus EG 3M (81.8 ± 46.8%) allowed a greater percentage 

of follicular survival in contrast to DMSO 6M (69.8 ± 16.5%) and EG 6M (72.3 ± 18,0%) 

(P <0.05). When vitrified using the DMSO + EG combination, a higher percentage (62.5 ± 

29.1%) of viable follicles (trypan blue) was observed in relation to the other vitrification 

treatments (P <0.05). The TUNEL technique identified that all treatments tested showed 

DNA fragmentation in the follicular cells, except in the case of the DMSO 3M plus EG 3M 

treatment. When evaluating the presence of NORs, no significant differences were observed 
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in the amount of NORs between the fresh and vitrified groups using DMSO 3M plus EG 3M 

(P >0.05). Thus, we concluded that the combination DMSO 3M plus EG was more efficient 

for the vitrification of ovarian tissue taken from Equus asinus, allowing adequate 

preservation of PAFS morphology, viability, DNA integrity and cell proliferative capacity.  

 

Introduction 

 

Asinines have a significant space in human history (Rossel et al. 2008), but 

nowadays they are being abandoned due to the modernization of rural activities. 

Consequently, several endemic asinine breeds are suffering a drastic reduction of their 

population, especially in Europe and the Americas (Kugler et al. 2008). In Brazil, the 

population of the Northeastern breed has exponentially lowered each year (IBGE 2016). 

In order to safeguard the valuable genetic material of endangered breeds of 

donkeys, it is crucial to develop germplasm banks to enable the preservation of the main 

source of female gametes found in the ovaries: the preantral follicles (Santos et al. 2007), 

isolated (Carroll et al. 1990) or included in the ovarian cortex (Demirci et al. 2001). 

However, the preservation of ovarian tissue is a cryobiological challenge because it contains 

many cell types and specific extracellular matrix components (Hovatta 2005). Thus, it is 

necessary that cryopreservation protocols are successful to guarantee the later use of the 

reproductive cells and the subsequent production of healthy animals (Santos et al. 2007). 

Tissue vitrification offers many advantages for cryobiology, but is challenging to 

achieve in practice, as it requires extremely fast cooling rates and intracellular water 

replacement by permeating cryoprotectants agents (CPA) at high concentrations (Lornage et 

al. 2006), which may result in significant cytotoxic effects (Santos et al. 2010). CPAs have 
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physical and chemical functions in the tissue, altering freezing conditions, in particular, with 

the formation of ice crystals (Asgari et al. 2015) without intoxicating cells in the process 

(Mouttham et al. 2015). Choosing the right CPAs is essential, which should involve prior 

evaluation of the benefits of the chosen substance including the permeability of the 

membranes, CPA concentration, the perfect match of cryoprotectant effect and toxicity, the 

possibility of combination with other CPAs, among others. Listed on most used CPAs, 

Ethylene glycol (EG) and dimethylsulfoxide (DMSO) have been tested at various 

concentrations and applications, from mice (Nakao et al. 1997) to humans (Aye et al. 2010). 

Moreover, in equines, a species closely related to donkeys, the combination of DMSO and 

EG has been effective in showing minimal toxic effects on immature oocytes (Canesin et al. 

2017). 

Therefore, the objective of this study is to compare the effects of different CPAs, 

in different concentrations or in combination, on the vitrification of asinine ovarian tissue. 

The present study is designed with the aim of developing a protocol to preserve the female 

donkey fertility with consideration of the imminent risk of extinction of many breeds of 

donkey.  

 

Materials and Methods 

Animals  

All experimental procedures have been approved by the Ethics Committee on 

Animal Use of UFERSA (Opinion CEUA/UFERSA No. 08/2014). Ten free female donkeys 

captured on federal highways in Brazil by the Federal Highway Police were used for the 

experiment. These animals were quarantined in a collective outdoor facility of the 

University, receiving food and water ad libitum.  
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None of the females presented signs or behaviors that could be perceived as estrus 

or gestation, as evidenced by ultrasonographic and gynecological examination. Individuals 

had a mean age of 4.5 ± 3.2 years, estimated by the dental formula of the equines (Dias 2013) 

and a mean weight of 102.5 ± 11.8 kg. 

 

Material collection and processing 

Following a 12-hour fast, the females were submitted to a bilateral ovariectomy 

procedure by video laparoscopy (Ragle 2012). Pairs of ovaries (n = 10) were collected and 

transported from the surgical center to the laboratory in minimum essential medium (MEM) 

at room temperature within 30 min, and washed once in 70% alcohol for 10s and twice with 

phosphate buffer saline (PBS). 

Subsequently, the pairs of ovaries were divided into approximately 24 fragments 

(3mm x 3mm x 1mm) destined to the experimental protocol (Figure 1). Two fragments were 

immediately fixed in Carnoy to evaluate the follicular morphology and proliferation of the 

granulosa cells; another fragment was fixed in paraformaldehyde for later analysis of nuclear 

integrity (TUNEL); and another one was subject to the isolation protocol to evaluate the 

viability of the follicles, constituting the control group. The other fragments were subject to 

the solid surface vitrification process. 
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Figure 01 – Experimental design 

 

 

Solid Surface Vitrification (SSV) 

Ovarian tissue cryopreservation was conducted according to a solid surface 

vitrification procedure described by Carvalho et al., 2013. A vitrification solution composed 
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of MEM supplemented with sucrose (SAC), 10% fetal bovine serum (FBS) and CPAs was 

used. As experimental groups, DMSO and EG were tested individually at 3M or 6M 

concentration, or in combination (DMSO 3M plus EG 3M). 

Six ovary fragments per experimental group were exposed to the respective 

vitrification solution for 5 min. Fragments were then dried on sterile gauze and placed on a 

solid surface – an aluminum foil – in contact with liquid nitrogen (N2). After vitrification, 

the fragments were placed in cryotubes and stored in a cryopreservation storage tank 

(Carvalho et al. 2013) for 1 week. Samples were heated at room temperature (25°C) for 1 

min, followed by immersion in a water bath at 37°C for 5s. Cryoprotectants occurred were 

removed by three consecutive washes in MEM (5min) supplemented with 10% FBS and 

decreasing concentrations of sucrose (0.50, 0.25 and 0M). Finally, vitrified fragments were 

subject to the same analysis as conducted on the fresh control group, described as follows. 

 

Morphological analysis 

To evaluate the morphology of PAFs, fresh and vitrified fragments were allocated 

for histological processing and classified as normal or degenerated (Silva et al. 2004). These 

fragments were fixed in Carnoy for 12h and dehydrated in increasing concentrations of 

alcohol (70%, 85%, 95% and absolute) at regular intervals of 1h, diaphanized using xylol 

for 3h and finally included in histological paraffin. The blocks were cut into 7μm sections 

with a microtome (Leica RM2125RT, Leica Microsystems Inc., Bannockburn, IL, USA) and 

each 5th section was assembled on slides, stained with hematoxylin-eosin and analyzed 

under light microscopy (400x - Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation, Japan).  
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Viability analysis 

Fresh and vitrified ovary fragments were subjected to the mechanical procedure 

for follicular isolation (Figueiredo et al. 1993). The suspension obtained was centrifuged for 

10min and in to the precipitate was added of 10μL of Trypan Blue (0.4%) (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA) at 25°C. After 5min, samples were evaluated under inverted 

microscopy and PAFs were classified as viable when unstained, and not viable when stained 

blue. 

 

Detection of cellular apoptosis 

For the purpose of this study, the Fluorometric Terminal Deoxyribonucleotide 

Transferase-mediated dUTP Nick-end Labeling (TUNEL) System kit was used according to 

the manufacturer's instructions (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). 

Fragments of the control and treatment groups submitted to SSV were fixed in 

paraformaldehyde for 24h and dehydrated in increasing concentrations of alcohol (70%, 

85%, 95% and absolute) at regular intervals of 1h, clarified using xylene for 3h and finally 

added to histological paraffin blocks at 76ºC. The blocks were cut into sections of 5μm with 

a microtome (Leica RM2125RT, Leica Microsystems Inc., Bannockburn, IL, USA) and 

mounted on poly-L-lysine treated slides (Starfrost, Knittel, Germany). 

The slides were immersed in xylene, rehydrated in decreasing concentrations of 

ethanol, fixed in 4% paraformaldehyde and mixed in phosphate buffered saline (PBS) twice 

for five minutes. After washing, the samples were immersed in 20μg/mL proteinase K (37°C, 

10min). The slides were then incubated with a 50μL TUNEL kit reaction mixture and 

incubated at 37°C for 60min in the dark, in a humidified chamber. As the internal positive 

control, sections were treated with 10units/ml DNase I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in 
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1mg/ml BSA for 10min before incubation with the TUNEL reaction mixture to induce 

nonspecific breaks in DNA. The negative control sections consisted of omitting the terminal 

deoxynucleotidyl transferase enzyme. The slides were mounted with an aqueous mounting 

medium for preserving the fluorescence of the tissue with DAPI (Abcam Inc., Cambridge, 

MA, USA). Follicles were considered as having fragmented DNA when oocytes were 

detected with a green-colored nucleus and granulosa cells. Immunostaining was evaluated 

using a fluorescence microscope (Nikon, Eclipse 80i, Tokyo, Japan). 

 

Assessment of cell proliferation 

We estimate cell proliferation ability only in the fresh control group and in the 

experimental group that provided the most efficient preservation of ovary follicle 

morphology and viability with reduced evidence of apoptotic signs. To this, the silver (Ag) 

nitrate impregnation method was used to quantify the number of nucleolar organizing 

regions (NOR). To perform the AgNOR technique, ovarian tissue fragments were fixed in 

Carnoy solution and subject to conventional histological processing. The blocks were then, 

the blocks were sectioned at 5μm and the sections were immersed in 1% potassium 

metabisulfite (3min). The slides were impregnated with silver nitrate (2:1 colloidal solution) 

in a darkroom (30min) and then placed in a solution of sodium metabisulfite (3min) and 

sodium thiosulphate (3min) to allow impregnation of the silver nitrate. For quantification, 

the follicles were observed under optical microscopy (x100) and the NORs of all nuclei of 

the visible granulosa cells were counted according to an adapted protocol from Castro et al. 

2011. To quantify the NORs, all granulosa cells from all follicles of each of the treatments 

were identified and counted. 
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Statistical Analysis 

Results were expressed as mean and standard deviation and evaluated using SAS 

software (SAS University Edition, SAS Institute, Cary, NC, USA). The normality of 

distribution and homogeneity of variance were evaluated by the Smirnov-Kolmogorov and 

Bartlett test, respectively. The comparison between experimental groups was performed by 

one-way ANOVA followed by the Student's t-test. Values were considered statistically 

significant when P <0.05. 

 

Results 

A total of 1.080 PAFs were analyzed (~ 180 per group). The morphologically 

normal PAFs found in fresh or vitrified groups (Figure 2ABC) showed spherical oocyte, 

with the nuclei occupying most of the cytoplasm and positioned centrally or eccentrically in 

the oocyte. The granulosa cells were organized around the oocyte, forming concentric layers. 

After the vitrification process, the main changes observed in all groups consisted of oocyte 

retraction, detachment of granulosa cells from the basement membrane and pyknotic oocyte 

nuclei. 

After thawing, the percentage of morphologically normal PAFs was significantly 

reduced (P < 0.05) in all experimental groups compared to the control group (Table 1). When 

comparing treatments, the use of individual DMSO 3M or EG 3M and the combination of 

DMSO 3M plus EG 3M provided the most efficient preservation of asinine ovary follicles 

morphology (P < 0.05). 
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Table 01 – Analysis of morphology and viability of asinine preantral ovarian follicles before 
(control) and after solid surface vitrification (SSV) using dimethyl sulfoxide (DMSO) or 
ethylene glycol (EG) isolate at different concentrations or in combination (DMSO or EG).  

 Normal Morphology (%) Viability (%) 
Control 94.5 ± 5.8a 90.6 ± 5.0a 
DMSO 3M 81.7 ± 37.5b 55.4 ± 21.7c 
DMSO 6M 69.8 ± 16.5c 49.2 ± 14.2d 
EG 3M 83.7 ± 27.4b 52.9 ± 32.4c 
EG 6M  72.3 ± 18.0c 57.1 ± 27.9c 
DMSO+EG 81.8 ± 46.8b 62.5 ± 29.1b 

a,b, c,d Superscript low case letters in the same column indicate significant differences among rows (P <0.05). 
 

 

Figure 02 – Morphology of Preantral follicles: Control group (A: normal and A ': degenerate); vitrified groups 
containing DMSO 3M (B: normal and B ': degenerate) and DMSO 3M plus EG 3M (C: normal and C': 

degenerate). Scale bar: 50μm (A and A’); 25μm (B,B’,C and C’). 
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As demonstrated in Table 1, a higher percentage of viable asinine follicles was 

observed in the fresh control (90.6 ± 5.0) in comparison to the vitrified groups (P < 0.05). 

The use of the combination of DMSO and EG (62.5 ± 29.1) provided the most efficient 

preservation of PAFs viability when compared to the other CPAs (P < 0.05). 

For the analysis of apoptosis by TUNEL, only follicles with visible oocyte nuclei 

were analyzed. A control for the evaluation kit was established (Figure 3A negative and 

Figure 3A’ positive), as well as the fresh control group (Figure 3B and 3B’, negative and 

positive, respectively). A positive TUNEL reaction is demonstrated for the group containing 

DMSO 6M, which indicates apoptosis of granulosa cells (Figures 3C and 3C’). A negative 

TUNEL reaction is shown for the group containing the DMSO 3M + EG 3M combination 

(Figures 3D and 3D’). 
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Figure 03 – Analysis of apoptosis in sections of ovarian donkey tissue (Equus asinus) using the TUNEL 
apoptosis detection kit: Negative control (A); Positive control marked with DAPI (A’); Negative control of kit 
(B); Positive control of kit (B’); Group vitrified with DMSO 6M (C and C’- positive reaction); Group vitrified 

with DMSO 3M + EG 3M (D and D’- positive reaction). Arrow: follicles. Scale bar: 50μm 
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Through AgNORs analysis, we identified 1.79 ± 1.4 NORs/cell in the fresh 

control group (Figure 4A). Based on its efficiency in the previous analysis, we identified that 

the combination of DMSO + EG (Figure 4B) was also quite effective in preservation 1.89 ± 

0.7 NORs/cell after vitrification in comparison to the control group (P > 0.05). 

 

 

Figure 04 - Nucleolus-organizing regions (Ag-NORs) in asinine ovarian preantral follicles. Fresh control (A); 
vitrified using the combination DMSO 3M + EG 3M (B). Scale bar: 10μm. 

 

Discussion 

We have demonstrated, for the first time to our knowledge, the vitrification of 

ovarian tissue taken from donkeys. Among various vitrification techniques, SSV has been 

successfully used for different species such as caprine (Carvalho et al. 2013) mice (Fatehi et 

al. 2014), and wild rodents (SILVA et al. 2017). Despite these significant advances obtained, 

including the birth of healthy individuals after vitrification and transplant of ovarian tissue 

(Bordes et al. 2005), the vitrification techniques need to be adjusted and improved, 

especially regarding the determination of the most suitable CPAs to be used. In this context, 

microscopic examination of asinine preantral follicles have demonstrated the possibility of 

preserving more than 80% normal asinine preantral follicles after SSV using DMSO or EG 

at a 3M concentration, alone or in combination, which demonstrates promising results.  
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Similar results for ovarian tissue cryopreservation using EG 3M were recently 

reported for a species closely related to asinine: equine, in which 76.1 ± 6.1% 

morphologically normal PAFs were obtained after vitrification (Gastal et al. 2017). 

However, the PAFs for horses seem to be more sensitive to DMSO, which is different from 

asses where both cryoprotectants when isolated can be supported, that dramatically reduced 

normal morphology after vitrification, 40.9 ± 14.8% (Gastal et al. 2017). Such differences 

regarding the sensitivity of CPAs could be attributed to the fact that membrane properties 

such as water loss from the tissues and, consequently, the parameters of membrane 

permeability of ovarian cells from these two species differ (KARDAK; LEIBO; 

DEVIREDDY, 2007). 

In the present study, higher concentrations of DMSO and EG (6M) increased the 

percentage of degenerated asinine PAFs compared to other treatments, probably due to the 

toxic effect of the ACPs in such a concentration. Depending on the amount of EG 

metabolized, the glycolic acid formed by its metabolism exceeds the cell's natural buffering 

capacity, leading to a reduction in pH with consequent cellular acidosis, resulting in the 

formation of glycine and oxalic acid (Carney et al. 1999). Despite the fact that DMSO is 

considered to be relatively non-toxic (Wusteman et al. 2008), it has been shown to have a 

significant toxic effect on the morphology of ovarian germ cells and cell proliferation 

depending on the concentration (Cecconi et al. 2004; Li et al. 2016). 

According to Fauque et al. (2007), the viability test using trypan blue stain should 

be routinely used as a quality control method for ovarian cryopreservation procedures. On 

this basis, although DMSO 3M and EG 3M, either, alone or in combination, provided a high 

rate of morphologically healthy follicles after vitrification, the viability analysis revealed 

that the interaction between the DMSO 3M plus EG 3M combination promoted the most 
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effective preservation of asinine ovarian follicle viability (62.5 ± 29.1%) following 

vitrification. This could probably be due to sufficient permeation of the cryoprotectants into 

the ovarian tissue and the reduction of osmotic stress. It therefore could improve the success 

rate of cryopreserving the follicles (Ghavami et al. 2015). 

In fact, to reduce the deleterious effects of CPAs used for vitrification, a 

combination of different substances has been used as a strategy to decrease total 

concentration of CPA without impairing its cryoprotective capacity (Wusteman et al. 2008). 

Thus, different types of CPAs have been used in combination to reduce toxicity and improve 

post-thaw ovarian tissue quality (Sugishita et al. 2016). Among them, the mix between EG 

and DMSO, using sucrose as the external CPA, has been demonstrated to improve the 

preservation of ovarian follicles (Sheikhi et al. 2013), as demonstrated in the case of donkey 

ovarian tissue in the present study. Similarly, the combination between DMSO and EG is 

also effective for the preservation of ovarian tissue in agoutis (Praxedes et al. 2015) and 

buffalos (Mahmoud et al. 2010). 

Furthermore, we have not found DNA fragmentation (assessed by TUNEL) in 

cells derived from asinine ovarian follicles vitrified with the combination of DMSO + EG, 

similar to that found in the fresh control group. It is known that the maintenance of DNA 

integrity is also a strong indication of follicular integrity, as demonstrated in the case of 

rabbits (Neto et al. 2008), rats (Fathi et al. 2013), and mice (Lee et al. 2015). On the other 

hand, the presence of apoptotic cells in asinine PAFs was evidenced in all the other 

treatments subject to vitrification. We believe that the isolated use of CPAs under lower 

concentrations (3M) is not able to prevent cellular damage and consequently, apoptosis, 

caused by the cryopreservation process. In contrast, the higher CPA concentrations(6M) may 

increase risk of a toxic effect on the cells, leading to the occurrence of apoptosis. In general, 
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when a cell is subjected to stress conditions such as exposure to an inadequate concentration 

of CPAs and cooling/thawing procedures, the imbalance between the ROS/antioxidants can 

induce DNA double-strand breaks (DSBs) (Nowicki et al. 2004), which may lead to cell 

apoptosis (Franke et al. 2010).  

The cellular proliferative activity in ovarian tissue of donkeys was evaluated only 

in the control group and in that vitrified with a combination of DMSO and EG, which 

provided efficient results according to the previous analyses. The NORs are segments of 

DNA that transcribe the ribosomal RNA which, in turn, is later translated into protein, 

forming ribosomes. The ribosomes, when linked to the RNA messenger, form 

polyribosomes, which are responsible for the synthesis of all proteins in humans, including 

proteins that will form new cells (Junqueira and Carneiro 2013). For this reason, NORs are 

directly related to cellular proliferative activity. It has been reported that the amount of NORs 

found in cells is directly proportional to cell proliferation, that is, the greater the proliferative 

activity of the cell, the greater the quantity of NORs observed (Rivero and Aguiar 2002). 

After the identification and counting of NORs, the same amount of NORs were observed by 

cells from the control follicles and those vitrified in the combination of DMSO + EG. This 

demonstrates that the proliferative capacity of the cells was unaffected after vitrification 

when using a combination of CPAs, which was selected as the most suitable treatment for 

asinine ovarian tissue cryopreservation.  

In conclusion, we suggest that ovarian tissue taken from donkeys can be 

efficiently preserved through a solid surface vitrification technique using a combination of 

DMSO 3M and EG 3M. Present results obtained from Brazilian Northeastern breed of 

donkey are encouraging and highlight the possibility of establishing the protocols for 

freezing the genetic material derived from others endangered breeds of donkey, leading to 
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the formation of germplasm banks that can provide material for developing other 

reproductive assistance techniques to multiply these valuable animals. 
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10. Conclusões 
 

 

• A estimativa população de folículos pré-antrais de jumentas (Equus asinus) da raça 

nordestina segue uma correlação inversamente proporcional e estatisticamente 

significativa (r = -0,57; P <0,01) entre a idade dos animais e a população de folículos 

ovarianos. Observa-se ainda uma influência inversamente proporcional do peso 

sobre população folicular ovariana: quando o estado nutricional se encontra muito 

abaixo ou acima da média, há impactos na população, em especial neste último (r = 

-0,66; P <0,001). Com este cenário, determina-se que para a aplicação de biotécnicas 

reprodutivas como a Moifopa, deve-se priorizar fêmeas asininas jovens e com bom 

score corporal. 

 

• O tecido ovariano de jumentas (Equus asinus) da raça nordestina podem ser 

preservados de forma eficiente através da vitrificação em superfície sólida utilizando 

solução de vitrificação composta de etileno glicol (EG 3M) associado a dimetil 

sulfóxido (DMSO 3M). Os resultados obtidos são encorajadores e suscitam a 

possibilidade de estabelecer protocolos de criopreservação de material genético 

advindo de outras raças de jumentos em risco de extinção, favorecendo a constituição 

de bancos de germoplasma e fornecendo material para o desenvolvimento de técnicas 

de reprodução assistida para multiplicar estes valorosos animais. 
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Considerações e perspectivas 
 

A pesquisa desenvolvida permite ampliar os horizontes acerca da aplicação das 

biotécnicas reprodutivas em jumentos (Equus asinus) especialmente diante do fato que 

muitas raças, inclusive a Nordestina, encontram-se sob risco de extinção. O conhecimento 

acerca da população de folículos pré-antrais bem como a definição de uma estratégia de 

criopreservação dos mesmos, permite vislumbrar a aplicação das biotécnicas já aplicadas em 

outras espécies ou mesmo o desenvolvimento de outras específicas. 

O conhecimento construído permite não somente consolidar estratégias de 

manutenção do patrimônio genético, na formação de bancos de germoplasma, mas também 

na implementação de centros de reprodução da espécie, potencializando a formação de 

rebanhos, especialmente na recomposição de populações ameaçadas.  

Os estudos realizados na raça nordestina, tem grande potencial de aplicação em 

outras raças de asininos, mas não encerram o tema. A reprodução entre os asininos nunca 

foram prioridade das pesquisas teóricas e aplicadas, principalmente quando comparadas a 

outras espécies de interesse zootécnico. A aplicação de outras biotécnicas importantes, como 

a maturação in vitro ou mesmo outras metodologias de criopreservação, ainda são inéditas 

na espécie e merecem ser o foco de pesquisas futuras. 
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Anexo 01 – Castração química de mamíferos machos: revisão in Revista Brasileira de 

Reprodução Animal 

 
 
 
 

 
ISSN: 1809-3000 

 
 
 
 
 
 
 
http://www.cbra.org.br/pages/publicacoes/rbra/v38n1/pag49-53(RB489%20Lopes%20).pdf 
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Anexo 2 –Asininos: associação com assentamentos humanos in Anais XXXII Encontro 

anual de Etologia & V Simpósio Latino-americano de Etologia 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.etologiabrasil.org.br/media/upload/eae/anais-2014.pdf 
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Anexo 3 –Estimativa da população de folículos ovarianos pré-antrais da raça de 

Jumento Nordestino Brasileiro in Anais do XXII Congresso Brasileiro de Reprodução 

Animal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
http://www.cbra.org.br/portal/downloads/publicacoes/rbra/v41/n1/p345-370%20(ApresOral).pdf 
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Anexo 4 – Vitrificação do tecido ovariano de jumento nordestino (Equus asinus) 

utilizando diferentes crioprotetores. Resumo submetido ao RENORBIO 2017: 

Encontro de Biotecnologia do Nordeste 
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Vitrificação do tecido ovariano de jumento nordesti no (Equus asinus) 
utilizando diferentes crioprotetores 

 
AR Silva1-2, KRF Lopes1, ECG Praxedes1, LB Campos1, MB Bezerra1, GL Lima1, 

MVA Saraiva1 
1 Laboratório de Conservação de Germoplasma Animal – LCGA, Universidade Federal Rural do 

Semi-Árido – UFERSA, Mossoró, RN, Brasil. 2E-mail: legio2000@yahoo.com 
 
Os asininos tiveram um espaço significativo na história humana, mas nos dias 
atuais estão sendo abandonados devido à modernização das atividades rurais. 
Várias raças endêmicas estão sofrendo uma redução drástica de sua população, 
dentre estes a raça Nordestina Brasileira. Para salvaguardar seu valioso material 
genético, é crucial desenvolver bancos de germoplasma para permitir a 
conservação da principal fonte de gametas femininas encontradas nos ovários: os 
folículos pré-antrais. Neste sentido, objetivou-se avaliar um protocolo de vitrificação 
para o tecido ovariano asinino, com a finalidade de preservar folículos pré-antrais, 
usando diferentes soluções crioprotetoras contendo diferentes concentrações (3 ou 
6 M) de dimetilsulfóxido (DMSO) ou etileno glicol (EG), isoladamente ou em 
associação (DMSO 3M e EG 3M). Para tanto, fragmentos do córtex de dez pares 
de ovários obtidos por videolaparoscopia foram submetidos à vitrificação em 
superfície sólida (SSV) usando cada solução crioprotetora proposta. Após uma 
semana armazenado em nitrogênio líquido, procedeu-se o reaquecimento e análise 
das amostras. Os tecidos a fresco e vitrificados foram avaliados quanto à morfologia 
por meio da histologia clássica, à viabilidade folicular pelo teste com a coloração de 
azul de Tripan, a apoptose celular utilizando-se um kit TUNEL, e à capacidade de 
proliferação celular por meio da contagem das regiões organizadoras nucleolares 
(AgNOR) em células da granulosa. Verificou-se que a vitrificação reduziu 
significativamente (P < 0,05) a proporção de folículos morfologicamente normais 
em comparação ao tecido fresco (90.6 ± 5.0%). Comparando-se os tratamentos, o 
uso de DMSO 3M (81,7 ± 37,5%), EG 3M (83,7 ± 27,4%) e a combinação de DMSO 
3M mais EG 3M (81,8 ± 46,8%) permitiram uma maior porcentagem de folículos 
normais em contraste com DMSO 6M (69,8 ± 16,5%) e EG 6M (72,3 ± 18,0%) (P 
<0,05). A melhor preservação da viabilidade folicular foi obtida no uso da 
combinação DMSO 3M + EG 3M (62,5 ± 29,1%) em relação aos outros tratamentos 
de vitrificação (P <0,05). A análise por meio do TUNEL permitiu identificar que todos 
os tratamentos testados demonstraram fragmentação do DNA nas células 
foliculares, exceto no uso da combinação de DMSO 3M e EG 3M. Ao avaliar a 
presença de NORs, não foram observadas diferenças significativas na quantidade 
de NORs entre os grupos a fresco e vitrificado utilizando-se a combinação DMSO 
3M e EG 3M (P> 0,05). Assim, sugere-se o uso da combinação de DMSO 3M e EG 
3M para a vitrificação do tecido ovariano obtido de Equus asinus, permitindo uma 
preservação adequada da morfologia, viabilidade, integridade do DNA e 
capacidade proliferativa celular dos folículos pré-antrais. 
 
Keywords: Criopreservação, espécies em risco, agentes crioprotetores, dimetil 
sulfóxido, etileno glicol. 
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