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RESUMO

Objetivando comparar a eficiéncia reprodutiva de dois métodos distintos de
Inseminacdo Artificial (através de espéculo de Polansky e condugdo manual de
pipeta), com diferentes caracteristicas de sémen (“in natura” e diluido), e a eficiéncia
em diferentes tempos de inseminagdo do sémen congelado em diferentes grupos de
eéguas (antes e apos a ovulagéo), foram utilizadas 425 éguas das ragas Crioula e
Brasileiro de Hipismo com idades variando entre trés e 14 anos, oriundas de
propriedades da Regido Metropolitana de Curitiba. Os animais foram subdivididos
em trés grupos experimentais: A- aqueles que seriam inseminados com sémen “in
natura” (n=160) através da técnica com espéculo de Polansky (n=80) e pipeta
orientada manualmente(n=80); B- animais inseminados com sémen diluido (n=142)
e C- com sémen congelado (n-123), antes (n=65) e apds a ovulagao (n=58). O
acompanhamento do ciclo estral foi realizado através de ultra-sonografia e palpacao
retal. O diagndstico de gestagao foi realizado nos dias 16 e 17 pds-ovulagao para as
inseminagdes com sémen congelado e fresco respectivamente. A eficiéncia
reprodutiva das duas técnicas de inseminagao (Polansky e Manual) foi de 76,25% e
75% respectivamente, nao diferindo significativamente entre si. A eficiéncia
reprodutiva dos resultados da inseminagdo com sémen diluido e “in natura” foram
74,3% e 75,5% respectivamente. Os resultados de gestagcédo da inseminagao antes e
apos a ovulagado nas éguas inseminadas no 20° e 30° dia pds-parto nao diferiram
significativamente entre si. Quanto a incidéncia de reabsorgdo embrionaria entre as
éguas inseminadas no cio do potro e as inseminadas no cio induzido com PGF2a

houve diferenca significativa favorecendo o segundo grupo de éguas.



ABSTRACT

The aim this experiment was compare the reproductive efficiency of two
different methods from Artificial Inseminations (through Polansky’s speculum and
manual conduction of pipette), with different semen characteristics (“in natura” and
diluted), and the efficiency in different times of insemination of the frozen semen in
different groups of mares (before and after the ovulation) 425 mares of the Creole
and Brazilian Jump horse races were used with ages varying three to 14 years,
originating from properties of the Metropolitan Area of Curitiba. The animals were
divided in three experimental groups: A- those that would be inseminated with semen
“in natura” (n=160) through the technique with Polansky’s speculum (n=80) and
pipette guided manually (n=80); B- Animals inseminated with diluted semen (n=142),
and C- with frozen semen (n=123), before (n=65) and after the ovulation (n=58). The
accompaniment of the estral cycle was accomplished through ultrasonografic and
rectal palpation as well as the gestation diagnosis, which was accomplished in the
16™ and 17" days after the ovulation for the inseminations with frozen and fresh
semen respectively. The reproductive efficiency of the two insemination techniques
(Polansky and Manual) it was respectively of 76,25% and 75%, not differing
significantly to each other. The reproductive efficiency of the results of the
insemination with diluted semen and “in natura” was 74,3% and 75,5% respectively.
The results of pregnancy of the insemination before and after the ovulation in the
mares inseminated in 20" and 30™ post parturition day didn’t differ significantly to
each other. With relationship to the incidence of embryonic reabsorption among the
mares inseminated in the foal heat to inseminated them in the estrous induced with

PGF2a there was significant difference favorable for the second group of mares.
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INTRODUGAO

A criagdo de cavalos destinados ao segmento esportivo sofreu um grande
aumento nas ultimas décadas. O plantel aumentou rapidamente sem que existisse
numero adequado e proporcional de bons garanhdes a disposicdo nas temporadas
reprodutivas. Esse fato, aliado as vantagens econdOmicas e sanitarias, vem
proporcionando crescente aceitacdo no uso de diferentes biotécnicas ligadas a
reproducao.

Entre as diferentes biotecnologias atualmente empregadas, a inseminacao
artificial € a que demonstra a maior viabilidade econdbmica e facilidade na
implantacdo entre diferentes espécies domésticas onde seu uso ja se tornou

consagrado.

Dentro da espécie equina atualmente, nas ragcas que permitem o uso da
inseminagao artificial, essa técnica vem sendo empregada com bons indices de
fertilidade, além de proporcionar menor desgaste do garanhdo e possibilitar o

progresso genético do plantel existente.

A inseminacao artificial com sémen fresco “in natura” apresenta resultados
encorajadores, mas a presenga do garanhdao no local de inseminagao é fator
limitante, e a utilizagdo de sémen fresco, diluido ou congelado, surge como solugao

ideal.

Numerosos diluidores vém sendo utilizados para resfriar, armazenar,
transportar e congelar o sémen de garanhdes, e sua finalidade é favorecer a
longevidade maxima das células espermaticas, embora se saiba que existe enorme
variacao e imprevisibilidade de tolerancia das células frente aos diluidores e técnicas

de resfriamento e congelamento.
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Apenas 50% dos garanhdes, com sémen “in natura” considerado normal,
apresentam boas taxas de fertilidade ap6s o descongelamento.

Atualmente existem varias técnicas de diluigao, resfriamento e congelamento,
que vém sendo empregadas na espécie equina com diferentes taxas de sucesso.
Estes indices dependem, além da tolerancia do sémen do reprodutor, do diluidor ou

da técnica utilizada, de fatores ligados a égua e ao manejo destes animais.



1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fertilidade do sémen equino fresco,
diluido e congelado com diferentes técnicas, em diferentes horarios de ovulagao e

de inseminacao artificial.

16
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INSEMINACAO ARTIFICIAL COM SEMEN “/IN NATURA”E DILUIDO

A técnica de Inseminacao artificial na espécie equiina ainda apresenta
limitacbes relacionadas ao melhor aproveitamento do sémen (VOSS E PICKET,

1976).

A possibilidade de aumentar o numero de éguas servidas por um garanhao
em uma temporada, a redugao da transmissdo de doengas venéreas e do risco de
acidentes de cobertura, a eliminagdo do custo do transporte até o garanhdo e
estresse da égua e do potro, e a utilizacdo da técnica em éguas que apresentam
pouca resisténcia as infec¢des uterinas (HUGUES e LOY, 1970), sdo algumas das

vantagens oferecidas pela inseminagao artificial com sémen fresco.

O sémen “in natura” tem desvantagens como a tendéncia aglutinagao, e neste
caso a concentragdo espermatica € maior do que as percentagens de
espermatozoides moveis viaveis (KENNEY, 1975).

Diluindo-se o0 sémen, ha a prevencao da aglutinagdo espermatica e a redugao
das influéncias de concentracao e pH seminal (KENNEY, 1975).

O plasma seminal tem influenciado o transporte dos espermatozéides em
varias espécies, inclusive no cavalo (CLAVERT et al., 1985; MANN et al., 1956;

OVERSTREET, 1983).

O plasma seminal contém varios hormdnios, enzimas e metabdlitos, mas
muito pouco se sabe sobre a funcao destes componentes no cavalo. Nao existe uma
evidéncia direta sobre o papel do plasma seminal no transporte do sémen, também
do plasma seminal equino em ser de grande importancia na sobrevivéncia e no

transporte do sémen na égua (TROEDSSON et al., 1988).



18

O plasma seminal de equinos, em contraste ao do carneiro, contém
quantidades de prostaglandinas (MANN et al., 1981), mas a liberagdo de ocitocina
pela pituitaria em resposta a rufiagdo de éguas no cio a garanhdes foi recentemente

reportada (ALEXANDER et al., 1995).

Os indices de fertilidade obtidos com a utilizagdo da inseminacgao artificial com
sémen fresco “in natura” em equinos tem sido semelhantes (MERKT, 1976; ALLEN
et al.,, 1976; PALMER, 1984) ou até superiores (VOSS e PICKET, 1976) aos da
monta natural. BEDFORD e HINRINCHS (1984), obtiveram excelentes taxas de
prenhez com sémen fresco “in natura” (90%). Testes de fertilidade foram realizados
com sémen resfriado mostrando taxas de prenhez variando de zero a 75%

(PICKETT, 1993; HAMILTON et al., 1984).

O efeito do plasma seminal no diluente utilizado para refrigerar o sémen
equino nao tem sido adequadamente estabelecido. Na presenca do leite, o plasma
seminal parece ter um efeito positivo. HEISKANEN et al. (1987), registraram bons
resultados apdés guardarem a fracdo rica do sémen; JASKO et al. (1992),
descreveram um efeito positivo de uma pequena quantidade de plasma seminal na
motilidade. Na auséncia do leite, BEDFORD et al. (1995), mostraram uma interagao
negativa entre o plasma seminal e a gema de ovo, entretanto, ele utilizou um tempo
de armazenamento que foi muito pequeno para discriminar entre a presenca e

auséncia de plasma seminal no diluente com leite.

A adicdo de diluentes ao sémen visa proteger os espermatozoides de
condigdes ambientais desfavoraveis, prolongar sua sobrevivéncia (PICKETT e
AMANN, 1987; BRISKO e VARNER, 1992) bem como aumentam a viabilidade do

sémen de garanhdes subférteis (BLANCHARD et al., 1987). Diversos diluentes com
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as mais variadas formulacbes ja foram utilizados para preservar sémen equino
(PICKETT et al., 1975).

Grandes numeros de diluidores tém sido utilizados para diluir, resfriar,
armazenar, transportar e congelar o sémen de garanhdes.

Pretende-se com sua utilizagdo, reduzir perdas de espermatozdides no
equipamento de inseminagao, quando sao utilizados pequenos volumes de sémen
altamente concentrado, prolongar a viabilidade dos espermatozoides, incorporar
antibidticos no sentido de reduzir o numero de bactérias introduzidas no utero de
éguas, e permitir o resfriamento, o armazenamento e o transporte a longas
distancias, bem como o congelamento do sémen (PICKETT e VOSS, 1975).

Os diluentes a base de leite sdo conhecidos, por serem de alta praticidade e
sao efetivos na protecdo do espermatozoide durante o armazenamento antes da
inseminagao artificial. O leite € um fluido biolégico com uma composigdo complexa e
contém componentes os quais sao benéficos e prejudiciais ao espermatozoide
(BATELLIER et al., 1998).

O numero total de espermatozdides que chegam ao oviduto até 4h apos a
inseminagao, com sémen fresco diluido, é significativamente maior para garanhdes
férteis comparados aos subférteis (SCOTT et al., 1995).

O transporte e a sobrevivéncia do sémen no trato reprodutivo da égua parece
nao diferir entre o sémen fresco e congelado (TROEDSSON et al., 1998).

Os componentes basicos dos diluidores tem sido: a agua, os tampdes e as
substancias n&o ibnicas, macromoléculas séricas do leite e da gema de ovo,
acgucares, antibioticos e crioprotetores.

No que se refere as taxas de concepcgao obtidas e as varias caracteristicas

reprodutivas, avaliadas para o diluidor de NAGASE e NIWA (1964), a modificagdo do
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diluidor pela retirada do glicerol, de sua formulacdo original, permitiu obter altas
taxas de concepgao, similares as observadas para o sémen “in natura”.(PICKETT e

VOSS, 1975).

De maneira geral, tem sido demonstrado pela maioria dos pesquisadores, um
efeito contraceptivo do glicerol sobre a fertilidade do sémen do equino (PICKETT e
VOSS, 1975; LOMIS et al., 1983, PALMER, 1984 e ARNS et al., 1987), com taxas

de concepgao no primeiro ciclo de 40 a 57% e total de 70 a 90%.

Os resultados obtidos apontam indices de fertilidade superiores com a
utilizagcao da inseminacéao artificial com sémen fresco diluido do que com a monta
natural. Estes dados coincidem com os achados de VOSS e PICKETT (1976), com a
utilizacdo de sémen “in natura’. Esta superioridade deu-se principalmente pela

diminuicao da contaminacao bacteriana apés a inseminacao artificial.

No momento da cobertura, o pénis do garanhao carreia uma série de debris e
microorganismos, préprios e do meio exterior, que sao depositados diretamente no
lumen uterino causando uma infec¢ao uterina (KENNEY et al., 1975). A maioria das
éguas consegue eliminar essa contaminagdo até 96 horas apds e ficam livres da

infeccdo antes que o embrido esteja no utero (HUGUES e LOY, 1969).

MATTOS (1995), demonstrou que o fator diluicdo leva a uma redugcao da
concentracdo bacteriana no sémen diluido em comparagédo ao sémen “in natura’.
Este fato, associado ao fracionamento do ejaculado e consequente diminui¢gdo do
volume, faz com que o numero de bactérias introduzidas no interior do utero, com
inseminacao artificial e com sémen diluido, seja menor que com a monta natural.

A adicao de diluentes ao sémen prolonga significativamente a manutencao da
motilidade. De fato, os diluentes sdo considerados o fator mais importante na

preservagao dos espermatozoides (MANN e LUTWAK-MANN, 1981), e existe um
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consenso quanto a capacidade dos diluentes protegerem e prolongarem a vida das
células espermaticas (PICKETT e AMANN, 1987).

HEISKANEN et al. (1994), observaram que o sémen diluido sustentou sua
capacidade fertilizante por mais de 80 horas quando coletado, diluido e utilizado em

inseminacdes artificiais até 12 apds a ovulacio.

2.2 Ci0 DO POTRO E MORTE EMBRIONARIA

Tendo em vista que a égua apresenta um longo periodo gestacional, com
média proxima aos trezentos e quarenta dias (JENNINGS, 1941; BLANCHARD et
al., 1989), ha um prazo de cerca de 25 dias entre o parto e uma nova concepgéo
para que o intervalo entre partos seja menor de doze meses.

Como caracteristica, a égua apresenta o primeiro cio pés-parto entre 0 4° e o
18° dia sendo este conhecido como “cio do potro” (MATHEUS et al., 1967), porém os
indices de fertilidade deste cio s&o inferiores aos demais (CASLICK, 1937;
JENNINGS, 1941; TRUM, 1950; GINTHER, 1979; MERKT e GUNZEL, 1979; LIEUX,
1980; KOSKINEN e KATILA, 1987 e MATTOS e CAVALHEIRO, 1988).

Segundo ROCHA et al. (1976), a utilizacdo do cio do potro para cobertura de
éguas deve ser estimulada, pois permite que boa parte das éguas fique prenhes ja
no primeiro cio, fato que representa uma diminui¢cao do intervalo interpartos.

De acordo com SILVA et al. (1987), a fertilidade das éguas no cio do potro é
inferior, resultando em indice de prenhez de 66,6%. MERKT (1984), cita que a
reabsor¢cao embrionaria € mais comum nas coberturas realizadas no cio do potro e
que esta aumenta quando se utiliza a inseminagao artificial com sémen congelado.

Eguas que conceberam no cio do potro tém aumento da incidéncia de perda

embrionaria devido a alta producéo de leite e consequente balangco energético
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negativo da égua. Outros estudos indicam um aumento na morte embrionaria nos
dias 25° a 31° em éguas mal alimentadas, enquanto que a restricao de dietas de
éguas com gestacao gemelar normalmente resulta da perda de um embrido (BELL E
BRISTOL, 1987).

Por ocasiao do cio do potro, ha um ambiente adverso fisio e histologicamente
ao desenvolvimento do embrido. A esse efeito soma-se o fato de que, entre 0 6° e 0
10° dia pos-parto, 50 a 90% das éguas apresentam alta contaminagao por bactérias
facultativamente patogénicas no utero, inclusive Streptococcus hemolitico (WEISS

et al., 1976; GIGAX et al., 1979; NAGLIC et al.,1980; RIDEOUT et al., 1982).

Rejeicdo imunoldgica e anormalidades cromossémicas usualmente resultam
em mortes embrionarias e geralmente ndo séo detectadas (TOLSDORF, 1976).

Alguns fatores sdo apontados como causa desta baixa fertilidade. Dentre
estes se destaca a involugédo uterina incompleta (TOLSDORF, 1976; POPE et al.,
1979; SEXTON e BRISTOL, 1985; SALTIEL et al., 1987) e processos inflamatorios
do endométrio que ocorrem durante o parto e cépula (GIGAX et al.,, 1979). A
involugdo uterina estaria relacionada com o intervalo parto ovulagéo e LOY (1980) e
BELL e BRISTOL (1987), observaram uma maior taxa de concepg¢ao nas éguas que
ovularam apos o 10° dia, semelhante ao encontrado por McKINNON (1988), que
observou prenhez superior nas éguas que ovularam apdés o 15° dia.

Na perda embrionaria antes do 12° dia pds-ovulagao, a lutedlise ocorre como
um ciclo normal e a égua normalmente entra em cio antes do 21° dia. Como citado
na literatura, fatores ambientais, particularmente aqueles que causam stress em
éguas prenhes sao importantes causas de morte embrionaria (SILVA et al., 1987).

Durante 1985, a ultra-sonografia transretal foi utilizada para estudar a perda

embrionaria em éguas de cria. Treze por cento dos diagndsticos de prenhez



23

positivos foram subseqlentemente perdidos na oitava semana pés-ovulagcdo. A
idade avancada da égua foi associada com um histérico de endometrite e aumento
da perda embrionaria. WOODS (1989), concluiu que alguns casos importantes de
perda embrionaria em éguas subférteis ocorreram antes do periodo de 7-9 dias pos-
ovulacao.

Segundo CARNEVALE e GINTHER (1992), uma contratibilidade uterina
insuficiente poderia resultar em uma reducédo da mobilidade do embrido, um contato
insuficiente do mesmo com o endométrio e consequentemente lutedlise e perda
embrionaria.

Duas alternativas podem ser utilizadas para que se evite a morte embrionaria.
O atraso do cio do potro e o adiantamento do segundo cio pds-parto. Este podera
ser realizado com a utilizacdo de analogos da prostaglandina (TOLKSDORF, 1976;
KLUG et al., 1977; BURNES et al., 1979) onde os autores revelaram que o método
retarda o momento da primeira cobertura pés-parto, facilitando a involugao uterina e

aumentando a proliferagao glandular do endométrio.

Mecanismos envolvidos na involugcdo uterina tais como: contracdo uterina,
evacuagao de conteudos uterinos, restauragdo da superficie epitelial e fagocitose
bacteriana sdo estimulados pelos niveis de estrogenos circulantes
(VANDEPLASSCHE et al., 1983; EVANS et al., 1986; HAYES e GINTHER, 1986;
JONES et al., 1990).

Os niveis de progesterona sao importantes para a manutencdo da fungao
endometrial e prenhez (BELL E BRISTOL, 1987).

A produgao de progesterona pelo corpo luteo € muito importante durante o
inicio da prenhez. A hipofuncéo do corpo luteo pode resultar em subdesenvolvimento

de atividades funcionais para a manutencdo. O estimulo inadequado das células da
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granulosa na ovulagdo pelo LH poderia resultar na formacdo de um corpo luteo

improprio (BELL E BRISTOL, 1987).

2.3 INSEMINACAO ARTIFICIAL ANTES E APOS A OVULACAO

A frequéncia de coberturas ou de inseminagdes € um dos aspectos mais importantes
do manejo reprodutivo de equinos, embora tenha merecido reduzida consideragéo
da literatura. Ela depende, fundamentalmente, da individualidade do garanh&o e do
tipo de sémen a ser utilizado.

Igualmente importantes para o sucesso da concepg¢do, sdo a motilidade
progressiva, morfologia espermatica, acompanhamento sistematico do
desenvolvimento folicular, a determinacdo do momento da ovulacdo, a duragao da
viabilidade do 6vulo no sistema genital da égua bem como a qualidade do ambiente
uterino (SILVA FILHO, 1994; SILVA FILHO et al., 1998).

O periodo de sobrevivéncia dos gametas no sistema genital da égua foi
motivo de estudos ja na década de 40 (ZIVOTKOV, 1941; SKATIN, 1943; LAIG,
1943), quando se observaram melhores resultados com inseminacgdes artificiais
realizadas até 48 h antes da ovulagdo ou no momento de sua ocorréncia, em
relacéo as realizadas apds a ovulagdo (58 a 100% de concepgao total) com sémen
fresco.

Quanto as inseminagdes apos a ovulagado, PICKETT et al. (1987), e WOODS
et al. (1990), consideraram-nas viaveis dentro de 12 h da sua ocorréncia, quando os
resultados foram semelhantes aos de inseminacdes antes da ovulacdo. No entanto,
KATILA et al. (1988), obtiveram fecundagdo em até 18-24 h apds a ovulagao,

embora os resultados fossem melhores em até 12-18 h apds a sua ocorréncia.
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Segundo HUNTER (1990), a partir de 12h apds a liberagdo do ovdcito, torna-se
significativo um processo de degeneragdo nuclear que leva ao pareamento
imperfeito dos cromossomos no processo de mitose do zigoto, levando a morte do
embrido. Assim, no experimento de KATILA et al. (1988), em que a taxa de
concepgao total foi de 46%, apds inseminagdes artificiais de zero a 27 h apds a

ovulagao, houve uma queda para 29%, devido as perdas embrionarias.

O periodo de viabilidade do espermatozdide e ovdcito in vivo é bastante
controverso. Esta variabilidade determina o intervalo maximo da inseminagao
artificial e ovulagéo, capaz de proporcionar boa fertilidade (WOODS et al., 1990).
Alguns trabalhos comparam a fertilidade de éguas cobertas em diferentes intervalos
antes e/ou apos a ovulagdo (ZIVOTKOV, 1940; LAIG, 1943; KEDROV, 1945;
CHENG, 1965; KAMHI e VARADIN, 1965; PALMER, 1964; WOODS et al., 1990),
com um decréscimo da taxa de prenhez proporcional ao aumento do intervalo da
cobertura a ovulagcdo (KAMHI e VARADIN, 1965). Deve-se ressaltar que a ovulagéo
na égua ocorre de 24 - 48 horas antes do final do cio (VAN RENSBURG e VAN

HERDEN, 1953).

A associacao de inseminacoes artificiais antes e apds a ovulagao proporciona

maior seguranca em relagao a viabilidade espermatica no momento da ovulagao.

Comparando inseminagdes realizadas 24h antes com inseminagdes de 24-48
h antes da ovulacdo com as inseminagdes realizadas de zero a 12h apds a
ovulagdo, HEISKANEN et al. (1994), obtiveram melhor resultado com o segundo
grupo. No entanto, o intervalo de até 12h para a inseminacgéo artificial apos a
ovulagdo garantiu a fecundagdo eliminando a necessidade de maior sobrevivéncia

espermatica.
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ALIEV (1981), trabalhando com sémen congelado, nao observou diferenca
quanto as taxas de concepcdo total entre intervalos de 2 a 48h entre as

inseminacdes.

LIMA (1995), ndo obteve diferenga entre os grupos de 48, 24 antes e 48h

mais uma inseminacgao até 24h apds a ovulacao.

Para CHENG (1965), quanto mais proxima da ovulagao for a inseminagao
com sémen diluido, mais alta sera a taxa de concepcdo. Ja PALMER (1964),
trabalhando com éguas inseminadas de 24 a zero e zero a 12 h antes da ovulagao e
12 a 24 h apos a ovulagéo, obteve uma fertilidade por ciclo de 50%, 47% e 18%

respectivamente.

O espermatozdide equino pode aparentemente ser armazenado e € capaz de
sobreviver por um longo tempo no trato reprodutivo de éguas. Por outro lado, a
fertilidade ocorre mesmo quando éguas séo inseminadas apos a ovulagédo (WOODS,
1990). Isto sugere que o sémen armazenado por um tempo prolongado no trato
reprodutivo da fémea ndo seja submetido a capacitagdo no cavalo (TROEDSSON,

1998).

Somente uma pequena porgcdo do ejaculado/dose inseminada migra com
sucesso ao local de fertilizagcdo. Uma eliminagcao de sémen através da cérvice na

vagina ocorre com horas de inseminagao (BADER e KRAUSE, 1980).

Esta rapida eliminacdo de sémen pelo utero coincide com um aumento na
atividade mioelétrica seguida a inseminagao e pode, entretanto, ser o resultado da
atividade uterina em resposta a inseminagdo. Quando éguas foram inseminadas
com sémen fresco, 25% de perda de espermatozoides na vagina foram observados

com poucas horas apés a inseminacéo (BADER e KRAUSE, 1980).
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A perda retrograda de espermatozoides foi maior seguida da inseminagao
com sémen diluido (74%) ou sémen congelado (96%). Nenhum mecanismo foi
determinado que poderia explicar estas diferencas entre o sémen fresco e diluido ou
congelado, mas alteracao da membrana celular e danos durante a manipulagcéo do
sémen foram sugeridos pelos autores como causas potenciais (TROEDSSON et al.,
1998). Parece, entretanto que a endometrite pds-cobertura € transitéria e fisioldgica,
com o proposito de se eliminar o excesso de espermatozéides, produtos seminais e
contaminantes do utero. Isto ajudaria o utero a providenciar um ambiente que é
compativel com a sobrevivéncia de um embrido quando o mesmo vem para o lumen

uterino em 5 dias pés-fertilizagdo (TROEDSSON et al., 1998).

O plasma seminal pode agir como um modulador inflamatério no utero e no
minimo, em parte, ser responsavel pela natureza transitoria induzida pela cobertura.
Baseado em observacgdes clinicas, a inflamacgao uterina induzida parece ser maior
quando a égua € inseminada com o sémen congelado (sendo que o plasma é
removido), comparado ao sémen diluido (com o plasma seminal). Em adigao,
ingredientes nos diluidores para o congelamento de sémen, como a gema de ovo e
o glicerol podem causar uma resposta inflamatéria no utero. Entretanto, o diluidor
contendo somente gema de ovo, causa uma inflamagao quando infundido no utero

de éguas em cio (KOTILAINEN et al., 1994).

De acordo com PICKETT (1993), a inseminagao com sémen congelado antes
da ovulagcado precisa ser realizada com 12-24h para que se obtenham as melhores
taxas de prenhez. Isto pode ser comparado a adequadas taxas de concepcgao
quando com sémen fresco, a inseminacao é realizada com dois a trés dias antes que

ovulagdo ocorra (BRINSKO e VARNER, 1993). A concepg¢éo tem sido reportada
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seguida da inseminacao de éguas com 6 dias antes da ovulagado, com sémen fresco

(BURKHANDT, 1949; DAY, 1942).

Em contraste, taxas de prenhez sao reportadas por ambos, sémen fresco e
congelado quando éguas sao inseminadas com 6h apds a ovulagéo (KLOPPE et al.,

1988; WOODS et al., 1990).

KEDROV (1945), obteve taxas de concepg¢do de éguas inseminadas com
sémen fresco antes e apos a ovulacio de 51,8% e 56% , respectivamente. BELLING
(1984), obteve 75,05% de éguas gestantes com coberturas pds-ovulagédo e
KOSKINEN et al. (1990) obteve 100 % de fertilidade para éguas inseminadas dentro
do periodo de 18 h péds-ovulagdo. Para WOODS et al. (1990), para éguas
inseminadas antes da ovulagdo ou no dia da ovulagdo com sémen congelado (63
versus 55%, respectivamente), foram semelhantes a fertilidade obtida por PALMER
(1984) de 47 a 66%, para éguas inseminadas apenas uma vez, de zero a 72 h apods
a ovulagdo. As taxas de concepgao totais obtidas por CHALOUB et al. (1996), com
inseminacgdes 48 e 24 h antes da ovulagao foram 48% e 60% e apds a ovulagéo de
59,52%, semelhantes as apresentadas por ZIVOKTOV (1941), KEDROV (1945),
CHENG (1965), com sémen fresco e WOODS et al. (1990), para as éguas
inseminadas em periodos similares, antes da ovulagdo com sémen congelado.
KAMHI e VARADIN (1965), obtiveram uma taxa de concepgao total de 92, 5% para

éguas cobertas 24h antes da ovulagao.

SAMPER (1998), afirmou que as éguas inseminadas uma vez com 12h apds
a ovulagéo, obtiveram uma taxa de prenhez significativamente menor que as éguas
inseminadas uma vez antes da ovulagdo, 30 a 60% respectivamente. SAMPER
(1991), afirma que se o sémen a ser utilizado é de pobre qualidade, a inseminagao

deveria ser efetuada em éguas com 6 h antes da ovulagdo. Em geral, o sémen de
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muitos garanhdes deveria ser utilizado o mais préximo possivel da ovulagao.
WOODS et al. (1990), observou taxas de prenhez acima de 30% no maximo de 12-
24 h apds a ovulacdo. Entretanto, taxas de prenhez satisfatérias tém sido
alcangadas utilizando-se sémen congelado antes da ovulagdo (COCHRAN et al.,
1983; CRISTANELLI et al., 1983).

Ambos, KLOPPE et al. (1988), e BARTACINI et al. (1999), tém reportado
taxas satisfatérias de prenhez seguidas de inseminagdes apds a ovulagao acima até
de 6h. Nenhum destes autores investigou os resultados da inseminagdo com sémen
congelado por mais de 6h. McKINNON (1996), sugeriu que isto resultaria em baixas
taxas de prenhez enquanto PACE e SULLIVAN (1975) observaram mais gestagdes
resultadas de inseminacdes em 12h apds a ovulagcdo que em 12h antes.

SILVA et al. (1987), obtiveram os mesmos indices de concepgdo em éguas
inseminadas antes e ap6s a ovulagdo (66,6%) no cio do potro. Ja, em éguas
inseminadas com potro ao pé excluindo-se o cio do potro, este indice aumentou em
20-38% nas éguas inseminadas antes da ovulagéo.

MERKT (1984), sugere que seja feita a inseminagao artificial apos a ovulagao,
pois seus resultados foram superiores quando utilizou este momento para inseminar.

Segundo BELLING (1984), apenas uma cobertura/inseminagdo apos a
ovulacdo é viavel e traz como consequéncias benéficas por coleta de sémen:
reducao na sobrecarga do garanhao, reducao de provaveis traumas e infecgdes com
éguas e garanhbes, aumento do numero de éguas a serem servidas por um
garanhao em uma estagao possibilitando um maior retorno do investimento.

O espermatozoide equino encontra-se no oviduto com 2h apds a inseminagao
em éguas pos-ovuladas, podendo ser encontrado até 4h apds a inseminagao

(BADER, 1982).
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Quando éguas sao inseminadas antes da ovulagéo, espermatozéides moveis,
com acrossoma intacto (77%) de um garanhao fértil, podem ser encontrados no
istmo caudal do oviduto até 4h apds a inseminagao (SCOTT et al., 1994).

O transporte de espermatozodide ao oviduto pode estar completo em 4h apés
a inseminacgdo. As taxas de concepgao sao significativamente prejudicadas quando
éguas sao submetidas a lavagens uterinas com 30 minutos a duas horas apos a
inseminagao, mas, a lavagem uterina nao tera algum efeito adverso na fertilidade se
a mesma for realizada com 4h apds a inseminagdo (BRINSKO, 1990; BRINSKO
1991).

Acredita-se que espermatozoides férteis sdo requisitados e armazenados em
um local especifico no oviduto até que a ovulagcado ocorra. O istmo caudal em muitas
espécies parece ser o local de armazenamento de espermatozdides e sugere-se que
essa regiao seja um reservatorio de espermatozoides antes da ovulagdo no trato
reprodutivo de éguas (BADER, 1982; SCOTT et al.,, 1994). Foi recentemente
demonstrado que as concentracbes de calcio intracelular foram mantidas a niveis
basais no espermatozoide, quando o mesmo encontrava-se em contato com as
células epiteliais do oviduto, desta forma prevenindo a capacitagao espermatica. A
liberacdo do espermatozéide de seu reservatério € influenciada pelo horario da
inseminagao, mas este mecanismo nao € plenamente compreendido (DROBNIS e
OVERSTREET, 1992).

Entretanto, estudos in vitro sugerem que a capacitagao pode ser um fator na
separagao do espermatozéide pelo oviduto (DROBNIS e OVERSTREET, 1992).

O transporte do sémen e a sobrevivéncia do espermatozdide no trato
reprodutivo de éguas variam entre garanhdes férteis e subférteis, entre éguas férteis

e subférteis e entre sémen fresco e congelado (DROBNIS e OVERSTREET, 1992).



31

E de consenso dos autores que, quanto mais préxima da ovulagdo for

realizada a inseminagao, maiores serao os indices de concep¢ao.

2.4 SEMEN CONGELADO

O primeiro estudo relatando a prenhez obtida com sémen congelado de
garanhdo foi publicado por BAKE e GANDIER em 1957. Na década de 60,
pesquisadores japoneses conseguiram congelar e armazenar sémen de garanhdes
a -70° C (NISHIKAWA et al., 1968).

No Brasil, o método de congelamento e armazenamento de sémen equino foi
introduzido na década de 70, sendo executado no Departamento de Medicina
Veterinaria da UFPR (WEISS, 1976).

Para que o sémen fertilize um o6vulo viavel, diferentes processos precisam
ocorrer. O espermatozoide precisa ser transportado e mantido no local de fertilizagcao
no oviduto, além de que necessita ser capacitado para que possa penetrar no évulo.
A motilidade do espermatozdide € necessaria para a penetracdo no ovulo, e
enzimas precisam ser liberadas através da reagcao acrossdmica. Apos a penetragao
espermatica da Corona radiata e zona pelucida do 6vulo, o segmento equatorial do
espermatozoide precisa ser habil a fundir-se com a membrana celular do ovécito, o
qual ira “pinocitar” o espermatozdéide. Até o momento n&o foi possivel de distinguir os
espermatozoides capazes de fertilizacdo daqueles que nado o sdo. Muitas
consideragdes tém mostrado fatores que sdo necessarios para a manutencdo da
motilidade espermatica e metabolismo na avaliacdo da qualidade do sémen.

Entretanto, fatores como caracteristicas bioquimicas e mudangas no

espermatozoide e plasma seminal, contratilidade uterina e microambiente do trato
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genital feminino, podem ser componentes essenciais para o sucesso no local da
fertilizacdo. A integridade das macromoléculas da membrana espermatica pode ser
um importante componente da longevidade espermatica (CRABO, 1974; PAVELKO

e CRABO, 1976).

A motilidade uterina durante o cio e em sua resposta ao sémen € comumente
fator importante para o transporte espermatico. Este transporte podera ser afetado
por algum constituinte do plasma seminal como a prostaglandina no sémen de
carneiro (GUSTAFSSON et al., 1977). A bioquimica da membrana é importante fator
para a capacitagdo espermatica, reacao do acrossoma e fertilizacdo (HUNTER e
NORNES, 1969). Todos estes fatores podem afetar o transporte e a sobrevivéncia

do espermatozdide no trato reprodutivo da fémea.

Observagdes sugerem que o sémen congelado tem vida consideravelmente
mais curta no trato reprodutivo da égua comparado com o sémen fresco. Entretanto,
sugere-se que a rapida capacitagdo pode ocorrer em ambos, sémen fresco e
congelado. A razao para os diferentes tempos de sobrevivéncia entre o sémen
fresco e criopreservado nao foi determinada. A criopreservacao altera a habilidade
do espermatozdide em ligar-se a ambas: células epiteliais do oviduto e zona
pelucida, mas o mecanismo para esta disfuncdo nao é claro. Sugere-se que a
habilidade do espermatozdéide no sémen congelado chegar ao oviduto,
particularmente a ampola, € menor que a do espermatozéide no sémen fresco

(BADER, 1982).

Com relagdo aos indices de fertilidade nas inseminagdes artificiais com
sémen congelado de eqiino, MARTIN et al. (1979); MULLER, (1982); PICKETT et

al. (1975), indicam uma variagéo entre 51,3% e 75%.
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As taxas de prenhez por inseminagdo com o sémen congelado s&o
geralmente metade daquelas alcangadas com o sémen diluido (PICKETT e AMANN,
1993). As baixas taxas de prenhez para o sémen congelado poderiam ser
explicadas por mudangas biofisiolégicas que o espermatozdide sofre durante a
criopreservagao (TROEDSSON et al., 1998).

Observagdes clinicas sugerem que a inseminagdo com sémen congelado
resulta em inflamagéo uterina. Uma reacgao transicional, mas de pouca magnitude
pode ser também observada em muitas éguas seguidas de monta natural ou
inseminagao artificial com sémen fresco. Espermatozéides sozinhos (desprovidos de
plasma seminal e contaminantes bacterianos), causam um influxo de neutréfilos
polimorfonucleares no utero (TROEDSSON, 1995). Se a habilidade da égua para
‘limpar-se” fisiologicamente de uma inflamacédo uterina for prejudicada, esta
inflamacgao ira persistir e transformar-se em endometrite com baixa fertilidade como
resultado (TROEDSSON et al., 1993; LE BLANC et al., 1994; PYCOCK, 1994,
TROEDSSON et al.,, 1995). Em adicdo, deve ser considerada a duragdo da
inflamagao poés-cobertura quando se realizam repetidas inseminagdes com sémen
congelado (TROEDSSON et al., 1998).

Somente 29,8% dos garanhdes apresentam sémen com qualidade para o
procedimento de congelamento. As diferentes etapas do processamento para o
congelamento do sémen eqlino podem representar grandes variagbes nos
resultados obtidos (KLUG et al., 1992). Testes de fertilidade no uso de sémen
congelado s&o usualmente baseados no numero total de espermatozdides
inseminados com a exigéncia de que a dose inseminante tenha no minimo 30% de
espermatozéides com motilidade progressiva apds o descongelamento (MULLER,

1982; LOOMIS et al., 1983; LOVE et al., 1989; SAMPER, 1994).
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As taxas de motilidade pds-descongelamento do sémen variam entre
garanhdes e entre ejaculados do mesmo garanh&o. As doses inseminantes
geralmente contém de 100 a 400 milhdes de espermatozdides com motilidade
progressiva apos o descongelamento (COCHRAM et al., 1983; CRISTANELLI, 1984,
HEITLAND, 1995). CRISTANELLI et al. (1983), descobriram que o0 sémen
descongelado permanece com a motilidade a 37° C por mais de 90 minutos.

A média da taxa de prenhés obtida por NEWCOMBE (1999), com sémen
congelado foi de 40%.

Os relatos do numero de espermatozdéides moveis necessarios para
maximizar as taxas de prenhez com sémen congelado de garanhdes sao limitadas,
mas uma dose inseminante de 500 milhdes de espermatozéides com motilidade
progressiva tem sido recomendada para otimizar as taxas de prenhez quando se
utiliza sémen fresco e diluido (PICKETT, 1987).

De acordo com os autores, o resultado da inseminagdo com sémen
congelado dependera de muitos fatores os quais estardo relacionados com a
qualidade do sémen pré-congelamento e pés-descongelamento, o tipo de diluente e
crioprotetor utilizado bem como a afinidade entre as células espermaticas e os
diluentes/crioprotetores utilizados na técnica de congelamento, o numero total de
espermatozoides viaveis por dose inseminante (motilidade progressiva, integridade

de acrossoma) e 0 momento da inseminacgao.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi dividido em trés experimentos conforme o quadro 1.

QUADRO 1. - PLANO EXPERIMENTAL

INSEMINACAO ARTIFICIAL NA EGUA

EXPERIMENTO A

IA COM SEMEN "in natura"
160 EGUAS

ESPECULO DE POLANSKY
80 EGUAS

TECNICA MANUAL
80 EGUAS

EXPERIMENTO B

IA COM SEMEN DILUIDO
142 EGUAS

TECNICA MANUAL
142 EGUAS

EXPERIMENTO C

IA COM SEMEN CONGELADO
123 EGUAS

ANTES DA OVULAGAO (12h)
65 EGUAS (TECNICA MANUAL

APOS A OVULACAO (6h)
58 EGUAS (TECNICA MANUAL)
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3.1 EXPERIMENTO A

Inseminacdo artificial com sémen “in natura” com espéculo de Polansky e pipeta

orientada manualmente

Animais

Foram utilizadas 160 éguas da raga Crioula com idade entre trés a 14 anos,
que foram inseminadas na estagdo de monta nos meses de novembro a janeiro
alocadas em propriedades da Regido Metropolitana de Curitiba. Os animais foram
divididos em dois grupos de 80 animais de diferentes categorias reprodutivas: cio
induzido com PGF2a no 20° dia pos-parto e éguas no segundo cio pos parto (30°
dia), clinico-ginecologicamente sem alteragdes. O manejo alimentar foi realizado em
pastagem de azevém, (lolium multiflorum) e trevo branco (trifoliun repens) como
pastagem de inverno e primavera, € no verao com pastagem de milheto (penisetum
americanum) e sal mineralizado a vontade. O manejo sanitario dos animais foi
realizado com administracdo de vermifugo periodicamente, vacinagao contra raiva,

tétano e influenza equina.

Controle folicular

As éguas foram controladas diariamente por palpacéao retal e ultra-sonografia
(Aloka 210 model UST-5813N-5 serial n° 95800558) ovarica para o
acompanhamento da dinamica folicular. As inseminacgdes foram realizadas quando o
foliculo atingia 30 mm, efetuando-se no maximo duas inseminagdées com intervalo de
36 h. Nas éguas recém-paridas, a inseminacédo artificial foi realizada somente no
segundo cio, aproximadamente no 30° dia pos-parto. O controle acima descrito

também foi realizado no experimento B.
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Colheita de Sémen

A colheita de sémen do garanhé&o foi realizada com vagina artificial modelo
Hanover, sendo em seguida filtrado o ejaculado e realizada sua avaliagao
macroscopica e microscépica. O ejaculado foi fracionado contendo cada dose
inseminante 400 milhdes de espermatozoides com motilidade progressiva, para
imediatamente realizar a inseminacgao artificial. O mesmo procedimento foi realizado

no experimento B.

Inseminacdo com espéculo de Polansky

Apods a limpeza a seco da vulva, utilizou-se o espéculo de Polansky para a
visualizagao do cérvix que, fixado por uma pinga de colo de utero (Albreschten), para
a sua distensdo em sentido caudal e facilitar a introducdo da pipeta até o corpo do
utero.

Aplicava-se a dose inseminante com seringa adaptada a pipeta de

inseminacao.

Inseminacéo artificial com pipeta orientada manualmente

A limpeza da vulva e regido perineal foi realizada a seco e na sequéncia foi
colocada a luva plastica para toque retal lubrificada com soro fisiolégico. A
extremidade anterior da pipeta de plastico (modelo inseminagao artificial para
bovinos) foi protegida pela mao para a introdugdo na vagina sendo a mesma
orientada pelo dedo indicador para passagem pela cérvice. O sémen, em uma

seringa de plastico adaptada a pipeta foi aplicado no corpo do utero.
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Diagnostico de gestacao

As éguas inseminadas foram submetidas a exame ultrasonografico e a
palpacdo retal apds 16 dias da data da inseminagao, sendo o controle realizado a
cada 10 dias até o 45° dia de prenhez para o diagndstico de eventual reabsorgéo

embrionaria.

Eficiéncia reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva de todos experimentos foi determinada levando-se em
consideragao o numero de éguas inseminadas que apresentaram o parto com um

potro normal.

3.2 EXPERIMENTO B

Inseminacao artificial em éguas com sémen diluido

Animais
Foram selecionadas 142 éguas da raga Crioula com idade de trés a 14 anos
de diferentes categorias reprodutivas (éguas com potro ao pé e éguas vazias)

clinico-ginecologicamente sadias.

Avaliacio e diluicio do sémen

Apos a colheita do sémen, o mesmo foi filtrado e mantido em temperatura
ambiente (15 a 25° C), realizada a avaliagdo macro e microscopica. A diluicao foi

realizada com o diluente NAGASE e NIWA (1964) na propor¢ao de 1:1.
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Composicao do diluente:
- 75 ml de lactose 11%
- 25 ml de gema de ovo.
O fracionamento do ejaculado foi efetuado para que cada dose inseminante
obtivesse 400 milhdes de espermatozdides com motilidade progressiva.

Logo apds a diluigdo, o sémen foi utilizado.

3.3 EXPERIMENTO C

Inseminacao artificial em éguas com sémen congelado antes e apds a ovulagéo

Animais

Foram selecionadas 123 éguas da raca Brasileiro de Hipismo, com idade de
trés a 14 anos de idade e divididas em trés categorias reprodutivas distintas de
éguas: No cio do potro, cio induzido PGF2a no 20° dia pds-parto e éguas vazias com
histérico reprodutivo clinico-ginecologicamente normais, em haras situados na
Regido Metropolitana de Curitiba.

As reprodutoras foram divididas em dois grupos:
Grupo 1: éguas inseminadas num periodo até 12h antes da ovulagao
- 20 éguas inseminadas no cio do potro
- 22 éguas inseminadas no cio induzido com PGF2a

-23 éguas inseminadas no segundo cio pos-parto (30° dia).
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Grupo 2: éguas inseminadas num periodo de até 6h apds a ovulagao
- 18 éguas inseminadas no cio do potro
- 20 éguas inseminadas no cio induzido com PGF2o no 20° dia pés-parto

- 21 éguas inseminadas no segundo cio pos-parto (30° dia).

Controle da ovulacdo

O controle da dinémica folicular das éguas foi realizado com ultra-sonografia
(aparelho ja descrito) sendo o exame realizado trés a quatro vezes por dia com
intervalo de seis a oito horas. A inseminacgao foi realizada pela técnica manual, com
sémen envazado em macrotubos e palhetas contendo cada dose inseminante 400
milhdes de espermatozdides moveis e progressivos antes do congelamento. Como
indicativo de ovulagdo na ulrasonografia, levou-se em consideragdo o diametro
folicular, alteracdo da forma do foliculo; e pela palpacéao folicular, a sensibilidade e a
consisténcia da parede folicular, sendo a inseminagao antes da ovulagdo no maximo

de 12h e apds a ovulagado no maximo de 6h.

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados de todos os experimentos foi realizada através

do teste do qui-quadrado.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO A
Inseminacao artificial em éguas com sémen “in natura’ utilizando o espéculo de
Polansky e pipeta orientada manualmente.

Os resultados envolvendo as duas técnicas de inseminagao artificial sao
mostrados na tabela 1. Dos 80 animais inseminados com a técnica do espéculo de
Polansky, 65 éguas apresentaram gestagdo, perfazendo um total de 81,2% de
prenhez. Foram efetuados exames ultrasonograficos de 16 a 45 dias de prenhez (a
cada 10 dias) e os mesmos revelaram a incidéncia de trés reabsorgdes
embrionarias, perfazendo 4,6%. Durante a gestagcédo foi observada neste grupo, a
ocorréncia de um aborto no 5° més de gestacdao. Dos 80 animais pertencentes a
este grupo, 61 mostraram eficiéncia reprodutiva atingindo percentual de 76,25%.

Dos 80 animais inseminados com a técnica da pipeta orientada manualmente,
63 éguas gestaram, com um total de 78,8% de indice de prenhez. Foram efetuados
exames ultrasonograficos de 16 a 45 dias de gestacdo e estes revelaram a
incidéncia de duas reabsorgbes embrionarias resultando em 3,2%. Durante a
gestacédo foi observada neste grupo a ocorréncia de um aborto no 3° més de
gestacdo. Nos 80 animais inseminados neste grupo, a eficiéncia reprodutiva foi em

60 éguas de 75%.
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TABELA 1- RESULTADOS DE EGUAS INSEMINADAS COM AUXILIO DO ESPECULO DE POLANSKY

E VIA MANUAL
Espéculo de Polansky manual

n (%) n (%)
N° de éguas 80 80
% de gestacao 65 81,25 63 78,8
% de reabsor¢ao embrionaria* (65)3 4,6 (63)2 3,2
% de abortamento 1 1,5 1 1,6
eficiéncia reprodutiva 61 76,25 60 75

* 16-45 dias de gestagdo

4.2 EXPERIMENTO B
Inseminacéo artificial em éguas com sémen diluido

Os resultados da inseminagao artificial com sémen “in natura” e diluido sao
mostrados na tabela 2.

Os resultados mostram que, das 160 éguas inseminadas com sémen “in
natura”, 128 gestaram, perfazendo um total de 80%. Destes 128 animais gestantes,
cinco apresentaram reabsor¢gdo embriondria entre os 17 e 45 dias de gestagdo
perfazendo um total de 3,9 % de indice de reabsorg¢ao, e quatro animais abortaram,
sendo o indice de 3,1 % e uma eficiéncia reprodutiva de 74,3%. Das 142 éguas que
foram inseminadas com sémen diluido, 112 gestaram, perfazendo um total de indice
de prenhez de 78,9%. Destes 112 animais gestantes, trés apresentaram reabsorgao
embrionaria, perfazendo um total de 2,6% de indice de reabsorcao e trés animais
abortaram com indice de 2,6%. O total de éguas que apresentaram gestacao a

termo foi de 106, correspondendo a um indice de 74,6% de eficiéncia reprodutiva.
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TABELA 2- RESULTADOS DE EGUAS INSEMINADAS COM SEMEN “/N NATURA” E DILUIDO*

‘In natura” diluido

n % n %
N° de éguas inseminadas 160 100 142 100
% de gestacao 128 80,0 112 78,9
% de reabsorgcdo embrionaria** 5 3,9 3 2,6
% aborto 4 3,1 3 2,6
% eficiéncia reprodutiva 119 743 106 74,6

*Diluente: lactose 11% e gema de ovo
** 17-45 dias de gestacao
4.3 EXPERIMENTO C
Resultado da Inseminagao artificial na égua com sémen congelado, antes e apds a
ovulacéo.
Os resultados da Inseminacéo artificial em éguas com sémen congelado, antes

e apos a ovulagao sao mostrados nas tabelas trés e quatro.

Equas inseminadas 12 horas antes da ovulacdo

Foram observados que dos vinte animais inseminados no cio do potro, oito
gestaram totalizando 40% de indice de prenhez. Dos 22 animais inseminados no cio
induzido com PGF2a no 20° dia pds-parto, 12 gestaram perfazendo um total de 54,5%
de indice de prenhez. Dos 23 animais inseminados no 30° dia pds-parto, 14 gestaram

resultando em 60,8% de indice de prenhez.

Eguas inseminadas apds a ovulacio

Foi observado que dos 18 animais inseminados no cio do potro, oito gestaram
perfazendo um total de 44,4% de indice de prenhez e nos 20 animais inseminados no

cio induzido com PGF2a no 20° dia pds-parto, 11 gestaram totalizando 55% de
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prenhez. Dos 21 animais inseminados no 30° dia pds-parto, 13 gestaram resultando

em 61,9% de indice de prenhez.

TABELA 3- RESULTADOS DA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM EGUAS COM SEMEN CONGELADO
ANTES E APOS A OVULACAO

Categorias Antes da ovulagdo* apos a ovulacao™*
reprodutivas
nti n°g (%) n°ti. n°g (%)
Cio do potro*** 20 08 40,0 18 08 444
20° dia pés-parto(PGF2o) 22 12 54,5 20 11 55,0
30° dia pés-parto 23 14 60,8 21 13 61,9

* <12 horas antes da ovulacao

**< 06 horas apds a ovulagao

*** 1° cio pos-parto

n°t.i. — numero total de éguas inseminadas

n°g — numero de éguas gestantes

GRAFICO 1 — [NDICES DE PRENHEZ EM EGUAS INSEMINADAS COM SEMEN CONGELADO NO CIO
DO POTRO, CIO INDUzZIDO coM PGF,, E 30° DIA POS PARTO ANTES E APOS A
OVULACAO
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Os resultados da inseminagao artificial na égua com sémen congelado séo
mostrados na tabela 4.

Na tabela 4 pode-se observar os resultados da inseminacdo artificial com
sémen congelado sendo que no grupo |, de 38 éguas inseminadas, 16 apresentaram
gestacdo, sendo o indice de 42,1% de prenhez, das quais entre o 15° e 45° dia de
prenhez, trés apresentaram reabsor¢céo embrionaria (16,8%).

No grupo Il, de 42 éguas que foram inseminadas, 23 gestaram, perfazendo um
indice de prenhez de 54,8% sendo que uma égua apresentou reabsor¢ao embrionaria
(4,3%).

No grupo lll, de 43 éguas inseminadas, 27 gestaram, com indice de prenhez de

62,8% e duas reprodutoras apresentaram reabsorgao embrionaria (7,4%).

TABELA 4 — RESULTADOS DA INSEMINAGCAO ARTIFICIAL NA EGUA COM SEMEN CONGELADO

CATEGORIAS INSEMINADAS GESTANTES REAB. EMBRIONARIA*

REPRODUTIVAS n n (%) n (%)
Cio do potro*** 38 16 421 3 16,8°
20° dia pos-parto** 42 23 54,8 1 4,3°
30° dia pés-parto 43 27 62,8 2 7,4
Total 123 66 54,2 6 9,1

* 15-45 dias de gestacgao
**indugao do cio com PGF2a
*** 19 cio pos-parto

2 | etras diferentes na mesma coluna diferem significativamente p< 0,05

Os resultados das éguas inseminadas com sémen congelado sdao mostrados

nos graficos 2 e 3.
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GRAFICO 2 — INDICE DE PRENHEZ EM EGUAS INSEMINADAS COM SEMEN CONGELADO
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5 DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO A

Inseminacao Artificial em éguas com sémen “in natura” utilizando espéculo de
Polansky e pipeta orientada manualmente.

Na avaliagdo estatistica dos resultados encontrados entre as duas técnicas
utilizadas, ndo houve diferenga significativa quanto ao indice de prenhez, reabsorgéo
embrionaria, aborto e eficiéncia reprodutiva.

Os resultados semelhantes estdo relacionados com o pequeno volume de
sémen aplicado sendo que KLUG (1987), e MATTOS e CAVALHEIRO (1988),
observaram diferenga acentuada na eficiéncia reprodutiva entre éguas cobertas

naturalmente e inseminadas.

5.2 EXPERIMENTO B

Inseminacao artificial na égua com sémen “in natura e diluido

Os resultados dos dois grupos de éguas inseminadas logo apos a colheita do
sémen nao apresentaram diferengas significativas, ndo sendo necessaria a diluicdo do
sémen. Entretanto, para a conservacdo do sémen por um periodo mais longo, €&
necessaria a diluicdo com meios enriquecedores (KENNEY, 1975; HEISKANEN et al.,
1994; PICKETT e AMANN, 1987; BRINSKO e VARNER, 1992; BLANCHARD et al.,

1987; PICKETT et al., 1975; PICKETT e VOSS, 1975).
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5.3 EXPERIMENTO C
Inseminacgéo artificial em éguas com sémen congelado antes e apos a ovulagéo

Os resultados das inseminacgdes artificiais antes e apds a ovulagao deste
experimento no grupo de animais inseminados no cio do potro (40%), assemelham-se
aos observados por PALMER (1964), de 47%.

Considerando o grupo de animais inseminados antes da ovulagdo no cio
induzido com PGF2a (54,5%), verifica-se que s&o inferiores aos resultados obtidos
por CHALHOUB et al. (1996), de 48% com o tempo de 48h antes da ovulagao e
inferiores aos de PALMER (1964), e de PAPA (1988), de 65-70%.

No grupo inseminado no 1° cio subsequente ao cio do potro, observou-se
60,8% de indice de prenhez, sendo inferior aos resultados encontrados por WOODS
et al. (1990), de 63% e igual ao de SAMPER e MORRIS (1998), de 60%.

Em comparagédo aos resultados obtidos por VIDAMENT et al. (1997), de 21-
32% e de NEWCOMBE (1999), de 40%, estes resultados foram superiores.

ROCHA et al. (1976), indicam a utilizagcdo do cio do potro para coberturas,
entretanto, neste experimento observou-se um grande indice de concepgao, porém
com alta taxa de morte embrionaria, concordando com as observagdes de SILVA et al,
(1987), MERKT (1984) e ROCHA et al. (1976).

Mesmo que haja o estimulo para coberturas e inseminagdes no cio do potro, ha
uma incidéncia alta de contaminagédo por bactérias facultativamente patogénicas no
limen uterino, incluindo Streptococcus f—-haemoliticum (WEISS et al.,1976; GIGAX et
al.,1979; NAGLIC et al., 1980; RIDEOUT et al.,1982).

Também é citada uma rejeigdo imunoldgica e anormalidades cromossdmicas
que provocam a morte embrionaria (TOLSDORF, 1976), porém uma causa em

maioria é citada por TOLSDORF (1976), POPE et al. (1979), SEXTON & BRISTOL
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(1985), e SALTIEL et al. (1987), que afirmam como causa de baixa fertilidade do cio
do potro a involugao uterina incompleta.

De acordo com GIGAX et al. (1979), processos inflamatérios do endométrio que
ocorrem durante o parto e cépula/inseminagdo, sdo os responsaveis pela baixa
fertilidade.

Segundo LOY (1980), BELL e BRISTOL (1987), uma taxa de concepgao maior
€ verificada em éguas que ovularam apdés o 10° dia pds-parto enquanto que
McKINNON (1996), observou taxas de prenhez superiores, em éguas que ovularam
apos o 15° dia. Estes autores citam que as inseminagdes/coberturas de éguas que
apresentam o cio do potro a partir do 9°-15° dia pds-parto, estdo “limpas”
fisiologicamente, estando prontas para a nova concepgado. Além disso, todos os
mecanismos envolvidos na involugdo uterina como a contragdo, evacuagao dos
l6quios, restauracdo da superficie epitelial e fagocitose bacteriana, sdo estimulados
pelos niveis de estrégenos circulantes, justificando o aparecimento do cio do potro
(VANDEPLASSCHE et al., 1983; EVANS et al., 1986; HAYES & GINTHER, 1986 e
JONES et al., 1990).

Com relagéo as éguas inseminadas antes da ovulagdo, observa-se claramente
que o maior indice de prenhez foi observado nas éguas inseminadas no cio induzido

com PGF2a e no 30° dia pos-parto.

Observando-se o grupo de animais inseminados apos a ovulagao, nota-se que
igualmente ao grupo |, o maior indice de prenhez ocorreu nas éguas inseminadas no
cio induzido com a PGF2a e no 30° dia pos-parto.

Comparando-se os dois grupos (antes e apds a ovulagdo), ndo observamos
diferencgas significativas entre as éguas inseminadas no cio do potro com indices de

prenhez antes e apos a ovulagao de 40% e 44,4% respectivamente. As inseminagdes
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realizadas no cio induzido com PGF2a ndo diferiram significativamente com indices
de prenhez antes e apds a ovulagdo de 54,5% e 55% respectivamente. As
inseminagdes realizadas no 30° dia pds-parto ndo diferiram significativamente com
indices de prenhez antes e apds a ovulagao de 60,8% e 61,9% respectivamente.

Com base na tabela 3, podemos afirmar que o horario da inseminacéo obtém
melhores resultados de indices de prenhez, quando a mesma ¢é realizada apds a
ovulacdo e quando realizadas nos animais que se apresentam apds o cio do potro e
no 30° dia pos-parto. Porém, HUNTER (1990), afirmou que a partir de 12h apds a
liberagdo do ovécito torna-se significativo um processo de degeneragdo nuclear o que
leva a um pareamento imperfeito dos cromossomos no processo de mitose do zigoto,
resultando na morte embrionaria.

Entretanto, HEISKANEN et al. (1994), compararam inseminagdes realizadas
24h antes, inseminagdes realizadas 24-48h antes, com as inseminacdes realizadas no
momento da ovulacdo e até 12h apds a ovulagdo, resultando em uma taxa de
fertilidade maior nas éguas inseminadas apds a ovulagédo, sendo que o intervalo de
até 12h para a inseminagdo apds a ovulagdo garantiu a fecundagao, eliminando a
necessidade de maior sobrevivéncia espermatica.

De acordo com PICKETT (1993), a inseminagdo com sémen congelado antes
da ovulagdo precisa ser realizada com 12-24h para que se obtenham as melhores
taxas.

KLOPPE et al. (1988) e WOODS et al. (1990), concluiram que éguas
inseminadas com sémen congelado até 6h apds a ovulagdo obtiveram taxas
satisfatérias de prenhez.

Com base na analise do grafico 2, pode-se afirmar que o indice de prenhez

mais baixo verifica-se em éguas inseminadas no cio do potro. Valores semelhantes,
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nao significativos, diferem positivamente para as éguas inseminadas no cio induzido
com PGF2o e no 30° dia pés-parto, sendo que o melhor indice de prenhez foi

observado nas éguas inseminadas no 30° dia pés-parto.

Analisando o grafico 3, o qual mostra o indice de reabsorgdo embrionaria,
pode-se afirmar que o numero de éguas que apresentaram morte embrionaria foi

maior no grupo inseminado no cio do potro, diferindo estatisticamente do segundo

grupo.

O resultado do experimento realizado é semelhante aos achados de CHENG
(1965), que afirma que a inseminagdo devera ser realizada o mais proximo possivel

da ovulagao, independendo o horario (antes ou depois da ovulagéo).

Os resultados observados no experimento com relacdo as taxas de concepcéao
nos animais inseminados antes e apds a ovulagao foram em média 51,1% e 53,7%
respectivamente, resultados estes semelhantes aos de MARTIN et al. (1979),
MULLER (1982), PICKETT et al. (1975) de 51,3 a 75% e superiores aos de

NEWCOMBE (1999), de 40%.

Os resultados obtidos com inseminagdes apds a ovulagdo (6h no maximo) no
grupo de éguas do cio do potro (44,4%) deste experimento foram superiores aos de
SAMPER (1998), de 30% , considerando que este autor realizou o procedimento com
no maximo 12h apdés, justificando o baixo indice e igualando ao resultado de WOODS
et al. (1990) que obtiveram a mesma taxa, porém, com inseminagao de 12-24h apods a
ovulagdo. Ja KATILA et al. (1998), obtiveram 29% de indice de prenhez em éguas

inseminadas de 0 -27h apds a ovulagao.

O resultado deste experimento mostrou-se superior ao encontrado por

PALMER (1964), de 18% em éguas inseminadas até 24h apos a ovulagao.
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No grupo de animais inseminados apds a ovulagéo cujo cio foi induzido com
PGF2a , o indice foi de 55%, assemelhando-se ao obtido por KOSKINEN et al. (1990)
de 56 % , igual ao obtido por WOODS et al. (1990) de 55% no exato momento da
ovulagdo, e dentro da variagdo observada por PALMER (1984), de 47 a 66%, para
animais inseminados entre 0-72h apds a ovulacgéao.

No grupo de animais inseminados até 6h apds a ovulagdo no cio subsequente
ao cio do potro, o indice obtido neste experimento foi de 61,9% encontrando-se dentro
da variagédo obtida por PALMER (1984), de 47 - 66% com inseminag¢des de 0 — 72h
apos a ovulagéo.

Para as inseminagbes com sémen congelado realizadas no cio do potro, os
resultados deste experimento alcangcaram um indice de 42,1% inferior ao observado
por SILVA et al. (1987) de 66,6%. Esta diferenca pode ser devida ao diagndstico de
gestacéo precoce (20 dias) sem a confirmagdo do mesmo apos 45 dias, porém com
relacdo as outras categorias reprodutivas observamos que, o cio do potro nédo é
aconselhavel para que se proceda a inseminacgao artificial, sendo que os indices de
reabsor¢do embrionaria foram significativamente maiores neste grupo comparado aos
demais.

Os resultados da inseminagdo com sémen congelado apresentam um indice de
fertilidade de 54,2%. De acordo com MARTIN et al. (1979), MULLER (1972) e

PICKETT et al. (1975), este indice varia entre 51,3% e 75%.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

1- Quanto ao indice de gestacdo, reabsorgcdo embrionaria, aborto e eficiéncia
reprodutiva, ndo houve diferenga significativa entre os grupos de éguas inseminadas
com:
- Espéculo de Polansky e condugdo manual da pipeta,
- Sémen "in natura” e diluido;
- Sémen congelado antes e apds a ovulagdo no cio induzido no 20° dia e
segundo cio pos-parto;

- indice de prenhez entre os grupos de éguas inseminadas no cio do potro.

2- Houve diferenga altamente significativa quanto ao indice de reabsor¢do embrionaria

entre os grupos de éguas inseminadas com sémen congelado no cio do potro.

3- O maior indice de prenhez foi observado nas éguas inseminadas no cio induzido

com PGF2a e no 30 ° dia pés parto.
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