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Efeito do Numero de | nseminactes Artificiais sobre a Fertilidade de Eguas
| nseminadas com Sémen Diluido, Resfriado a 14°C eTransportado1
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Barbosa Machado Sampaio3, Henrigue Nunes de Oliveira#, José Eduardo Valle Santos?

RESUM O - Estudou-se o efeito do nimero deinseminagdes sobre afertilidade de éguasinseminadas, trésvezes/semana (segundas,
quartas e sextas-feiras), com sémen diluido, resfriado e transportado, de apenas um garanhdo. As éguas foram inseminadas a partir da
deteccdo, pelapal pagdoretal, deumfoliculode 3,0a3,5 cmdediametro, emumdosovérios, até aovul agdo. Utilizaram-separao transporte
o sémendiluido nodiluidor | eite desnatado-glicoseeo conteiner “ Celle” modificado, sendo adoseinsemi nante de 400 x 10° espermatozdides
moveis, no momento da diluicdo final, pré-resfriamento. De acordo com o nimero de inseminagdes artificiais (I1A) utilizadas/ciclo, os
resultadosde 148 ciclos, de 100 éguas, foram agrupadosem: 1 1A, 2IA, 31A e4oumaislA. A eficiénciade prenhez foi de4,29; 5,04; 5,67;
3,43, paral, 2, 3e4oumaislA, respectivamente. As caracteristicas foliculares diferiram em relacdo a frequiéncia de inseminagdes com
0s maiores val ores observados no grupo de éguas inseminadas quatro ou mais vezes. Concluiu-se que menor velocidade de crescimento
folicular emaior didmetro dofolicul o ovul atério estiveram associ adosamaior nimero deinseminagGesartificiais/ciclo. Napresencadeuma
concentracdo esperméticaadequada, o nimero deinseminagfes/ciclo ndo exerceu influénciasobreafertilidade.
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Effect of Artificial Insemination Number on the Fertility in Mares | nseminated with
Diluted, Cooled at 14°C and Transported Semen

ABSTRACT - Theeffect of the number of insemination on thefertility of maresinseminated threetimes/week (Monday, Wednesday
and Friday), with extended, cooled and transported semen, from only one stallion, was studied. The mares were inseminated from the
detection, by rectal palpation, of a3.0to 3.5 cm follicle diameter, in one of the ovaries, until ovulation. The semen was transported in
skim milk-glucose extender in a“ Celle” modified container; with inseminate doses of 400 x 108 motile spermatozoa at the moment of
the final dilution, before cooling. The results of 148 cycles of 100 mares were grouped, in accordance with the number of artificial
inseminations (Al), in: 1Al, 2Al, 3Al and 4 or more Al. The pregnancy efficiency was 4.29; 5.04; 5.67 and 3.43 to groups 1, 2, 3 and
4. 0or more, respectively. Thefollicular characteristicsweredifferent according toinsemination frequency with the greatest val uesobserved
onthegroup of 4 or moretimesinseminated mares. Theresults of thisexperiment permit to concludethat aslow follicular growth speed
and the biggest ovulatory follicular diameter were associated with agreater number of artificial insemination/cycle. Moreover, with an
appropriate spermatic concentration, the insemination number/cycle have no influence upon fertility.

Key Words: equine, artificial insemination, inseminations number, fertility

Introducéo

A freqliéncia de inseminagdes ou cobricbes é
uma variavel que tem merecido limitada atencdo da
maioria dos pesquisadores. Poucos estudos bem de-
lineados, com control esapropriados, tém sido encon-
trados na literatura. A maioria dos trabalhos tem
recomendado inseminacdes em dias alternados, a
partir do segundo ou do terceiro dia do cio, na
ausénciado controlefolicular. Quando submetidas a
palpacdo retal, ou controle folicular pela ultra-

lFonte financiadora: Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais -

Apoio: Regimento de Cavalaria Alferes Tiradentes - PMMG.
2 Aluno de pés-graduacéo.

sonografia, as éguastém sido inseminadasapartir da
deteccéo de um foliculo de 35 mm de diametro, até a
comprovacédo da ovulagéo.

A reducéo do nimerodel As/ciclo poderiaser um
fator de diminuic&o de custosnum programadel A de
equinos, notadamente naquel esenvol vendo transporte
de sémen entre haras. Para tal, seriam necessarios
maiores conhecimentos a respeito do momento da
ovulacdo em relacdo ao restante do ciclo estral, ao
tamanho do foliculo & ovulacdo e a viabilidade
espermatica no sistemagenital feminino.
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Ao ndmero deinseminagdes artificiais, por ciclo
estral, tem sido atribuida, algumasvezes, aresponsa-
bilidade por pioresresultadosdefertilidade, o que se
justificariapelamaior contaminagéo uterinavei culada
pelo sémen. No entanto, técnicas adequadas de
inseminagdo, com controle microbiol 6gico, podem
eliminar tal preocupacgdo (PICKETT etal., 1987). Por
outrolado, repeti dasinseminagdespoderiam aumentar
adisponibilidade de espermatoz6ides, no reservatorio
espermético, parao momento daovulacdo (GINTHER,
1992). Entretanto, os resultados da literatura séo
conflitantes tanto em relacéo ao nimero de IA/ciclo,
guanto ao momento dessas inseminacdes ou montas,
em relagdo ao momento da ovulagdo.

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos
dondmerodeinseminagdesartificiais, por cicloestral,
sobre a fertilidade de éguas.

Material e Métodos

Otrabalhofoi desenvolvido duranteduasestacbes
de monta consecutivas, sendo utilizados 148 ciclos
estrais de 100 éguas mesticas de 3 a19 anos de idade,
pertencentes a diferentes categorias reprodutivas
(éguas solteiras, éguas paridas e potras). Antes do
inicio de cada uma das estacGes de monta, todas as
éguas solteiras e potras foram submetidas a exame
ginecol 6gico, constituido deavaliacdo conformacional
externaeinternado sistemagenital, citologiaecultura
de contetido uterino (exceto aspotras) e antibiograma,
guando oresultado darespectivaculturaoindicava. A
partir dos resultados obtidos, foram realizados trata-
mentos médi co-cirurgicosindicados.

Os controles de crescimento folicular nas éguas
foram realizados por palpacéo retal em dias alterna-
dos, até que se detectasse um foliculo de 2,0 a2,5cm
de didmetro em um dos ovarios, sendo, a partir dai,
realizados diariamente. Ao se detectar um foliculo de
3,0a3,5cmdediametro, iniciaram-seasinseminacoes
artificiais até a ovulacdo. As éguas paridas foram
pal padasapartir do quinto diaapéso parto. O diagnos-
tico de gestacéo foi feito por palpacBes retais aos 17,
21, 25, 30, 35, 40, 45, 60 e 90 dias apds a ovulagao.

Foi utilizado, nas duas estagbes, um mesmo
garanh&o da raca Brasileira de Hipismo (7-8 anos
de idade) como doador de sémen, que apresentava
bom indice de fertilidade, aferida anteriormente
(SILVA FILHO et al., 1993).

O sémen foi colhido por meio de uma vagina
artificial modelo Hannover, as segundas, quartas e
sextas-feiras. Apos avaliacéo de motilidade e vigor

em microscopio éptico e concentragéo por contagem
em camarade Newbauer, o sémenfoi diluido, a37°C,
em diluidor a base de leite em p6 desnatado-glicose
(KENNEY etal, 1975). Asdosesinseminantesforam
constituidas por 400 milhdes de espermatozoéides
moveis em 15 mL de sémen diluido e transportadas
em container modelo “Celle” modificado (VALLE,
1997), atemperaturafinal de 14°C. As éguas encon-
travam-se em outro municipio, a60 km do municipio
onde se encontrava 0 garanh&o.

De acordo com o ndmero de inseminacdes rece-
bidas por ciclo, os resultados de 148 ciclos de 100
éguas inseminadas foram agrupadosem: 1 1A, 2 1A,
3 1A e4 oumaslA.

Com objetivo deobter maior eficiéncianadeteccéo
dediferencasentre osgruposexperimentais, analises
de variancia foram utilizadas para os resultados de
fertilidade obtidos. Por se tratar de uma variavel
qualitativa, realizou-se a conversdo dos dados em
quantitativos, segundo proposicédo de VOSS et al.
(1975), obtendo-se um valor numérico médio para
cada grupo experimental, chamado de eficiéncia de
prenhez. Tais valores foram obtidos atribuindo-se
pontuacdo a cada ciclo estral (10 pontos para gesta-
¢ao no primeiro ciclo daégua; 8 pontos paragestacéo
no segundo ciclo da égua; 6 pontos para gestacao no
terceiro ciclo da égua; 4 pontos para gestacdo no
quarto ciclo da égua; e 0 ponto para ciclo ndo resul-
tando em gestacdo). A comparagdo entre as médias
foi feitapel o teste de Student-Newman-K eul s(SNK).
Valores quantitativos foram também submetidos a
andlise de variancia e teste SNK. Os dados propor-
cionais(ciclos/concepcao, ciclos/éguagestante, taxa
de concepcéo/ciclo e taxa de concepgéo total) foram
submetidos ao teste de qui-quadrado para deteccdo
de diferencas entre os grupos.

Resultados e Discussao

Osgruposformadosdeacordocomonimerodel A/
cicloforam semel hantes, quanto astaxas de concepgao
ao primeiro ciclo etaxas de concepcao/ciclo, conforme
demonstrado na Tabela 1. Outros paréametros de €fici-
énciareprodutiva, como nimero de ciclos/concepcéo e
eficiénciadeprenhez, tambémforam semel hantesentre
0s grupos, conforme Tabela 2.

Parémetros de controle, como idade, volume de
sémen, volume de diluidor, tempo da colheita ao
resfriamento e tempo de resfriamento, foram seme-
lhantes entre os grupos. Entretanto, a temperatura
final do sémen e tempo da colheita a IA foram
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Tabela 1 -Efeito do nimero de inseminacgéo artificial sobre a fertilidade, por ciclo estral, de éguas inseminadas com sémen
diluido, resfriado e transportado

Table 1 - Effect of the number of artificial insemination on fertility, by estral cycle, of inseminated mares with diluted, cooled and transported semen
Grupo
Group
11A 21A 3IA 4ou+lA
1Al 2Al 3Al 4or + Al
Cido Numerode Taxade NUmerode Taxade NuUmerode Taxade Numero  Taxade
Cycles ciclos!  concepcdo?  ciclos! concepgan? ciclos!  concepgao? ciclos! concepgao?
Number Conception Number Conception Number Conception Number  Conception
of cycles rate of cycles rate of cycles rate of cycles rate
1 16(9) 56,25 45(26) 57,78 26(15) 57,69 13(6) 46,15
2 4(0) 0,00 19(12) 63,16 54) 80,00 50) 0,00
3 - - 6(2) 3333 1(1) 100,00 3?2 66,67
4 1(0) 0,00 1(0) 0,00 1(0) 0,00 - -
5 - - 2(0) 0,00 - - - -
Total 21(9) 42,86 73(40) 4,79 33(20) 60,61 21(8) 3310

1 Os numeros entre parénteses referem-se a éguas gestantes.
2 Valores em %.

IA (inseminag¢des artificiais/ciclo).

1 Number between parenthesis report to pregnancy mares.

2 Values at %.

Al (artificial inseminations/cycle).

diferentes (p<0,05) entre os grupos (Tabela 2). As
diferencas entre os grupos, nesses parametros de
controle, foram devidas exclusivamente ao acaso,
visto que todos os ciclos do experimento foram sub-
metidos as mesmas condic¢des experimentais.

Em decorréncia da metodologia utilizada
(inseminagdes as segundas, quartas e sextas-feiras,
podendo ocorrer inseminagdes pés-ovulagdo até 24
horas apds sua deteccao), o intervalo das Ultimas
inseminagdes e aovul agdo poderiam ser 24P (24 horas
pré-ovulacdo), 48P (48 horas pré-ovulagdo), 48PP (48
horaspré-ovulacdo e outraaté 24 horas pos-ovulagdo),
e 72PP (72 horas pré-ovulagdo e outra até 24 horas
pos-ovulagdo). No trabalho de SILVA FILHO et al.
(1998), as taxas de concepcdo ao primeiro ciclo,
concepcao/ciclo e eficiéncia de prenhez do mesmo
rebanho ndo diferiram quantoaointervalol A/ovulagdo
eforam, respectivamente: 24P (63,3%; 54,8%; €5,24),
48P (50,0%; 39,4%; e 3,64), 48PP (51,3%; 55,6%; e
5,11) e 72PP (60,0%; 55,6%; €5,11). Portanto, apesar
de diferentes intervalos |A/ovulacdo terem ocorrido
entre os grupos de nimero de IA/ciclo (Tabela 2),
estesndo constituiram fator deinterferéncianosresul -
tados obtidos no presente experimento.

Os pardmetros tamanho do foliculo aovulagéo e
tempo de crescimento do foliculo de 2,75 cm de
didmetro até a ovulacdo, podem ser considerados
como resultados dostratamentos, umavez que, quanto
maior onimerodelAs, maioresotamanhodofoliculo
e o tempo de crescimento do foliculo de 2,75 cm de
didmetro até aovulagdo. Por consequiéncia, observou-se

diferenca (p<0,05) entre 0os grupos experimentais
guanto a esses parametros (Tabela 2). Como as |As
iniciavam-se sempre a partir de determinado tama-
nho folicular (3,0 a 3,5 cm de didmetro), ciclos com
foliculos maiores a ovulacéo tenderam a receber
maior nimero de IAs (Tabela 2). Isso suporta a
hipotese de associacdo entre as duas varidveis, ou
seja, foliculos maiores a ovulacéo demorariam mais
tempo para crescer que foliculos menores.

Ao excessivo nimero de | As/ciclo sdo atribuidos,
muitasvezes, pioresresultadosdefertilidadeemeqiinos,
aqual decorre damaior veiculagéo de contaminantes
ao utero (PICKETT et a., 1987).

OnumerodelAg/ciclofoi, segundo ametodologia
utilizadanestetrabal ho, dependentedavel ocidadede
crescimento folicular, jaque as |Asforam definidas
pelo tamanho folicular. No entanto, a velocidade de
crescimento folicular também determina o tempo de
duracdo do cio, estabelecendo uma relacdo entre o
nimero de IAs/ciclo e a duracéo do cio.

Assim, PICKETT etal. (1974), procurando redu-
zir aduracd@o do cio pelaaplicacdo dehCG, obtiveram
éxito, resultando melhor fertilidade parao grupo com
menor duracéo de cio, acompanhado por menor nu-
mero de IAs. Por outro lado, VOSS et al. (1982)
observaram que a duracdo do cio de éguas
inseminadas que ficaram gestantes foi maior (7,9
dias) que ade éguas queficaram vazias (6,4 dias). Ja
LIMA (1995) obteve resultados semel hantes de fer-
tilidade para trés diferentes agrupamentos de éguas
guanto a duracdo do cio avaliado pelarufiacéo, que
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Tabela 2 - Efeito do nimero de inseminacdo artificial sobre pardmetros reprodutivos de éguas inseminadas com sémen

diluido, resfriado e transportado

Table 2 -  Effect of the number of artificial insemination on reproductive aspects of inseminated mares with diluted, cooled and transported semen

Caracteristicaavaliada Grupo
Evaluatedtrait Group

11A 21A 3IA 4dou+lA

1Al 2 Al 3Al 4or + Al
Numero deciclos 21 73 <] 21
Number of cycles
| dade (anos) 10,33+3,92 11,27+4,53 8,94+4,66 11,86+4,41
Age (years)
N°IA/ciclo 1,00 2,00° 300° 5,48+2,250
Number of Al/cycle
N ciclos/concepgéo 233 183 165 263
Number of cycle/conception
Taxade concepgao/ciclo 043 055 061 038
Conception/cyclerate
Eficiénciadeprenhez 429 504 567 343
Pregnancy efficiency
Intervalo | A/ovulagdo * 1,75+0,442 2,21+1,14% 2,67+0920 2,76+0,77°
Al/ovulationinterval *
Volumedesémen(mL) 394+1,43 359+1,46 387+1,74 4,19+1,72
Semen volume (mL)
Volumedediluidor (mL) 11,06£1,44 1147+121 11144174 10,81+1,72
Extender volume (mL)
Tempo coleta/resfriamento (min) 53,05+8,10 47,84+9,95 47,50+13,55 48,63+1393
Collection/coolingtime(min)
Tempoderesfriamento (min) 236,43+57,98 230,69+52,90 227,74£57,71 217,47+48,51
Cooling time (min)
Temperaturado sémen (°C) 12,36+2,17° 14,22+1,807 13,45+1,907 13,79+1,952
Semen temperature (°C)
Temporufiagdo/l A(min) 35,77+1853 38,93+18,60 33,05+15,86 33,30£15,14
Teasing/Al time(min)
Tempocolheital/l A (min) 319,48+69,442 303,41+59,53% 297,70+63,73% 285,15+58,06°
Collection/Al time(min)
Foliculo aovulagdo (cm) 3,68+0,572 3,75+0,48% 3,75+0,41% 4,04+0,61°
Ovwulation follicle size (cm)
Foliculo 2,75 aovulacgéo (dias) 4,08+2,232 4,25+1,342 7,20+1,820 12,13+6,08¢
2.75follicleto ovulation (days)
* Significado apenas para demonstrar similaridade entre os grupos (1 = 24P; Ultima |A 24 h pré-ovulagao); (2 = 48P; Ultima |A 48 h pré-

ovulagao); 3 = 48PP; Ultimas 1As 48h pré + 24h pés-ovulagdo); 4 = 72PP; Ultimas 1As 72 h pré- + 24 h pés-ovulagao).
a b, ¢ d Numeros dentro de linhas, seguidos por letras desiguais, diferem (P<0,05).

1A (inseminacéo artificial).

* Significance only to demonstrate similarity between groups (1=24P; last Al 24h pre-ovulation); (2=48P; last Al 48h pre-ovulation); 3 = 48PP; last Als 48 h
pre + 24 h post-ovulation); (4 = 72PP; last Als 72 h pre + 24 h post-ovulation).

ab.cd  Numbers within rows, followed by different letters, differ (P<.05).
Al (artificial insemination).

foram de 53,85% até 5 diasdecio; 52,17% entre5 e
7 dias de cio; e 66,67% acima de 7 dias de cio.
CARVALHO (1994), SILVA FILHO (1994) e
LIMA (1995), em seus respectivos experimentos, ndo
obtiveramdiferencasentrenimerodel A/ciclogestante
enumero delA/ciclovazio. Alémdisso, LIMA (1995)
também verificou que o nimero de A néo teve efeito
sobre a fertilidade de éguas inseminadas com sémen
resfriado etransportado a20°C, de maneirasemel hante
aos resultados obtidos neste trabalho (Tabelas 1 e 2).
DiferentementedeL IMA (1995), que categorizou
seus resultados em uma, duas e trés ou mais 1As, no

presente experimento, os ciclos foram categorizados
emuma, duas, trése quatro ou maislAs, o quetornou
mais precisa a avaliagdo. Dentro desse contexto,
observou-se que 85,81% dos ciclos receberam de
umaatrés|As, sendo uma(14,19%), duas (49,32%)
etrés(22,30% dos ciclos), enquanto ciclos de quatro
| Ascontribuiram com 6,76 dos 14,19% representados
pelo grupo de quatro ou mais | As. Isso mostra que o
grupo detréslAsfoi bastante expressivo, merecendo
ser individualizado como feito nesta pesquisa.
Osresultados dos pesqui sadores acima, como no
presente experimento, mostram auséncia de influén-
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cia do nimero de |A/ciclo sobre a fertilidade. Ja
resultadoscomo osdeVOSSet al. (1982), PICKETT
et al. (1987) e FERREIRA (1993) mostram melhora
da fertilidade, com o aumento do numero de IAS
ciclo. Na mesma publicacdo de PICKETT et al.
(1987), outra observagdo mostrou haver queda da
fertilidade, com aumento do nimero de IA.
Admitindo-se a existéncia do reservatorio
espermético na égua, poder-se-ia esperar que, com
baixas concentracfes de espermatozoéides por dose
inseminante, sucessivas| Aspoderiam estar aumentando,
aditivamente, o niUmero de espermatozdides nesse
reservatorio e, assim, a possibilidade de sucesso na
fecundagéo do ovécito. No entanto, essapossibilidade
seriaviavel mediante autilizagdo de sémen deelevada
sobrevivéncianagenitdliadaégua, pois, seisso ndo
ocorresse, a dose inseminante estaria apenas subs-
tituindo os espermatozéides da dose anterior, e ndo
somando-se a eles. Por este raciocinio, esperar-se-
iam os piores resultados com uma unica lA/ciclo.
Tal expectativa ndo se confirmou, possivelmente
devido a utilizacdo de adequada concentracéo
espermatica. Assim, existe apossibilidade de que o
namero de |As/ciclo possater efeito sobre afertili-
dade, na presenca de pequena concentracdo/dose
inseminante, contendo espermatozéides de elevada
longevidade no sistema genital feminino, em que
haveriaefeitoaditivo dosespermatozoidesdaprimeira
e segunda doses inseminantes.
NosdoisexperimentosdeVOSSet al. (1982), em
gueforam feitos grande nimero de observacgdes (257
éguas no primeiro e 64 no segundo), obteve-se efeito
positivo do maior nimero de | As sobre afertilidade.
No primeiro experimento, os autores ndo tiveram
controle sobre as dosesinseminantes. No entanto, no
segundo, foi utilizado sémen a fresco com doses
inseminantes de 100 milhdes de espermatozéides,
com motilidade progressiva, e |As a cada 48 horas.
Nesse caso, apesar de ndo se ter informagdo da
qualidade seminal do Unico garanhdo utilizado, a
concentracdo esperméatica estava no limite minimo
para o sémen a fresco (PICKETT et al., 1987), e a
possibilidade |evantada acima pode ter ocorrido.
PICKETT et al. (1987) também obtiveram me-
IlhoradafertilidadecomoaumentodonimerodelAs/
ciclo, utilizando dados coletados durante seis anos,
sem que, no entanto, tivesse controle da concentra-
¢cao espermatica utilizada nas IAs com sémen a
fresco. FERREIRA (1993) observou também melhora
da fertilidade com maior nimero de IAs/ciclo de
éguas, inseminadas com sémenresfriado dejumento,
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utilizando-se doses inseminantes de 250 milhdes de
espermatozoides méveis. Foram comparadasumaou
duas |As/ciclo, e 0 somatdrio da segunda a primeira
dose inseminante pode ter ocorrido.

A maior veiculagdo de contaminantes ao Utero,
em decorréncia do maior nimero de |As, segundo
PICKETT et al. (1987), referindo-se aliteratura, ndo
€ 0 caso em condic¢des de assepsia utilizadas na IA,
higiene genital do garanhdo doador de sémen e utili-
zagao deantibidticosnodiluidor. Entretanto, apossi-
bilidade de contaminag&o uterina, mediante sucessi-
vasintervencdes (CASLIK, 1937), éumarealidadee
apossibilidadedeinfecgdo, consideravel . No entanto,
intervencdes uterinas como as da lA, sob as condi-
¢cOes de assepsia deste experimento, ndo tiveram
efeito deletério sobre afertilidade.

No momento, as possibilidades de se reduzir o
nimero de IAs sdo, por intermédio da indugdo da
ovulacdo, por meio de aplicacbes exdgenas de medi-
camentos que contenham LH ou GnRH (PALMER,
1993), pelo controle folicular t&o frequente como de
12 em 12 horas, com IAs pés-ovulacdo, e pela
utilizacéo de uma estacdo de monta curta, nos meses
de maior luminosidade, acompanhados por estros
com periodos mais reduzidos (TRUM, 1950;
GINTHER, 1974; e PALHARES, 1989).

Conclusoes

Menor vel ocidadedecrescimentofolicular e maior
diametrodofoliculo ovulatoério estiveram associados
a maior numero de inseminagfes artificiais/ciclo.
Além disso, na presenca de uma concentragdo
espermética adequada, o nimero de inseminacgdes/
ciclo ndo exerce influéncia sobre a fertilidade.
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