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RESUMO 

 

Em eqüinos existe um grande interesse em se desenvolver e aprimorar técnicas de 

inseminação artificial que possibilitam a obtenção de bons índices de fertilidade utilizando um 

baixo número de espermatozóides. O presente trabalho teve como objetivos avaliar: 1) a 

viabilidade, in vitro, do sêmen congelado de garanhões após a diluição em fluido folicular 

pré-ovulatório de éguas; 2) a população espermática no oviduto de éguas, utilizando 

diferentes técnicas de inseminação; 3) a fertilidade de éguas após a utilização de diferentes 

técnicas de inseminação artificial, utilizando um baixo número de espermatozóides; 4) a 

reação inflamatória na cavidade peritoneal após as inseminações intrafoliculares e 

intraperitoneais; 5) averiguar o efeito da presença de espermatozóides dentro do folículo pré-

ovulatório, na capacidade de fertilização do oócito. 

No experimento 1 foram realizadas análises laboratoriais da viabilidade 

espermática, de sêmen congelado de garanhões sem diluição (GI), diluído em Kenney (GII) e 

diluído em fluido folicular (GIII). Observou-se que porcentagem de espermatozóides com 

membrana plasmática íntegra não diferiu significativamente entre os grupos (p>0,05). 

Também não foi observado diferença estatística (p>0,05) entre os grupos na porcentagem de 

espermatozóides vivos com membrana acrossomal íntegra. A motilidade total foi 

significativamente inferior (p<0,05) no grupo em que o sêmen foi diluído em fluido folicular 

(GIII) apenas no primeiro momento, logo após a diluição (T0). A motilidade progressiva foi 

significativamente maior (p<0,05) no grupo diluído com Kenney (GII) do que nos demais 

grupos em T0 e três horas após (T3). A velocidade espermática ao longo de uma trajetória 

média (VAP) foi significativamente maior (p<0,05) em GIII do que em GI nos momentos T0, 

após uma (T1) e duas horas (T2) da diluição. A velocidade espermática considerando uma 

trajetória retilínea (VSL), a velocidade espermática ao longo de uma trajetória real (VCL) e a 

freqüência dos batimentos flagelares (BCF) foram significativamente inferiores (p<0,05) em 

GI nos momentos T0, T1 e T2 quando comparado com GIII. No momento T3 não foi 

observado diferença estatística (p>0,05) entre os grupos em nenhum dos parâmetros de 

motilidade avaliados. 

No experimento 2 avaliou-se a população de espermatozóides nos ovidutos de 

éguas, após a inseminação artificial, com sêmen fresco e congelado de garanhões, utilizando 

as técnicas de inseminação no corpo do útero (IACU), na extremidade do corno uterino 

(IAPC), histeroscópica (IAH) e intraperitoneal (IAIP). As éguas foram inseminadas e abatidas 

12 horas após a inseminação, para lavagem dos ovidutos. Após as inseminações com sêmen 
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congelado do garanhão A, a porcentagem de ovidutos em que foram encontrados 

espermatozóides (média de espermatozóides encontrados por oviduto) nos grupos GIA 

(IACU; 20x106), GIB (IAPC; 20x106), GIC (IAH; 20x106) e GID (IACU; 500x106) foram 

respectivamente de zero% (zero), 40% (4500), 25% (2500) e 25% (1250), não sendo 

observado diferença estatística entre os grupos (p>0,05). Após as inseminações com sêmen 

fresco do garanhão B, a porcentagem de ovidutos em que foram encontrados espermatozóides 

(média de espermatozóides encontrados por oviduto) nos grupos GIIA (IACU; 20x106), GIIB 

(IAPC; 20x106), GIIC (IAH; 20x106), GIID (IACU; 500x106) e GIIE (IAIP; 100x106) foram 

respectivamente de zero% (zero), 40% (1000), 50% (1875), 80% (7750) e zero (0%), sendo 

que a porcentagem de ovidutos com espermatozóides de GIIA foi estatisticamente igual 

(p>0,05) a GIIB e GIIE, porém foi inferior (p<0,05) a GIIC e GIID. A média de 

espermatozóides encontrados por oviduto foi significativamente maior (p<0,05) em GIID do 

que nos demais grupos. Após as inseminações com sêmen congelado do garanhão B não 

foram encontrados espermatozóides em nenhum oviduto de nenhum dos grupos. A taxa de 

recuperação de espermatozóides, in vitro, 3 horas após a deposição de 20x106 

espermatozóides dentro de folículos pré-ovulatório de éguas representou apenas 24,13% do 

número total de espermatozóides depositados nos folículos. 

No experimento 3 foram realizados teste de fertilidade de diferentes técnicas de 

inseminação, utilizando um baixo número de espermatozóides. Não foi observado prenhez 

nos grupos em que as éguas foram inseminadas por inseminação intrafolicular (GIV; IAIF; 

sêmen congelado; 20x106) e por inseminação intraperitoneal (GV, IAIP; sêmen fresco; 

100x106). A porcentagem de prenhez de GI (15%; IACU; sêmen congelado; 20x106) foi 

estatisticamente igual (p>0,05) a GII (40%; IAPC; sêmen congelado; 20x106) e GIII (45%; 

IAH; sêmen congelado; 20x106), não se diferenciando (p>0,05) também de GIV e GV. As 

porcentagens de prenhez de GII e GIII foram estatisticamente iguais (p>0,05) entre si e 

significativamente superiores (p<0,05) a GIV e GV. 

No experimento 4 avaliamos a reação inflamatória na cavidade peritoneal, após as 

inseminações intrafoliculares e intraperitoneais, através de análises laboratoriais do líquido 

peritoneal, coletado por paracentese. De todos os parâmetros avaliados somente a 

porcentagem de linfócitos e eosinófilos, a concentração de glicose e a presença de sangue não 

diferiram estatisticamente (p>0,05) entre o momento T0 (antes da inseminação; GIP0) e 6 

horas após as inseminações intraperitoneais (GIP6). Após a avaliação da reação inflamatória 

causada pela inseminação intrafolicular, observou-se que de todos os parâmetros avaliados 

somente a porcentagem de linfócitos e eosinófilos não difereiram estatisticamente (p>0,05) 
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entre o momento T0 (GIF0) e 6 horas após as inseminações intrafoliculares (GIF6). Não foi 

observado diferença estatística (p>0,05) em nenhum dos parâmetros avaliados entre GIP6 e 

GIF6. Após a avaliação da reação inflamatória causada pela realização da primeira 

paracentese, sem inseminação (GC0 x GC6), bem como a reação inflamatória causada pela 

realização da primeira paracentese seguida de ovulação, sem inseminação (GCO0 x GCO6), 

não foi observado diferença estatística (p>0,05) em nenhum dos parâmetros avaliados. 

No experimento 5 avaliou-se o efeito da presença de espermatozóides dentro do 

folículo, sobre a fertilidade de éguas inseminadas com dose convencional de sêmen fresco 

(500x106). A porcentagem de prenhez de GA (50%), grupo em que as éguas foram 

inseminadas concomitantemente com 20x106 espermatozóides por IAIF (sêmen congelado de 

garanhão) e com 500x106 espermatozóides por IACU (sêmen fresco de jumento), foi 

estatisticamente igual (p>0,05) à porcentagem de prenhez de GB (83,33%), em que as éguas 

foram inseminadas com 500x106 espermatozóides por IACU (sêmen fresco de jumento). 

Os resultados do presente trabalho mostraram que até três horas após a diluição, o 

fluido folicular não exerce efeitos deletérios à viabilidade espermática, as técnicas de 

inseminação IAPC e IAH são mais eficiente do que a IACU, quando se utiliza uma baixa dose 

inseminante, que as IAIP e IAIF não foram eficientes na obtenção de fertilização e que o 

insucesso da IAIF não se deve apenas à distúrbios na viabilidade do oócito e sim a uma 

interação de vários fatores. 

Palavras-chave: Baixa dose inseminante; Eqüino; Sêmen congelado; Técnicas de 

inseminação; Transporte espermático; Viabilidade espermática 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

Várias biotécnicas como a inseminação artificial, transferência de embriões e 

fertilização in vitro têm sido aplicadas em programas de reprodução assistida de várias 

espécies, visando a obtenção de melhores índices de fertilidade de indivíduos portadores de 

subfertilidade de origem não hereditária e também maximizar o aproveitamento de animais 

férteis de alto potencial genético. 

 Em eqüinos existe um grande interesse em se desenvolver e aprimorar técnicas de 

inseminação artificial que possibilitem a obtenção de bons índices de fertilidade utilizando um 

baixo número de espermatozóides. A necessidade de um elevado número de espermatozóides 

para a realização da inseminação artificial convencional, onde o sêmen é depositado no corpo 

do útero das éguas, limita a aplicação do sêmen congelado e sexado (Leão, 2002). 

 Usualmente as éguas são inseminadas com 300 a 500 milhões de espermatozóides 

móveis, sendo que quando se utiliza sêmen congelado ou refrigerado o número total de 

células se aproxima de um bilhão (Squires et al., 1999). Entretanto, poucos destes gametas 

(1000 a 10.000) terão acesso ao oviduto, e este fato é resultado de uma severa seleção 

espermática que ocorre durante o transporte uterino (Parker et al., 1975) e também pela 

passagem através da junção útero-tubárica (Vazquez et al., 1998). Já foi demonstrado que é 

possível a obtenção de fertilização utilizando um número reduzido de espermatozóides, como 

mostram os resultados de Carnevale et al. (1999) que obtiveram 50% de prenhez com a 

deposição de 500.000 espermatozóides direto no oviduto de éguas. 

 O desenvolvimento de técnicas de inseminação artificial que permitem a aplicação 

de uma baixa dose inseminante em éguas, favoreceu o uso do sêmen congelado, melhorando 

sua eficiência e viabilizou a aplicação do sêmen sexado, além de que com a utilização destes 

novos protocolos de inseminação, observou-se uma melhora na fertilidade de alguns 

garanhões subférteis (Morris & Allen, 2002). 

A crescente utilização do sêmen congelado nos criatórios de eqüinos é notório, fato 

este que tem impulsionado as pesquisas voltadas a solucionar os problemas relativos ao uso 

desta biotécnica. Sabidamente um dos fatores limitantes à utilização rotineira de sêmen 

congelado em eqüinos está relacionado à própria espécie, onde uma grande porcentagem dos 

garanhões apresentam características de sêmen pós-descongelação (motilidade, integridade de 

membrada) inadequadas para uso (Squires et al., 1999). 

Outra observação relevante é o fato de que, mesmo apresentando sêmen com 

motilidade pós-descongelação dentro dos padrões adequados, muitas vezes os resultados de 
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fertilidade são aquém do esperado. Por outro lado, em algumas situações, cavalos com 

motilidade intermediária apresentam bons índices de prenhez. Certamente, doses de sêmen 

com características seminais abaixo do razoável, ou seja, motilidade progressiva inferior a 

30%, número de espermatozóides inferior a 500 milhões associadas a um alto percentual de 

células lesadas, apresentam índices de fertilidade frustrantes. Tem sido observada uma 

variação de 10 a 70% nos índices de fertilidade por ciclo, para sêmen congelado de diferentes 

garanhões. Havendo uma tendência a uma boa repetibilidade de resultados de fertilidade, ou 

seja, sêmen de garanhões que proporcionam uma alta fertilidade, geralmente apresentarão 

bons resultados independentes da partida utilizada (Squires et al., 1999). 

 Algumas técnicas, como as inseminações histeroscópica, intrafolicular, 

intraperitoneal e inseminação em que a deposição do sêmen é realizada na extremidade do 

corno uterino ipsilateral ao folículo dominante, poderão ser utilizadas no processo de 

reprodução assistida, para o manejo de garanhões com problemas de fertilidade, que possuam 

baixa motilidade do sêmen, bem como uma alternativa para maximização do uso do sêmen 

congelado e sexado. Estas técnicas também podem viabilizar a obtenção de potros de éguas 

que possuam problemas de transporte espermático no útero, e também de éguas que 

desenvolvam uma endometrite severa após a inseminação artificial, sendo que estes fatores 

ocorrem com maior freqüência em éguas velhas (Scott et al., 1995; Watson, 1998). 

 O transporte espermático até o oviduto pode estar completo em quatro horas após 

a inseminação, em éguas normais, pois as taxas de concepção são significativamente mais 

baixas quando se faz lavagem uterina meia hora ou duas horas após a inseminação, do que 

quando a lavagem uterina é realizada quatro horas após a inseminação (Brinsko et al., 1991). 

 O transporte e sobrevivência dos espermatozóides no trato reprodutivo feminino, 

varia entre garanhões férteis e subférteis, entre éguas férteis e com problemas reprodutivos e 

também entre sêmen fresco e congelado. O número total de espermatozóides que alcançam o 

oviduto quatro horas após a inseminação com sêmen de um garanhão fértil é 

significativamente maior do que quando se utiliza sêmen de um animal subfértil (Scott et al., 

1995). 

 Em éguas que não possuíam problemas reprodutivos foram observados mais 

espermatozóides com alta motilidade na porção caudal do ístimo do que em éguas subférteis 

após a inseminação (Scott et al., 1995). 

 O local de deposição do sêmen no momento da inseminação é um fator bastante 

estudado em todas as espécies, pois é de suma importância para obtenção de bons resultados 

de fertilidade. Em monta natural, o ejaculado é depositado no corpo do útero das éguas 
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(Ginther, 1992), o mesmo local em que se faz a deposição do sêmen na inseminação artificial 

convencional. Este local de deposição é adequado quando se trabalha com alto número de 

espermatozóides capazes de fertilizar oócitos, mas quando este número é limitado, uma 

alternativa de aproximação dos gametas ao sítio de fertilização pode ser desejável. 

 Com base na hipótese de que a deposição do sêmen mais próximo do sítio de 

fertilização, no momento da inseminação artificial, leva a um aumento da população 

espermática no oviduto das éguas, melhorando as taxas de fertilidade, foram delineados cinco 

experimentos para avaliar a eficiência das técnicas de inseminação no corpo do útero, na 

extremidade do corno uterino e histeroscópica, bem como, avaliar a eficiência, aplicabilidade 

e segurança das técnicas de inseminação intraperitoneal e intrafolicular. 

 O presente trabalho teve como objetivos avaliar: 1) a viabilidade, in vitro, do 

sêmen congelado de garanhões após a diluição em fluido folicular pré-ovulatório de éguas; 2) 

a população espermática no oviduto de éguas, utilizando diferentes técnicas de inseminação; 

3) a fertilidade de éguas após a utilização de diferentes técnicas de inseminação artificial, 

utilizando um número reduzido de espermatozóides; 4) a reação inflamatória na cavidade 

peritoneal após as inseminações intrafoliculares e intraperitoneais; 5) averiguar o efeito da 

presença de espermatozóides dentro do folículo pré-ovulatório, na capacidade de fertilização 

do oócito.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Efeitos do fluido folicular sobre a viabilidade espermática. 

 

 Os espermatozóides de mamíferos não são capazes de fertilizar o oócito 

imediatamente após a ejaculação. In vivo, os espermatozóides são depositados no trato 

reprodutivo da fêmea, onde sofrem alterações estruturais e metabólicas, tornando-se aptos à 

fertilização. Estas modificações na composição e fluidez da membrana plasmática dos 

espermatozóides, alterações na concentração intracelular de íons e alterações no metabolismo 

oxidativo estão associadas ao processo de capacitação. Como resultado deste processo, os 

espermatozóides podem sofrer reação acrossomal em resposta a estímulos fisiológicos como o 

contato com a zona pelúcida ou componentes do fluido folicular (Marin-Briggiler et al., 

1999).  

 Antes de ocorrer a ovulação os espermatozóides interagem com as células 

epiteliais do oviduto, reduzindo seu metabolismo e mantendo assim sua viabilidade por mais 

tempo (Pollard et al., 1991). Após a ovulação parte do fluido folicular, juntamente com o 

oócito penetram no oviduto e os espermatozóides lá presentes entram em contato com o fluido 

folicular, que afeta algumas funções espermáticas (Yao et al., 1999). 

De acordo com Fakih et al. (1990) o fluído folicular é estável e alguns de seus 

componentes parecem melhorar a função espermática. Tem sido demonstrado que o fluído 

folicular pré-ovulatório aumenta o influxo de cálcio na membrana espermática, aumentando 

assim a habilidade do espermatozóide de penetrar oócito (Yee & Cummings, 1988).  

O fluido folicular humano (hFF) é um modulador dos parâmetros de movimento 

dos espermatozóides e é um indutor de reação acrossomal que é um passo importante da 

fertilização em mamíferos (Hong et al., 1993). 

Uma alta correlação tem sido reportada entre a concentração de progesterona e a 

capacidade do hFF de induzir a reação acrossomal. A remoção de progesterona do hFF reduz 

sua capacidade de induzir reação acrossomal, que pode ser restaurada, em parte, através da 

adição de progesterona, sugerindo que outros fatores também podem estar envolvidos 

(Morales et al., 1992). 

A progesterona está presente em altas concentrações no fluido folicular, bem como 

nas células do cumulus oócito e este pode ser o começo de um possível estímulo fisiológico 

para os espermatozóides durante o trânsito no trato genital feminino e no momento da 

fertilização (Lukoseviciute et al., 2004).  
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Em programas de reprodução assistida de humanos, o tratamento dos 

espermatozóides com hFF melhora significativamente as taxas de gestação, sugerindo que ele 

exerça algum papel no processo de fertilização (Giorgetti et al., 1992). 

Fakih et al. (1990) observaram um aumento na taxa de prenhez da GIFT 

(transferência intra-falopiana de gametas) quando o fluído folicular foi utilizado para 

capacitação espermática e como meio para transferência de gametas. 

Em estudo realizado com sêmen humano Yao et al. (1999) avaliaram in vitro os 

efeitos do hFF e das células do oviduto sobre a motilidade espermática, reação acrossomal, 

capacidade de ligação dos espermatozóides com a zona pelúcida e capacidade de fusão dos 

espermatozóides com o oócito e observaram que no grupo em que os espermatozóides foram 

tratados com hFF e células do oviduto ao mesmo tempo, todos os parâmetros de motilidade, 

avaliados pelo método CASA, foram significativamente superiores aos do grupo controle, em 

que estes elementos não estavam presentes. Esta diferença também foi encontrada quando o 

grupo controle foi comparado com os grupos tratados apenas com fluido folicular ou células 

do oviduto, com exceção para a porcentagem de espermatozóides com movimento linear 

(LIN), que não diferiram significativamente entre os grupos. Observou-se que a incidência de 

reação acrossomal foi superior nos grupos tratados apenas com fluido folicular e tratados com 

células do oviduto juntamente com fluido folicular, após uma hora de tratamento. Entretanto, 

a incidência de reação acrossomal foi superior no grupo tratado apenas com fluido folicular 

do que no grupo em que continha hFF e células do oviduto. O número de espermatozóides 

ligados à zona pelúcida foi significativamente superior no grupo controle quando comparado 

com os demais grupos. A taxa de penetração em oócito no grupo contendo apenas hFF foi 

superior ao grupo tratado com hFF e células do oviduto, não sendo observado penetração no 

grupo controle. 

Em 1996 Yao et al. demonstraram que o hFF inibe a ligação dos espermatozóides 

com a zona pelúcida, mas o papel fisiológico do efeito inibitório do hFF sobre a ligação dos 

espermatozóides com a zona pelúcida ainda não está esclarecido. Em suínos o fluido folicular 

inibe a ligação dos espermatozóides com a zona pelúcida e reduz a polispermia (Funahashi & 

Day, 1993). 

Em estudo realizado por Hong et al. (2003), em que avaliaram o efeito das células 

do cumulus, sobre o efeito inibitório do hFF na ligação dos espermatozóides com a zona 

pelúcida, constatou-se que as células do cumulus reduzem a atividade inibitória do hFF sobre 

esta função, o que pode explicar o motivo pelo qual a presença de hFF não afeta 

negativamente a fertilização. Tendo estes autores sugerido que este efeito inibitório do hFF 
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pode ser uma forma de seleção dos espermatozóides que tenham uma grande capacidade de 

passar pelas células do cumulus e se ligar à zona pelúcida.   

Yao et al. (2000) demonstraram que o hFF promove a capacitação de 

espermatozóides humanos em um curto espaço de tempo e este efeito é dose dependente, além 

de observarem que após uma hora de tratamento o hFF induz a reação acrossomal. Neste 

mesmo trabalho observou-se, in vitro, que no grupo tratado com hFF, as velocidades 

espermáticas ao longo de uma trajetória real (VCL), de uma trajetória retilínea (VSL) e uma 

trajetória média (VAP) não sofreram uma redução significativa durante 5 horas de tratamento, 

entretanto estes valores reduziram significativamente no grupo controle após 3 horas de 

tratamento. Não foi observado diferença significativa no deslocamento lateral da cabeça 

(ALH) entre os grupos. 

Burrello et al. (2004) observaram que o hFF estimula a reação acrossomal de 

espermatozóides capacitados de forma dose dependente e o maior efeito estimulatório foi com 

uma concentração de 30% de hFF, a qual aumentou aproximadamente quatro vezes o número 

de espermatozóides com acrossoma reagido. 

Com objetivo de caracterizar o movimento dos espermatozóides de suínos, quando 

diluídos em fluido folicular e em fluidos de diferentes partes do oviduto, Nichol et al. (1997) 

observaram que o VCL foi significativamente superior no grupo tratado com fluido folicular, 

quando comparado com o fluido de diferentes partes do oviduto, fato este que também foi 

encontrado com os valores de ALH, sendo que os espermatozóides mostraram um movimento 

mais vigoroso quando diluídos em fluido folicular, concluindo que o fluido que mais 

influenciou no tipo de movimento foi o fluido folicular.  

Munuce et al. (2004) observaram que a presença de 50% de hFF no meio reduz 

significativamente o número de espermatozóides ligados à zona pelúcida. Não sendo 

encontrado diferença estatística na porcentagem de espermatozóides viáveis ou com 

motilidade progressiva, entre o grupo tratado com hFF e o grupo controle (HTF). Também 

não foi encontrado diferença significativa, na porcentagem de espermatozóides com reação 

acrossomal entre o grupo controle (7,5%) e o grupo tratado (6,5%). Tendo os autores 

concluído que a redução na capacidade de se ligar a zona pelúcida não está associada com a 

queda na viabilidade espermática, motilidade e reação acrossomal e sim com uma redução no 

número de receptores de α-D-manose na membrana dos espermatozóides, que é uma proteína  

que participa do reconhecimento e ligação dos gametas. 

Thérien et al. (2001) observaram que o fluido folicular bovino estimulou a 

capacitação de espermatozóides oriundos do epidídimo de bovinos e este estimulo foi 
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acentuado quando os espermatozóides foram incubados previamente com proteínas do plasma 

seminal. McNutt & Killian (1991) também demonstraram que o fluido folicular foi capaz de 

induzir a capacitação espermática em apenas 2 horas de incubação quando os 

espermatozóides foram diluídos em meio com mais de 60% de fluido folicular e em 4 horas 

quando diluídos em meio com 20% de fluido folicular. 

Em estudo realizado por Thérien et al. (2001) foi demonstrado que a viabilidade e 

motilidade dos espermatozóides de bovino incubados com fluido folicular reduziu mais 

rapidamente do que no grupo controle. Fato este, também observado por McNutt & Killian 

(1991) quando utilizaram mais de 20% de fluido folicular na diluição do sêmen, tendo estes 

autores sugerido que esta redução na motilidade poderia ser uma conseqüência da aglutinação 

espermática que ocorre com a diluição do sêmen em fluido folicular. 

Lukoseviciute et al. (2004) observaram que a progesterona facilitou a capacitação, 

mas não teve efeito na indução da reação acrossomal em espermatozóides congelados de 

bovinos, não capacitados e capacitados por indução de heparina. Observaram também, que 

uma exposição prolongada de espermatozóides em uma concentração de progesterona, maior 

do que a concentração de progesterona do fluido folicular, teve leves efeitos positivos sobre a 

viabilidade espermática. Entretanto, Thérien & Manjunath (2003) concluíram que a 

concentração de progesterona maior que 2µg/mL, provoca um decréscimo significante na 

viabilidade dos espermatozóides em seis horas de incubação. 

Em um estudo realizado com sêmen de garanhões, onde avaliou-se a porcentagem 

de espermatozóides móveis e porcentagem de espermatozóides capazes de penetrarem na 

zona-free de oócitos de Hamster, Landim-Alvarenga et al. (2001) observaram que a 

porcentagem de espermatozóides móveis, após 2 horas de incubação foi maior quando os 

mesmos foram incubados com a presença de fluido folicular no meio. Entretanto a presença 

de fluido folicular no meio com ou sem agentes capacitantes não teve efeito na habilidade dos 

espermatozóides de penetrarem na zona-free de oócitos de Hamster. 

A progesterona é considerada um indutor fisiológico de reação acrossomal em 

espermatozóides de garanhões (Rathi et al., 2002) e o fluido folicular pré-ovulatório contem 

altas concentrações de progesterona (Bogh et al., 2000), podendo assim ocorrer uma indução 

da reação acrossomal após a diluição dos espermatozóides em fluido folicular. Entretanto, 

Arns et al. (1991) demonstraram que apenas 13% dos espermatozóides incubados por 3 horas 

em fluido folicular sofreram reação acrossomal espontânea, enquanto 25% dos 

espermatozóides incubados e tratados com zona pelúcida solubilizada sofreram reação 

acrossomal. 
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2.2. Transporte espermático 

 

 Normalmente, os ejaculados de garanhões férteis possuem de 2 a 15x109 

espermatozóides, os quais, durante a monta natural são depositados diretamente no útero. 

Devido a contrações do miométrio e motilidade dos espermatozóides, o útero é banhado com 

o sêmen (Morris & Allen, 2002). Entretanto, após 8 a 20 minutos de contrações uterina, a 

maioria do ejaculado é eliminada do útero (Katila et al., 2000) e os espermatozóides que 

permanecem no útero são encontrados na junção útero tubárica, associados com as células 

epiteliais do oviduto (Morris & Allen, 2002). 

Tanto com a inseminação artificial convencional ou monta natural, os 

espermatozóides que são depositados no corpo do útero das éguas tem que migrarem por todo 

útero até o oviduto e devido a este fato é importante que o sêmen apresente boa motilidade, 

principalmente para os espermatozóides passarem pelo processo edematoso da junção útero-

tubárica, que em eqüinos é a maior barreira para que os espermatozóides alcancem o sítio de 

fertilização (Hunter, 1999). 

 Em muitas espécies observa-se um rápido transporte espermático por todo trato 

reprodutivo feminino, inclusive na tuba uterina, sendo possível detectar a presença de 

espermatozóides na cavidade abdominal, o que ainda não foi demonstrado em eqüinos 

(Overstreet et al., 1978). 

 Em ovelhas e vacas cobertas durante o estro, são necessárias de seis a oito horas 

para que uma quantidade suficiente de espermatozóides alcancem a tuba uterina e de dez a 

doze horas para penetrarem na tuba uterina, sendo que nas ovelhas a passagem dos 

espermatozóides para o interior da tuba é mais rápida quando a monta é realizada próximo ao 

momento da ovulação (Hunter & Wilmut, 1982). 

 Em eqüinos o transporte espermático é completo quatro horas após a inseminação 

(Brinsko et al., 1991). O sêmen espalha-se pelo útero em conseqüência de um aumento nas 

contrações uterinas após a inseminação, devido a presença de prostaglandina no sêmen 

(Hunter, 1999). 

 Pode-se encontrar espermatozóides no oviduto de éguas poucos minutos após a 

deposição do sêmen no corpo do útero. Bader (1982) recuperou uma média de 1000 

espermatozóides na ampola de ovidutos, 4 horas após a inseminação artificial e Parker et al. 

(1975) recuperaram uma média de 6000 espermatozóides de cada oviduto, 12 horas após a 

inseminação artificial. 
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 Os espermatozóides penetram na tuba uterina de porcas entre 15 e 30 minutos 

após a inseminação ou monta natural (First et al., 1968) e após uma hora, uma quantidade de 

espermatozóides suficiente para fertilizar 90% dos oócitos já penetraram no oviduto (Hunter, 

1984). 

 O transporte e sobrevivência dos espermatozóides no trato reprodutivo feminino é 

melhor quando se utiliza sêmen de garanhões férteis do que subférteis, quando se trabalha 

com éguas sem problemas reprodutivos, e também quando se utiliza sêmen fresco no 

momento da inseminação (Scott et al., 1995). 

 Foi demonstrado que a habilidade dos espermatozóides provenientes de sêmen 

congelado, de atingirem o oviduto, particularmente a região da ampola, é menor do que de 

sêmen fresco (Bader, 1982). É bastante discutivel a redução no transporte espermático de 

sêmen congelado, que pode incluir alterações bioquímicas na membrana dos espermatozóides, 

além da retirada do plasma seminal antes do processo de criopreservação. O plasma seminal 

tem sido proposto por ter influência no transporte espermático de várias espécies, incluindo 

eqüinos (Clavert et al., 1985). O plasma seminal contém vários hormônios, enzimas e 

metabólitos, mas pouco se conhece sobre a função destes componentes. Não existe evidências 

diretas do papel do plasma seminal sobre o transporte espermático, embora acredite-se que o 

plasma é de grande importância para sobrevivência e transporte dos espermatozóides no útero 

de éguas (Troedsson et al., 1998). 

 Tem sido sugerido que a liberação de ocitocina após a cópula possa facilitar o 

transporte espermático no útero, mas ainda não foi estabelecido uma relação funcional entre 

estes fatores. O plasma seminal eqüino contém pouca prostaglandina, mas recentemente foi 

reportado a liberação de ocitocina pela pituitária de éguas em cio, por estímulo do garanhão 

(Alexander et al., 1995) e estes fatores podem ter uma participação no aumento da atividade 

miometrial, que ocorre meia hora após a inseminação artificial ou monta natural, sendo de 

grande importância para o transporte espermático. 

 Também é observado uma segunda fase de atividade miometrial, que acontece 

quatro horas após a inseminação e se mantém até 12 horas após. Esta segunda fase de 

contração parece ser mais importante para remoção dos espermatozóides do útero do que para 

transporte espermático (Troedsson et al., 1998). 

 Utilizando a técnica de cintilografia, Katila et al. (2000) detectaram a presença de 

espermatozóides marcados radioativamente na extremidade do corno uterino, de oito a vinte 

minutos após a inseminação artificial. Observaram também uma variedade nas contrações 
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uterinas entre as éguas, oscilando de cinco a 65 contrações em 30 minutos após a 

inseminação. 

 Em espécies que possuem apenas uma ovulação não está bem definido se existe 

um transporte preferencial dos espermatozóides para a tuba uterina adjacente ao ovário que 

ocorreu ou vai ocorrer a ovulação. Existe evidências circunstanciais as quais favorecem este 

fato, como uma maior vascularização do corno uterino ipsilateral ao ovário que contém o 

folículo dominante. A atração quimiotática dos espermatozóides ao corno ipsilateral a 

ovulação ainda é polêmico e não se tem uma explicação exata (Hunter, 1999). De acordo com 

alguns estudos a quimiotaxia do espermatozóide parece ser mediada por fatores presentes no 

fluído folicular produzidos pelo oócito maduro (Villanueva et al., 1990). 

 Em um estudo feito por Navarro et al. (1998), o qual avaliou a migração dos 

espermatozóides de eqüinos em direção ao fluído folicular ou uma solução controle, 

constatou-se que em 92,7% das amostras houve migração espermática, sendo que a migração 

para os reservatórios de fluído folicular (66,05%) foi significativamente maior do que para os 

reservatórios de solução controle (14,35%), mostrando que o fluído folicular de éguas tem 

efeito quimiotático sobre os espermatozóides de garanhões. 

 Na maioria dos mamíferos domésticos, a monta natural precede a ovulação em um 

intervalo fixo de tempo, de acordo com cada espécie. Portanto, a forma e o tempo de 

migração dos espermatozóides através do trato reprodutivo feminino parece ocorrer em 

conseqüência de variações endocrinológicas das fêmeas durante as diferentes fases do ciclo. 

Em ratos, um número de espermatozóides significativamente maior foi encontrado na região 

do ístmo, três horas após a inseminação artificial realizada durante o estro, do que nas demais 

fases do ciclo (Orihuela et al., 1999). 

 A interação dos espermatozóides de eqüino com as células epiteliais do oviduto, 

in vitro, independem das condições hormonais do co-cultivo destas células. Entretanto, um 

maior número de espermatozóides se aderem às células do ístmo, as quais são co-cultivadas 

em condições hormonais semelhantes às fases folicular e pós-ovulação, do que em células co-

cultivadas em condição semelhante ao diestro. Sendo a motilidade dos espermatozóides 

aderidos significativamente maior, no co-cultivo de células em condições semelhante à fase 

folicular do que nas demais fases do ciclo (Thomas et al., 1994a). 

 Rigby et al (2000) demonstraram que a deposição do sêmen na extremidade do 

corno uterino, ipsilateral ao folículo dominante, resultou em uma maior proporção de 

espematozóides recuperados do oviduto do mesmo lado, do que quando os espermatozóides 

foram depositados no corpo do útero. Acredita-se que o aumento do número de 
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espermatozóides no oviduto pode melhorar as taxas de fertilidade e a deposição do sêmen 

mais próximo da junção útero-tubárica pode levar a esta melhora na fertilidade (Brinsko et al., 

1991). 

 Ao atingirem o oviduto, os espermatozóides interagem com as células epiteliais 

formando um reservatório de gametas funcionais na porção caudal do ístmo, onde os 

espermatozóides os quais se aderem ao oviduto mantém a motilidade e capacidade fertilizante 

por um tempo mais prolongado (Pollard et al., 1991), fato importante na espécie eqüina que 

possui o estro prolongado. Entretanto poucos destes espermatozóides aderidos às células 

epiteliais do oviduto, atingem o local de fertilização no momento da ovulação (Hunter, 1996), 

evitando a penetração de vários espermatozóides no oócito. 

 Ao penetrar na tuba uterina os espermatozóides sofrem uma diminuição drástica 

na motilidade que se mantém até o momento da ovulação e isto pode ser devido à presença de 

um muco bastante viscoso na tuba uterina (Hunter, 1999) e a baixa temperatura do ístmo antes 

da ovulação (Hunter et al., 1984). 

 Os espermatozóides estocados na região do ístmo fazem um contato direto da 

cabeça com os cílios das célula epiteliais do oviduto. Os gametas viáveis fazem uma adesão 

celular específica com as organelas pela porção rostral da cabeça (Pollard et al., 1991; Suarez 

et al., 1991). Uma pequena porção dos carboidratos do epitélio e lectinas da cabeça dos 

espermatozóides estão envolvidas neste processo (Suarez et al., 1998) e resíduos de fucose 

também parecem ter uma importância funcional na ligação do espermatozóide com o ístmo 

em bovinos (Lefebvre et al., 1997). 

 Utilizando anticorpo contra componentes da membrana plasmática de 

espermatozóides de eqüinos, cultivo de células epiteliais do oviduto e espermatozóides de 

eqüinos, Thomas et al. (1997) observaram que uma ou mais proteínas ou componentes 

glicoprotéicos da porção rostral da membrana plasmática dos espermatozóides, in vitro, são 

mediadores da adesão entre os gametas e as células epiteliais do oviduto. 

 A interação dos espermatozóides com as células do oviduto resulta em um 

aumento intracelular de cálcio e aumenta as junções tipo gaps nas células epiteliais do oviduto 

(Ellington et al., 1993a). A concentração intracelular de cálcio dos espermatozóides aderidos é 

mantida em níveis basais, prevenindo que a capacitação ocorra muito cedo (Dobrisnki et al., 

1996a). Os espermatozóides liberados desta interação mostram alterações associadas com a 

capacitação e apresentam uma hiperativação da motilidade (Ellington et al., 1993b) se ligando 

posteriormente à zona pelúcida de oócito eqüinos. 
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 Ellington et al. (1993b) observaram que espermatozóides eqüinos que não se 

ligaram à camada de células do oviduto durante os primeiros 30 minutos de cultivo 

apresentavam uma alta proporção de membrana acrossomal danificada. Thomas et al. (1994b) 

concluíram que os espermatozóides de garanhões que não se ligaram às células epiteliais do 

oviduto, foram aqueles com alta proporção de anormalidades morfológicas e baixa 

motilidade. 

 De acordo com Pollard et al. (1991), a população de espermatozóides aderidos ao 

oviduto possuem alta motilidade. Hunter et al. (1991) avaliaram a morfologia dos 

espermatozóides presentes no ístmo, por microscopia eletrônica, e não foi encontrada 

nenhuma célula com anormalidade morfológica, indicando que ocorre uma seleção de 

espermatozóides no trato reprodutivo feminino. 

 Scott et al. (2000) desenvolveram um experimento onde avaliaram, através de 

microscopia eletrônica, os ovidutos de 12 éguas jovens com histórico reprodutivo normal, 

quatro horas após a inseminação artificial com 1x109 espermatozóides com motilidade 

progressiva, oriundo de sêmen fresco, contendo de 66 a 85% de espermatozóides 

morfologicamente anormais e encontraram espermatozóides em todos as partes do oviduto, 

variando a forma de interação dos gametas com o epitélio dependendo da região. Os 

espermatozóides foram encontrados com maior abundância nas dobras epiteliais da porção 

uterina da junção útero-tubárica e mais de 90% das células eram morfologicamente normais. 

Estas observações indicam que os espermatozóides de eqüino, morfologicamente normais, 

desenvolvem uma interação específica com o epitélio do trato reprodutivo durante o 

transporte para o oviduto. Através destes achados os autores também acreditam que a porção 

uterina da junção útero-tubárica pode ser um reservatório pré-ovulatório de espermatozóides e 

a escassez de espermatozóides anormais encontrados indica que a maioria dos 

espermatozóides anormais não alcançam a junção útero-tubárica ou não desenvolvem uma 

interação adequada com o epitélio do oviduto. 

 Através de microscopia eletrônica de varredura, de ovidutos de éguas coletados 

após a inseminação artificial, Scott et al. (2002) observaram que a interação morfológica dos 

espermatozóides com as células epiteliais do oviduto, não é diferente entre amostras coletadas 

quatro e 18-26 horas após a inseminação. Entretando, a distribuição regional dos gametas 

mostrou-se diferente, sendo encontrados mais espermatozóides nas dobras do lúmen, do que 

na porção uterina da junção útero-tubárica, quando as amostras foram coletadas 18-26 horas 

após a inseminação.  
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 O momento da ativação e liberação dos espermatozóides ocorre pouco tempo 

antes da ovulação, tendo como conseqüência a entrada do oócito no oviduto e esta importante 

transferencia de informações entre o folículo pré ovulatório e o tecido do ístmo ocorre devido 

a um mecanismo de contra corrente vascular do pedículo ovariano (Stefanczyk et al., 1994). 

Vários grupos de hormônios estão envolvidos neste processo, incluindo esteróides, 

prostaglandinas e hormônios peptídeos, sendo que os esteróides parecem exercer um papel 

principal (Hunter, 1995). 

 De acordo com Katila (2001) a interação sêmen-útero pode ser modificada por 

vários fatores como a concentração do volume inseminante, o número de espermatozóides 

utilizados, motilidade e viabilidade dos espermatozóides, o volume de sêmen e a presença ou 

ausência de plasma seminal. 

 Jasko et al. (1992) demonstraram que a concentração espermática ≥25x106/mL é 

mais importante do que o volume de sêmen utilizado no momento da inseminação. Neste 

estudo as éguas foram inseminadas utilizando concentrações de 5, 25 ou 50x106 

espermatozóides por mL e observaram uma taxa de de recuperação embrionária 

significantemente menor usando uma concentração de 5x106 espermatozóides/mL. 

 Parker et al. (1975) observaram que poucos espermatozóides foram recuperados 

de ovidutos 24 horas após a inseminação, quando a motilidade inicial do sêmen era de 30%, 

quando comparado com a utilização de um sêmen com motilidade inicial entre 60 e 70%, 

sugerindo que a motilidade pode até não ser importante para o transporte espermático pelo 

útero, mas é necessária para o transporte na junção útero-tubárica e oviduto. 

 A criopreservação de espermatozóides de garanhões diminui a capacidade dos 

mesmos de se aderirem com as células epiteliais do oviduto e o tempo de sobrevivência destes 

gametas. Dobrinsk et al. (1995) desenvolveram um experimento com objetivo de avaliar, in 

vitro, a interação do sêmen fresco e congelado de garanhões com as células epiteliais do 

oviduto e zona pelúcida, onde observaram que poucos espermatozóides oriundos de sêmen 

congelado aderiram as células epiteliais do oviduto, quando comparados com sêmen fresco. A 

média de espermatozóides ligados a zona pelúcida e a porcentagem de espermatozóides com 

acrossoma intacto, também foi menor com a utilização de sêmen congelado. Os autores 

acreditam que esta redução na habilidade de se aderirem as células epiteliais do oviduto e 

zona pelúcida, dos espermatozóides oriundos de sêmen congelado, pode explicar em parte, a 

taxa de fertilidade inferior obtida com a utilização de sêmen congelado, quando comparado 

com sêmen fresco em eqüinos. 
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Ellington et al. (1999) compararam a taxa de concepção ao primeiro serviço, 

utilizando sêmen congelado de garanhões, com a viabilidade e tempo de sobrevivência 

espermática deste sêmen, in vitro, em co-cultura de células epiteliais do oviduto e observaram 

que garanhões com taxa de fertilidade maior que 65% ao primeiro serviço, apresentaram um 

maior número de espermatozóides e maior tempo de viabilidade dos gametas aderidos às 

células epiteliais do oviduto, quando comparados com garanhões que apresentaram uma taxa 

de fertilidade menor que 44% ao primeiro serviço.  

 Após a monta natural ou inseminação artificial em éguas, ocorre uma resposta 

inflamatória transitória fisiológica, caracterizada por um rápido influxo de neutrófilos para o 

lumen uterino, causado tanto por sêmen fresco quanto por congelado (Kotilainen et al., 1994; 

Parlevliet et al., 1997). 

 Troedsson et al. (1998) baseado em observações clínicas, notaram que a 

inseminação com sêmen congelado resulta em uma acentuada resposta inflamatória. Um fator 

que pode estar envolvido com esta resposta aguda é a retirada do plasma seminal durante o 

processo de criopreservação, já que o plasma seminal suprime a migração de neutrófilos in 

vivo (Troedsson et al., 2001). 

Kotilainen et al. (1994) sugeriram que, a causa desta forte resposta inflamatória, 

seria devido à deposição de um número elevado de espermatozóides mortos presentes no 

sêmen congelado, quando comparados com sêmen fresco. 

Esta endometrite nas éguas trata-se de um mecanismo fisiológico normal de 

limpeza do útero, e serve para eliminar o excesso de sêmen após a monta ou inseminação, 

criando assim condições favoráveis do útero para receber o embrião (Pycock, 1999). 

A resposta inflamatória pode afetar negativamente a fertilidade se a égua for 

susceptível à persistência desta endometrite e permanecer com acúmulo de fluído uterino após 

4 a 5 dias da ovulação, período em que o embrião migra para o útero, levando a morte 

embrionária (Watson, 2000). Zent et al. (1998) demonstraram que 10 a 15% de uma 

população normal de éguas, eram susceptíveis à permanência de endometrite. 

Acredita-se que na região da junção útero-tubárica a reação inflamatória ocorre de 

forma menos intensa (Scott, 2000), pois se a reação fosse igual em todo útero, os 

espermatozóides que se aderem nas criptas da papila poderiam induzir uma infiltração de 

neutrófilos neste local, interferindo no número de gametas aderidos ao reservatório de 

espermatozóides funcionais.  

Lindsey et al. (2001) sugeriram que o uso de um baixo número de espermatozóides e 

um baixo volume diretamente sobre a junção útero-tubárica, pode reduzir a endometrite pós 
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inseminação, o que é particularmente importante quando as inseminações são realizadas em 

éguas com problemas reprodutivos. Entretanto, Sieme et al. (2004), utilizando sêmen fresco, 

observaram que nas éguas com problemas reprodutivos, a taxa de prenhez foi 

significantemente menor quando foram realizadas inseminações histeroscópicas, quando 

comparada com as inseminações no corpo do útero, mas em éguas normais os resultados 

foram melhores quando as éguas foram inseminadas por histeroscopia. 

Através de citologia uterina, Gomes (2002) verificou que a dose convencional de 

sêmen congelado de garanhões (800x106 espermatozóides) causa uma exacerbada resposta 

inflamatória uterina e observou também que a inseminação histeroscópica com baixa dose de 

sêmen congelado (40x106), levou a uma menor resposta inflamatória quando comparada com 

a inseminação com dose convencional. Entretanto, quando comparada com a inseminação 

com baixa dose no corpo do útero, a inseminação histeroscópica causou uma maior reação 

inflamatória no útero, mas não causou uma depreciação dos índices de fertilidade. 

De acordo com Squires (2001) o desenvolvimento de técnicas que permitem o uso de 

um baixo número de espermatozóides bem como a deposição do sêmen na região da papila, 

onde a reação inflamatória é menos intensa do que nas demais porções do útero, podem 

reduzir a incidência de endometrite após a inseminação, melhorando assim os índices de 

fertilidade. 

 

2.3. Técnicas de inseminação artificial 

 

 Visando melhorar os índices de fertilidade de indivíduos subférteis e maximizar o 

aproveitamento de animais férteis de alto potencial pela utilização de um baixo número de 

espermatozóides no momento da inseminação, vários estudos tem sido desenvolvidos em 

diferentes espécies. 

 Em eqüinos o método convencional de inseminação se faz pela deposição de 

aproximadamente 400x106 espermatozóides móveis no corpo do útero (Squires et al., 1999), 

os quais terão que atingir o oviduto, local onde ocorre a fertilização. 

 De acordo com Morris & Allen (2002a) a taxa de concepção por ciclo é de 60% 

quando as éguas são cobertas naturalmente e uma média de 1.88 coberturas são necessárias 

para a obtenção de uma gestação. Entretanto, uma taxa de concepção maior que 60% foi 

obtida por Householder et al. (1981), através da inseminação artificial realizada com no 

mínimo 300x106 espermatozóides móveis oriundos de sêmen fresco de garanhões. 
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 A dose inseminante recomendada quando se utiliza sêmen congelado de 

garanhões é de 300 a 500x106 espermatozóides móveis e mesmo utilizando um alto número 

de espermatozóides a taxa de concepção com sêmen congelado é de 30 a 70% (Squires et al., 

1999). Samper & Morris (1998) obtiveram uma taxa de concepção de 73% utilizando 600x106 

espermatozóides oriundos de sêmen congelado, sendo as inseminações realizadas 24 e 36 

horas após a administração de um implante subcutâneo de um análogo de GnRH.  

 Técnicas que permitem o uso de um número reduzido de espermatozóides, 

visando um melhor aproveitamento do sêmen de indivíduos subférteis ou inférteis que 

apresentam oligozoospermia, vem sendo aplicadas em Medicina Humana, com resultados 

satisfatórios (Jansen et al., 1988; Izuka, 1991). Sendo uma destas técnicas a inseminação 

histeroscópica, em que o sêmen depositado próximo ao oviduto, sobre a junção útero-tubárica 

(papila), através de um aparelho de endoscopia via lumen uterino. Dentro desta linha, alguns 

autores têm estudado a aplicação da inseminação histeroscópica em eqüinos. Morris et al. 

(2000a) obtveram um índice de prenhez de 60%, inseminando 15 éguas com 10x106 

espermatozóides provenientes de sêmen fresco, os quais foram depositados sobre a papila 

tubárica com auxílio de um endoscópio. Vazquez et al. (1998), empregando técnica similar, 

utilizando aproximadamente 3,8 x 106 espermatozóides com motilidade progressiva, 

obtiveram 30% de prenhez. 

 A visualização da junção útero tubárica (papila) durante a inseminação 

histeroscópica, com auxílio de um endoscópio, permite a deposição de um pequeno número 

de espermatozóides diretamente sobre a papila (Morris et al., 2000a). Sendo a inseminação 

histeroscópica uma técnica promissora, que poderá ser utilizada no processo de reprodução 

assistida para o manejo reprodutivo de garanhões com problemas de fertilidade, que possuem 

baixa motilidade do sêmen, bem como uma alternativa para a maximização do uso do sêmen 

congelado. Esta técnica também pode viabilizar a obtenção de produtos de éguas que possuem 

problemas de transporte de espermatozóides no útero, o que é comum em éguas velhas (Scott 

et al., 1995). 

 A incidência de endometrite após a ihisteroscopia é muito pequena, apenas 1% de 

78 éguas inseminadas com sêmen fresco (Morris et al., 2000a) e 3,5% de 86 éguas 

inseminadas com sêmen congelado (Morris et al., 2000b), através de histeroscopia, 

apresentaram acúmulo de líquido no lúmen uterino, mostrando que esta técnica é pouco 

invasiva.  

  Rath et al. (2000) trabalharam com inseminação artificial intra-uterina em suinos 

com objetivo de se conhecer o número mínimo de espermatozóides que pode ser depositado 
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na ponta do corno uterino para obtenção de bons índices de fertilidade. As inseminações 

foram realizadas por via cirúrgica e com concentrações de 1x109, 2x108, 2x107, 1x107, 2x106 

espermatozóides por animal em um volume de 0,5 ml. Não houve diferença nas taxas de 

fertilização dos quatro primeiros grupos respectivamente, porém uma redução de 50% na taxa 

de fertilização foi observada com quantidade menores de espermatozóides. 

Foi desenvolvido uma técnica de inseminação não cirúrgica que permite a 

deposição de espermatozóides na junção útero tubárica de porcas, com auxilio de uma pipeta 

de inseminação modificada e um fibroendoscópio flexível, sendo que com esta técnica é 

possível passar o canal cervical e alcançar a papila entre três e sete minutos em 90% dos 

animais. Através desta técnica foram realizadas inseminações com doses de 1000, 200 e 

50x106 espermatozóides diluídos em cinco mL e as taxas de prenhez (tamanho das ninhadas) 

foram respectivamente de 86,6% (9,6), 88,9% (9,75) e 92,3% (9,4), não havendo diferença 

significativa na percentagem de prenhez e tamanho da ninhada entre as diferentes 

concentrações de espermatozóides utilizadas (Martinez et al., 2000). Roca et al. (2002) 

avaliaram a eficiência da inseminação com fibroendoscópio flexível utilizando um baixo 

número de espermatozóides provenientes de sêmen congelado de suínos e obtiveram uma taxa 

de prenhez de 70% com 9,2 leitões em média, sendo que no grupo controle, em que foi 

utilizado sêmen fresco a taxa de prenhez foi de 84,21% e a média de leitões foi de 9,2, não 

havendo diferença significativa entre os grupos, mostrando que a deposição do sêmen sobre a 

junção útero tubárica é eficiente. 

Em um estudo realizado por Wolken et al. (2002) observaram que a deposição de 

um número reduzido de espermatozóides na parte distal do corno uterino de porcas, através de 

pipeta especial, é uma técnica eficiente, pois obtiveram 65,2% e 77,3% de prenhez utilizando 

100x106 e 500x106 espermatozóides respectivamente. Utilizando uma técnica não cirúrgica de 

inseminação artificial em suínos, onde o sêmen é depositado na região anterior do corno 

uterino, Vazquez et al. (2002) verificaram a taxa de prenhez e tamanho da leitegada, 

utilizando sêmen sexado e obtiveram os seguintes resultados, 43,8% de prenhez e 8,2 leitões 

em média utilizando 50x106 espermatozóides sexados, 76,2% de prenhez e 9,6 leitões com 

50x106 espermatozóides não sexados, 57,5% de prenhez e 9,1 leitões com 100x106 

espermatozóides sexados e 81,1% de prenhez e 9,4 leitões utilizando 100x106 

espermatozóides não sexados. Entretanto, Grossfeld et al. (2005) obtiveram taxas de prenhez   

e tamanhos de ninhadas inferiores do que as obtidas por Vazquez et al. (2002), utilizando a 

mesma técnica, sendo de 33% a taxa de prenhez e 7,5 leitões por ninhada quando as porcas 
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foram inseminadas com 50x106 espermatozóides sexados e de 54,5% de prenhez com 9,0 

leitões por ninhada quando utilizou-se 50x106 espermatozóides não sexados.  

Em suínos, a inseminação próximo ao oviduto, através de laparotomia tem 

apresentado bons resultados tanto com sêmen fresco quanto congelado (Krueger et al., 1999), 

mas a cirurgia resulta em um estresse para o animal e também causa aderências complicando 

a manipulação nos ciclos subseqüentes (Fantinati et al., 2005) 

Fantinati et al. (2005) inseminando marrãs, através de laparoscopia, obtiveram 

taxas de fertilização de 94,5%, 91,2%, 92,3%, 81,9% e 50,5% utilizando doses inseminantes 

de 1,5x108, 1,5x107, 1x107, 5x106 e 1x106 respectivamente. Os autores concluíram que a 

inseminação laparoscópica, próximo à junção útero-tubárica em marrãs, pode ser 

extremamente eficiente na obtenção de altas taxas de fertilização utilizando baixas doses de 

sêmen, desde que a dose inseminante seja superior  a 1x106 espermatozóides. 

Novas técnicas de inseminação artificial também têm sido estudadas em ovelhas, 

visando à obtenção de melhores resultados com a aplicação do sêmen congelado. Maxweel et 

al.(1993) utilizando um método laparoscópico, obtiveram uma taxa de gestação maior com 

inseminações no oviduto (61%), quando comparada com as inseminações intrauterinas (39%) 

em ovelhas. Pau et al. (2002) compararam a inseminação por laparoscopia com a 

transcervical, sendo ambas cirúrgicas e concluíram que a eficiência das técnicas foram 

similares, mas a inseminação transcervical causa menos estresse para o animal. 

Em bovinos também tem sido proposta a deposição do sêmen na extremidade do 

corno uterino, com objetivo de aumentar a eficiência da inseminação artificial, reduzir o 

número de espermatozóides requeridos por dose inseminante, aumentando assim o 

aproveitamento de touros geneticamente superiores, bem como melhorar o potencial de uso 

do sêmen sexado (Lopez-Gatius, 2000). 

Uma precisa relação entre o sítio de inseminação e o número de espermatozóides 

por dose inseminante, ainda não está bem definida em vacas (Kurykin et al., 2003). Foote & 

Karroth (1997) obtiveram uma taxa de prenhez similar realizando inseminações com 4,6x106 

(70,5%) e 21,6x106 (70,1%) espermatozóides móveis. Entretanto, Gerard & Humblot (1991) 

obtiveram uma taxa de prenhez significativamente maior quando utilizaram 16x106 

espermatozóides do que utilizando doses inseminantes de 8x106 e 12x106 espermatozóides. 

Em vacas a deposição do sêmen próximo a junção útero-tubárica pode resultar em 

mais espermatozóides alcançando o sítio de fertilização, aumentando assim a chance de 

polispermia (Hunter & Greve, 1998). Dalton et al. (1999) encontraram mais espermatozóides 

na zona pelúcida após a inseminação na extremidade do corno uterino do que após a 
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inseminação no corpo do útero (inseminação convencional). Entretanto, Hawk & Tanabe 

(1986) não encontraram um aumento no número de espermatozóides acessórios após a 

inseminação na extremidade do corno uterino. 

De acordo com Seidel et al. (2000) a deposição do sêmen mais próximo do sítio de 

fertilização, em vacas, permitiu a utilização de um número reduzido de espermatozóides sem 

afetar drasticamente a fertilidade. Senger et al. (1988) observaram que a taxa de prenhez das 

vacas inseminadas no corpo do útero foi de 43% enquanto que nos animais inseminados no 

corno ipsilateral ao foliculo pré-ovulatório a taxa foi de 65%. Entretanto, McKenna et al. 

(1990) não constataram vantagens em utilizar esta técnica. Hylan et al. (2002) desenvolveram 

um experimento para avaliar a taxa de fertilização e qualidade dos embriões recuperados de 

vacas superovuladas inseminadas com sêmen congelado, através da deposição do sêmen 

próximo ao sítio de fertilização por um guia ultra-sonográfico intravaginal, com um baixo 

número de espermatozóides e concluíram que esta técnica não é eficiente para produção de 

embriões de vacas superovuladas. 

Kurykin et al. (2003) desenvolveram um experimento para avaliar o efeito do local 

de deposição do sêmen e dose inseminante em novilhas, com estro sincronizado e obtiveram 

uma taxa de prenhez de 68,1% no grupo em que foram realizadas inseminações na 

extremidade do corno uterino com 2x106 espermatozóides, 60,9% quando as inseminações 

foram realizadas com 40x106 espermatozóides na extremidade do corno uterino, 67,9 % 

quando as inseminações foram realizadas na porção média do corno uterino com 2x106 , 

53,6% quando as inseminações foram realizadas na porção média do corno uterino com 

40x106 espermatozóides e 54,2% quando as inseminações foram realizadas no corpo do útero 

com 40x106 espermatozóides, mostrando que a inseminação na extremidade do corno uterino, 

com 2x106 espermatozóides, em novilhas sincronizadas é tão eficiente quanto a inseminação 

convencional com 40x106 espermatozóides. 

Andersson et al. (2004) avaliaram a taxa de prenhez em vacas de leite utilizando 

inseminações com 2 e 15x106 espermatozóides, oriundos de sêmen congelado, em diferentes 

sítios de deposição do sêmen e observaram que as inseminações com baixa dose resultaram 

em taxa de prenhez significativamente menor do que com o uso da dose normal e que o local 

de deposição do sêmen não influenciou nas taxas de gestação. Observou-se também uma 

grande variabilidade na fertilidade entre os touros, utilizando 2x106 espermatozóides por dose 

e também um efeito significativo dos efeitos touro e técnico, na fertilidade das vacas. 

Trabalhando com sêmen fresco de equinos, Buchanan et al. (1999) compararam as 

taxas de prenhez de grupos de éguas inseminadas com 500x106 espermatozóides em 20 ml no 
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corpo do útero, 25x106 em 1,0 ml, 5x106 em 1,0 ml e 5x106 em 0,2 ml depositados na ponta 

do corno através do desvio da pipeta. Os resultados foram respectivamente de 90%, 57%, 

30% e 40%, concluindo que a deposição de sêmen no corno uterino pode maximizar a 

fertilidade quando utiliza-se um baixo número de espermatozóides em um pequeno volume. 

Dell’Aqua (2001) avaliaram o efeito do local de deposição do sêmen e a 

concentração da dose inseminante e obtiveram 20% de prenhez com a deposição de 50x106 

espermatozóides pré-ovulação no corpo do útero e nenhuma prenhez com a deposição do 

mesmo número de gametas na extremidade do corno, onde este local foi atingido desviando-

se a pipeta de inseminação por manipulação retal. Com a deposição de 150 x106 

espermatozóides pré e 150x106 pós ovulação obtiveram 40% de prenhez quando o sêmen foi 

depositado no corpo do útero e 50% quando o sêmen foi depositado na extremidade do corno, 

não sendo observado diferença estatística entre os grupos com diferentes locais de deposição 

do sêmen. 

Em um estudo desenvolvido com objetivo de avaliar a eficiência da inseminação 

histeroscópica, sobre a papila e inseminação na extremidade do corno uterino, utilizando um 

baixo número de espermatozóides (5x106 / 200µL) após 24 horas de refrigeração, bem como 

avaliar o efeito do tratamento intrauterino com prostaglandina E2 (PGE2) antes da 

inseminação, Brinsko et al. (2003) não observaram interação entre os tratamentos pré-

inseminação (solução fisiológica x PGE2) e as técnicas de inseminação utilizadas 

(histeroscopia x extremidade do corno). A taxa de prenhez não foi diferente entre as éguas 

inseminadas por histeroscopia (67%) ou na extremidade do corno (56%). A taxa de prenhez 

também não foi diferente entre o grupo tratado com PGE2 (61%) e o não tratado (61%), 

mostrando que a infusão com 0,25 mg de PGE2 na extremidade do corno uterino 2 horas antes 

das inseminações não interferiu nas taxas de prenhez de nenhuma das técnicas de inseminação 

utilizada. 

Squires et al. (2000) avaliaram o local de deposição do sêmen e o número de 

espermatozóides utilizados e observaram que a inseminação histeroscópica resultou em uma 

maior taxa de prenhez com a aplicação de 5 milhões de espermatozóides com motilidade 

progressiva (50%), do que com o desvio da pipeta para a extremidade do corno uterino (Zero 

%). Entretanto, em outro trabalho não foi observado diferença significativa na taxa de prenhez 

de éguas inseminadas na extremidade do corno uterino (50%) e éguas inseminadas por 

histeroscopia (62%) com 5x106 espermatozóides, oriundos de sêmen refrigerado (Rigby et al., 

2001).  
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Manning et al. (1998) utilizando a técnica de histeroscopia na tentativa de 

canulação do oviduto de éguas para deposição do sêmen no interior da tuba uterina, obtiveram 

33% de fertilidade inseminando com 1x106 espermatozóides. Entretanto, McCue et al. (2000) 

não encontraram diferença estatística na porcentagem de prenhez entre a inseminação com 

sêmen fresco de eqüinos utilizando 500x106 espermatozóides com motilidade progressiva, no 

corpo do útero (40%) e a porcentagem de prenhez obtida com 50 mil espermatozóides com 

motilidade progressiva, depositados no oviduto (21,4%), através de uma técnica de 

inseminação cirúrgica. 

Trabalhando com transferência de ovócitos, Coutinho da Silva et al. (2001) em um 

dos grupos de éguas transferiram os ovócitos juntamente com 200 mil espermatozóides 

(sêmen fresco) para o oviduto das receptoras e em outro grupo as éguas receptoras foram 

inseminadas pelo método convencional, com 500x106 espermatozóides móveis, antes dos 

ovócitos serem transferidos para os ovidutos e não observaram diferença na taxa de prenhez 

dos grupos. Porém, a inseminação no oviduto de éguas não é um método prático, pois é um 

processo bastante invasivo. 

A inseminação diretamente no oviduto é eficiente quando se utiliza sêmen fresco 

para fertilização dos ovócitos na transferência de ovócitos. A taxa de prenhez é 

significantemente menor quando se realiza a inseminação no oviduto com sêmen congelado 

(8%) quando comparada com sêmen fresco (82%). Bem como, com a utilização de sêmen 

refrigerado, a taxa de prenhez é maior quando se realiza inseminação intrauterina (83%) do 

que inseminação direta no oviduto (25%) (Coutinho da Silva et al., 2004). 

Visando comparar os resultados obtidos através da inseminação convencional e 

histeroscópica, com baixo número de espermatozóides, Leão et al. (2002) desenvolveram um 

experimento onde as éguas foram inseminadas com 10x106 espermatozóides móveis sobre a 

junção útero-tubárica, 10x106 espermatozóides móveis no corpo do útero e 400x106 

espermatozóides móveis no corpo do útero e as taxas de prenhez foram de 41,67%, 16,67% e 

50% respectivamente, mostrando que a inseminação histeroscópica proporciona bons 

resultados, mesmo utilizando apenas 2,5% da dose convencional, utilizando sêmen fresco de 

garanhões.   

Morris et al. (2000a) desenvolveram um experimento objetivando avaliar o índice 

de fertilidade de éguas inseminadas com baixo número de espermatozóides sobre a papila 

tubárica, por histeroscopia,  ipsilateral ao ovário contendo o folículo pré ovulatório. O sêmen 

era coletado 4 horas antes da inseminação, diluído (2:1 com meio Kenney) e mantido por 1 

hora a temperatura ambiente (20-250C). O sêmen diluído era centrifugado em Percoll 45 e 
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90% a 200g por 5 minutos e subseqüentemente a 800g por 10 minutos. O pellet formado era 

ressuspendido em 900 µl de meio contendo Hepes e então era determinada a concentração 

para ajuste final do volume inseminante com diferentes quantidades de espermatozóides 

utilizados em cada grupo. As éguas nos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram inseminadas uma vez 

com respectivamente 10x106, 1x106, 0,5x106, 0,1x106, 0,001x106 espermatozóides móveis 

selecionados em Percoll. As taxas de prenhez foram respectivamente de 60%, 75%, 64%, 

29%, 22% e 10%, concluindo que a inseminação de éguas com um número reduzido de 

espermatozóides selecionados em Percoll, pode resultar em altas taxas de fertilidade, e 

observaram que são necessários pelo menos 1,0x106 células para se obter uma taxa de 

concepção adequada. As melhores taxas de prenhez obtidas neste experimento quando 

comparadas com os resultados de Vazquez et al. (1998) e Manning et al. (1998), que foram 

respectivamente de 33% com 3,8x106 espermatozóides com motilidade progressiva e 22% 

com 1,0x106, podem ser explicadas pela centrifugação do sêmen em gradiente de Percoll, que 

promoveu uma seleção dos espermatozóides. 

Leão (2002) desenvolveu um experimento com objetivo de avaliar a eficiência da 

inseminação histeróscópica utilizando sêmen congelado de garanhões, bem como verificar se 

a seleção de espermatozóides em gradiente descontínuo de Percoll (45% e 90%) poderia 

melhorar os índices de fertilidade obtidos com sêmen congelado. As inseminações foram 

realizadas pós-ovulação, sendo que no primeiro grupo as éguas foram inseminadas com 

10x106 espermatozóides móveis não selecionados em Percoll, por histeroscopia, no segundo 

grupo com 10x106 espermatozóides móveis selecionados em Percoll, também por 

histeroscopia e no terceiro grupo com 400x106 espermatozóides móveis, por inseminação 

convencional (corpo do útero). As taxas de fertilidade foram respectivamente de 33%, 33% e 

0%, mostrando que a inseminação histeroscópica é eficiente quando se utiliza uma baixa dose 

de sêmen congelado de garanhões, porém a seleção de espermatozóides em gradiente de 

Percoll não resultou em melhoria nos índices de fertilidade. 

Em um estudo realizado por Nie et al. (2003) constatou-se que a inseminação na 

extremidade do corno uterino de éguas pode levar a bons índices de fertilidade, utilizando 

uma baixa dose inseminante (25x106 espermatozóides). De acordo com os autores, esta 

técnica de inseminação pareceu reduzir a reação inflamatória pós-inseminação. Neste 

experimento não foi observado diferença estatística nos índices de fertilidade, das éguas 

inseminadas com sêmen selecionado em colunas de esferas de vidro e sephadex (50%), com 
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sêmen selecionado em Percoll (43%) e com sêmen não selecionado (33%). Entretanto, a 

seleção de espermatozóides em colunas de Sephadex para a inseminação artificial na 

extremidade do corno uterino, tendeu a melhorar a fertilidade em relação as éguas 

inseminadas com espermatozóides não selecionados. 

 Com o objetivo de comparar as taxas de prenhez de éguas inseminadas com 

sêmen fresco na extremidade do corno por desvio de pipeta com éguas inseminadas por 

histeroscopia, Lindsey et al. (2000) desenvolveram um experimento onde um grupo de éguas 

foi inseminado com 5x106 de espermatozóides no ápice do corno, um segundo grupo foi 

inseminado com 5x106 sobre a papila e o terceiro grupo foi inseminado com 5x106 de 

espermatozóides sexados sobre a papila. A inseminação histeroscópica resultou em 50% de 

prenhez e a inseminação na extremidade do corno não resultou em prenhez. A taxa de prenhez 

do grupo inseminado com sêmen sexado foi de 25%. Neste mesmo trabalho foi comparado a 

fertilidade do sêmen sexado e não sexado, fresco e congelado e obtiveram os seguintes 

resultado de fertilidade, sêmen fresco não sexado 40%, sêmen fresco sexado 37,5%, sêmen 

congelado não sexado 37,5% e sêmen congelado sexado 13%. 

 Lindsey et al. (2001) desenvolveram um experimento com objetivo de comparar a 

fertilidade de espermatozóides que foram sexados logo após a coleta com a fertilidade de 

espermatozóides os quais foram refrigerados a 20oC por 18 horas e depois sexados. As éguas 

de ambos os grupos foram inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis por 

histeroscopia e as taxas de prenhez foram respectivamente de 30% e 35%, mostrando que a 

refrigeração do sêmen antes do processo de sexagem por citometria de fluxo, não afeta a 

fertilidade do sêmen. 

 Em um estudo subseqüente Lindsey et al. (2005) avaliaram a eficiência das 

inseminações histeroscópica e na extremidade do corno uterino, utilizando 20x106 

espermatozóides em 300µL, oriundos de sêmen sexado por citometria de fluxo, após 18 horas 

de refrigeração a 15oC ou 5oC. Embora a porcentagem de prenhez das éguas inseminadas por 

histeroscopia, com sêmen sexado após refrigeração a 15oC (72%) ter sido numericamente 

maior do que as éguas inseminadas com o sêmen sexado após refrigeração a 5oC (55%), não 

houve diferença estatística entre os grupos. Não houve diferença estatística entre as técnicas 

de inseminação utilizadas, com a aplicação do sêmen refrigerado a 5oC, sendo 38% a 

porcentagem de prenhez do grupo em que as éguas foram inseminadas na extremidade do 

corno uterino. Os pesquisadores acreditam que a diferença numérica das taxas de prenhez 

entre as técnicas de inseminação utilizadas, seja em decorrência de uma maior irritação do 

endométrio causada pelo desvio da pipeta do que a irritação causada pelo endoscópio. O 
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volume utilizado para a realização das inseminções também pode ter exercido um efeito no 

resultado das inseminações, pois o volume utilizado foi menor que 0,5 mL, sendo mais 

preciso a deposição deste volume de sêmen diretamente sobre a junção útero-tubárica, através 

de um endoscópio.  

 As taxas de concepção ao primeiro ciclo de éguas inseminadas com sêmen 

congelado tem sido de 30 a 60%, quando se faz avaliações ultrasonográficas para controle do 

desenvolvimento folicular freqüentemente e a inseminação é feita com um mínimo de 

200x106 espermatozóides móveis com no máximo 6 horas da ovulação (Squires et al., 2000). 

Morris et al. (2000) inseminaram éguas por histeroscopia com baixo número de 

espermatozóides provenientes de sêmen congelado, sendo a inseminação realizada em tempo 

fixo após a aplicação de hCG. A aplicação de hCG era feita nas éguas que apresentavam 

folículos maiores que 35 mm de diâmetro e a inseminação entre 32 e 34 horas após a 

aplicação de hCG com 25x106 de espermatozóides móveis provenientes do ejaculado em  500 

µl , 5x106 espermatozóides do ejaculado em 100 µl, 300x106 espermatozóides provenientes 

do epidídimo em 500 µl e  5x106 espermatozóides do epidídimo em 100 µl. As taxas de 

prenhez foram respectivamente de 64%, 79%, 16% e 0%, concluindo que a inseminação 

histeroscópica com a deposição de 1% da dose convencional para sêmen congelado 

proveniente do ejaculado de garanhões é eficiente. 

 Petersen et al. (2002) avaliaram a taxa de recuperação embrionária de éguas 

inseminadas na extremidade do corno uterino, 12 e 36 horas após a aplicação de hCG com 

50x106 espermatozóides móveis, oriundos de sêmen congelado e éguas inseminadas no corpo 

do útero, 12 horas após a aplicação de hCG com 500x106 espermatozóides móveis, oriundos 

de sêmen fresco, sendo as mesmas inseminadas novamente após 24 horas com 500x106 

espermatozóides móveis, oriundos de sêmen refrigerado do mesmo ejaculado utilizado na 

primeira inseminação e obtiveram uma taxa de recuperação embrionária de 64% e 37% 

respectivamente, mostrando que a inseminação na extremidade do corno uterino 12 e 36 horas 

após a aplicação de hCG, pode resultar em boa taxa de recuperação embrionária, utilizando 

uma baixa dose de sêmen congelado de garanhões. 

 Em um estudo desenvolvido por Squires et al. (2002), utilizando sêmen 

congelado, no qual foram comparadas as taxas de recuperação embrionária de éguas 

inseminadas com 200x106 espermatozóides no corpo do útero e no corno uterino, os 

pesquisadores observaram que a taxa de recuperação embrionária foi menor quando as éguas 

foram inseminadas no corno uterino (20%) do que as éguas inseminadas no corpo do útero 

(50%). Neste mesmo trabalho observou-se que a taxa de recuperação embrionária de éguas 
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inseminadas no corpo do útero com 800x106 espermatozóides, com no máximo 6 horas após a 

ovulação (60%), não foi diferente da taxa de recuperação embrionária das éguas inseminadas 

com 400x106 espermatozóides, 24 e 40 horas após a aplicação de hCG (55%) e a incidência 

de éguas com acúmulo de líquido no útero, 24 horas após as inseminações, foi similar entre 

estes grupos, mostrando que a realização de duas inseminações por ciclo não resulta em 

endometrite pós-cobertura grave.  

 Güvenc et al. (2005) realizaram um experimento onde compararam a reação 

inflamatória no útero de éguas normais, 24 horas após a inseminação artificial com sêmen 

congelado nos seguintes grupos, inseminação na ponta do corno uterino com 20x106 

espermatozóides, inseminação na ponta do corno com 200x106 espermatozóides, inseminação 

no corpo uterino com 20x106 espermatozóides e inseminação no corpo do útero com 200x106 

espermatozóides e concluíram que nem o local da inseminação e a dose inseminante afetaram 

a magnitude da reação inflamatória uterina, avaliada pela contagem de polimorfonucleares no 

fluido uterino de éguas normais 24 horas após a inseminação, sugerindo que a inseminação 

artificial na ponta do corno não aumenta os riscos de endometrite. O grupo que foi 

inseminado com baixa dose na ponta do corno apresentou uma quantidade de líquido no útero 

significativamente menor do que os demais grupos, mostrando que esta técnica não é 

traumática ou irritante, com a deposição de um baixo número de espermatozóides. 

 Morris & Allen (2002) concluíram que tanto a inseminação histeroscópica quanto 

a inseminação na extremidade do corno uterino, através de desvio de pipeta, podem melhorar 

a eficiência reprodutiva com a aplicação do sêmen congelado e sexado de garanhões férteis e 

que as taxas de concepção parecem ser melhores com a inseminação histeroscópica quando a 

dose inseminante é menor que 5x106 espermatozóides. 

 Em éguas, a inseminação histeroscópica com 150x106 espermatozóides do 

epidídimo (sêmen fresco), resultou em uma taxa de prenhez de 45% (Morris et al., 2002b). 

Neste mesmo estudo, uma maior taxa de prenhez foi obtida com a inseminação histeroscópica 

(18%) do que com a inseminação convencional (8%), utilizando 200x106 espermatozóides 

congelados do epidídimo. 

 Com objetivo de avaliar os efeitos da técnica de inseminação, dose inseminante, 

volume inseminante e tipo de sêmen (fresco ou congelado) sobre a fertilidade de éguas 

normais e éguas com problemas reprodutivos, Sieme et al. (2004) desenvolveram um 

experimento em que realizaram inseminações no corpo do útero com 50x106 espermatozóides 

móveis, oriundos de sêmen fresco, em um volume de 12 ml (58,1% de prenhez), 

inseminações na extremidade do corno uterino, através de desvio de pipeta com 50x106 
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espermatozóides móveis, oriundos de sêmen fresco, em 12 ml (50,0% de prenhez), 

inseminações histeroscópicas com 50x106 espermatozóides móveis, oriundos de sêmen fresco, 

em 12 ml (55,6% de prenhez), inseminações histeroscópicas com 50x106 espermatozóides 

móveis, oriundos de sêmen fresco, em 2 ml (67,9% de prenhez), inseminações no corpo do 

útero com 300x106 espermatozóides móveis, oriundos de sêmen fresco, em 12 ml (58,8% de 

prenhez), inseminações no corpo do útero com 100x106 espermatozóides móveis, oriundos de 

sêmen congelado, em 0,5 ml (43,3% de prenhez), inseminações na extremidade do corno 

uterino com 100x106 espermatozóides móveis, oriundos de sêmen congelado, em 0,5 ml 

(44,7% de prenhez), inseminações histeroscópicas com 100x106 espermatozóides móveis, 

oriundos de sêmen congelado, em 0,5 ml (45,8% de prenhez) e inseminações no corpo do 

útero com 800x106 espermatozóides móveis, oriundos de sêmen congelado, em 12 ml (42,9% 

de prenhez), não sendo observado diferença estatística entre os grupos. 

 Sieme et al. (2004) observaram que em éguas com problemas reprodutivos, a 

inseminação artificial com sêmen congelado apresentou uma taxa de prenhez 

significativamente menor do que a inseminação com sêmen fresco. Em éguas normais a 

inseminação histeroscópica com sêmen fresco, resultou em taxa de prenhez melhor do que a 

inseminação no corpo do útero, mas em éguas problemas a taxa de prenhez foi melhor quando 

as éguas foram inseminadas no corpo do útero, quando comparada com as taxas de prenhez 

obtidas através de inseminações histeroscópicas e na ponta do corno uterino. Neste mesmo 

trabalho observou-se que de todas as éguas inseminadas com sêmen fresco, 8,5% 

apresentaram acúmulo de líquido após a inseminação e 11,1% das éguas inseminadas com 

sêmen congelado apresentaram acúmulo de líquido. Observou-se também que a perda 

embrionária foi de 10,5% nas éguas inseminadas com sêmen fresco no corpo do útero, 0% nas 

éguas inseminadas na ponta do corno com sêmen fresco, 8,8% nas éguas inseminadas por 

histeroscopia com sêmen fresco, 16% nas éguas inseminadas no corpo do útero com sêmen 

congelado, 11,7% nas éguas inseminadas na ponta do corno com sêmen congelado e 9,1% nas 

éguas inseminadas por histeroscopia com sêmen congelado, não sendo observado diferença 

estatística entre os grupos. 

 A inseminação intrauterina guiada por ultra-som transvaginal é uma técnica na 

qual o corno uterino é posicionado junto ao fundo de vagina por manipulação retal e através 

de uma agulha perfura-se o fundo de vagina e a extremidade do corno uterino, para que o 

sêmen seja depositado no lúmen uterino. Esta técnica de inseminação tem sido desenvolvida 

em éguas e pode ser uma alternativa para a inseminação artificial com baixa dose. Silva et al. 
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(2004) obtiveram 50% de prenhez inseminando 10 éguas com 20x106 espermatozóides 

móveis, através desta técnica. 

Outra técnica que também pode ser eficiente para aproximação dos 

espermatozóides do sítio de fertilização é a inseminação intraperitoneal, ultrapassando a fase 

de seleção espermática que ocorre durante o transporte espermático pelo útero, como já foi 

demonstrado em suínos (Rowlands, 1957), coelho (Adams, 1969), macacos (Van Pelt, 1970) e 

mulheres (Crosignani et al., 1991). 

Mroueh et al. (1966) realizaram inseminação intraperitoneal em coelhos e 

conseguiram recuperar espermatozóides no oviduto, mas não quantificaram. Acredita-se que 

um alto número de espermatozóides no oviduto de coelhas pode causar uma polispermia e 

uma subsequente redução na implantação dos embriões (Adams, 1969). 

Pesquisas com macacas mostraram que a inseminação artificial intraperitoneal 

pode ser eficiente em primatas, sendo as taxas de fertilização melhores com a utilização de 

mais de 50 mil espermatozóides por inseminaçao (Van Pelt, 1970). 

Vanden Bosch et al. (1974) desenvolveram um experimento para determinar a 

distribuição dos espermatozóides no interior do oviduto de coelhas após a inseminação 

intraperitoneal e correlacionaram com a viabilidade do sêmen utilizado. As inseminações 

intraperitoneais foram realizadas com 200x106 espermatozóides com sêmen de boa qualidade 

(motilidade maior que 80%) e com espermatozóides imóveis e observaram que os 

espermatozóides móveis são mais eficientes e conseguem penetrar no oviduto com mais 

facilidade, sendo que a maioria dos espermatozóides recuperados encontravam-se na região 

da ampola. 

A inseminação intraperitoneal é uma técnica usual em Medicina Humana, em que 

o sêmen é depositado sobre o ovário através de perfuração do fundo de vagina sendo a agulha 

guiada por ultra-som, para o tratamento de casais com problemas de fertilidade por causa 

desconhecida, baixa qualidade do sêmen, problemas de tuba uterina e cervix (Hovatta et al., 

1990). A inseminação intraperitoneal parece ser uma técnica eficiente e é uma alternativa não 

traumática especialmente para casos de oligoastenozoospermia severa (Ragni et al., 1990). 

Lesec et al. (1989) relataram uma taxa de gestação de 7% em casais em que os homens 

possuiam problemas de fertilidade de causa desconhecida. 

A inseminação intraperitoneal em humanos consiste na injeção de espermatozóides 

selecionados (lavados) na cavidade abdominal. Esta preparação do sêmen pode remover 

alguns fatores imunosupressores do plasma, mas também reduz a quantidade de proteínas 

estranhas ao sistema imune feminino. Critser et al. (1989) avaliaram a presença de anticorpos 
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em 9 mulheres e 8 apresentaram resultados positivos após 2 ciclos de inseminação 

intraperitoneal e Crosignani et al. (1991) encontraram anticorpos em 20 de 108 pacientes após 

15 e 90 dias da inseminação intraperitoneal. 

A deposição do sêmen na cavidade abdominal sobre o ovário em mulheres 

usualmente é combinada com programas de superovulação, o que não permite definir o 

quanto os resultados de fertilidade são atribuídos à técnica de inseminação e o quanto é 

devido as multiplas ovulações. Entretanto, Ragni et al. (1990) relataram o primeiro caso de 

gestação após a inseminação intraperitoneal durante um ciclo natural. 

Em um estudo realizado por Hovatta et al. (1990), foi comparada a eficiência da 

inseminação artificial intraperitoneal e intra-uterina, em casais com problemas de fertilidade. 

Foram utilizados 124 casais em 326 ciclos, sendo ambas as técnicas associadas com 

protocolos de superovulação. A taxa de gestação por casal foi de 24% com a técnica de 

inseminação intraperitoneal e de 31% com a inseminação intra-uterina, não existindo 

diferença estatística entre as técnicas avaliadas. Entretanto, as taxas de gestação de ambos os 

tratamentos foram significativamente maiores do que a taxa de gestação observada no ciclo 

controle de cada grupo. 

Livi et al. (1990) avaliaram a presença de anticorpos contra espermatozóides em 

mulheres, após a inseminação artificial intraperitoneal, pois a presença destes anticorpos 

causa problemas de fertilidade. Estes autores detectaram a presença de anticorpos contra 

espermatozóides, sendo que esta produção de anticorpos poderia ser apenas uma resposta 

transitória ou o primeiro passo para uma imunidade sistêmica. Esta última hipótese citada 

pode explicar o decréscimo observado nas taxas de gestação, quando as mulheres eram 

inseminadas mais de uma vez por esta técnica de inseminação. 

Com objetivo de avaliar o aparecimento de anticorpos contra espermatozóides em 

mulheres, inseminadas uma ou mais vezes por inseminação intraperitoneal, Ragni et al. 

(1993) realizaram um experimento e constataram que apesar do grande número de 

espermatozóides (14x106) utilizados, não foi observado formação de anticorpos, mesmo após 

a realização de inseminações subsequêntes. 

A inseminação intraperitoneal foi introduzida como tratamento de subfertilidade 

humana com resultados satisfatórios. Evans et al. (1991) constataram que a inseminação 

artificial intraperitoneal em combinação com a superovulação pode oferecer bons resultados 

de gestação em casais com problemas de fertilidade, principalmente em casais subférteis por 

causa desconhecida. Observaram uma taxa de gestação por ciclo de 3,1% no ciclo controle, 

3,5% com a inseminação intrauterina e de 11,9% com a inseminação intraperitoneal. 
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Realizando inseminação intraperitoneal em casais com problemas de fertilidade por causa 

desconhecida, Karlström et al. (1991) obtiveram uma taxa de gestação de 11,7% e 11,1% 

utilizando a seleção espermática em hialuronato de sódio e seleção em swim-up 

respectivamente. 

 Crosignani et al., (1991) experimentaram a inseminação intraperitoneal para o 

tratamento de infertilidade de homens de origem desconhecida e conseguiram 23 gestações de 

164 ciclos, utilizando aproximadamente 1x106 espermatozóides.  

Turhan et al. (1992) obtiveram bons resultados com inseminação intraperitoneal e 

concluíram que a deposição do sêmen na cavidade abdominal sobre o ovário, tem um 

resultado favorável para problemas de fertilidade relacionados com a qualidade do sêmen e 

quando a origem da infertilidade é imunológica. Entretanto, Campos-Liete et al. (1992) não 

encontraram efeito benéfico da inseminação intraperitoneal em relação ao ciclo controle. 

Tiemessen et al. (1997) compararam as técnicas de inseminação intraperitoneal e 

intrauterina em casais com problemas de fertilidade de causa conhecida e observaram que a 

taxa de gestação por ciclo (24% x 16%) e acumulada (53% e 40%) foi significativamente 

maior com a inseminação intrauterina. 

O uso de hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH), gonadotrofina 

menopausal humana (hMG) e gonadotrofina coriônica humana (hCG) associados com a 

técnica de inseminação intraperitoneal, melhorou a taxa de concepção de mulheres com 

problemas de fertilidade por causa desconhecida, as quais foram submetidas a este protocolo 

após sucessivas tentativas de superovulação e inseminação intrauterina (Minoura et al., 1999). 

É aceito que em algumas espécies, os espermatozóides passam pelo oviduto e 

atingem a cavidade abdominal após a monta natural ou inseminação e acredita-se que durante 

o trajeto dos espermatozóides pelo trato reprodutivo feminino, o mesmo separa-se dos outros 

componentes do plasma seminal, reduzindo assim a chance de ocorrer uma resposta imune ou 

até mesmo uma infecção (López-Gatius, 1995). 

López-Gatius (1995) realizou inseminação intraperitoneal em vacas de leite com 

problemas de fertilidade, as quais já tinham sido inseminadas no mínimo 6 vezes e possuíam 

mais de 250 dias de paridas, através de perfuração do fornix vaginal onde a agulha era guiada 

por ultra-som e não observou diferença estatística entre as porcentagens de prenhez da 

inseminação intraperitoneal (14,6%) e intrauterina (20,6%), utilizando sêmen congelado. 

Neste experimento o sêmen utilizado foi diluído com meio citrato-gema de ovo e antibióticos. 

A injeção do sêmen na cavidade peritoneal era realizada por perfuração do fornix vaginal, e a 

deposição era sobre o ovário ipsilateral a ovulação. 
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Com objetivo de avaliar o transporte espermático retrógrado em vacas de leite, 

após a inseminação artificial intraperitoneal, López-Gatius & Yániz (2000) desenvolveram 

um experimento onde inseminaram 36 vacas por inseminação intraperitoneal com 

espermatozóides vivos (n=18) e espermatozóides mortos (n=18). Cada grupo de 6 vacas foi 

inseminado aleatoriamente com 30, 45 e 90x106 espermatozóides. Após 2, 6, 12 e 24 horas 

após a inseminação avaliava-se a taxa de recuperação espermática do muco cervical. Das 

vacas inseminadas pela técnica intraperitoneal, recuperou-se espermatozóides do muco 

cervical de 6 a 24 horas após a inseminação com 90x106 espermatozóides, sendo maior a 

recuperação nos grupos em que utilizou-se espermatozóides mortos. Não sendo recuperados 

espermatozóides dos grupos em que as vacas foram inseminadas com 30 e 45x106 

espermatozóides. Os autores sugeriram que após a inseminação artificial intraperitoneal, 

existe um transporte passivo da cavidade abdominal para o trato genital feminino e que existe 

uma alta retenção de espermatozóides no trato genital quando espermatozóides vivos são 

utilizados na inseminação. 

De acordo com Yaniz et al. (2002) a inseminação artificial intraperitoneal oferece 

algumas vantagens, como a ausência de barreiras para os espermatozóides (muco cervical e 

junção útero-tubárica) e o aumento do número de espermatozóides próximo ao sítio de 

fertilização e apresenta também algumas desvantagens, como o efeito deletério do ambiente 

peritoneal sobre os espermatozóides, dispersão das células espermáticas na cavidade 

abdominal, risco de polispermia, infecções e aquisição de imunidade às células espermáticas. 

Estes autores também enfatizam a importância da utilização de uma alta dose inseminante em 

todas as espécies, para se conseguir melhores resultados de concepção com o uso desta 

técnica. 

Mununce et al. (2003) avaliou o efeito do líquido peritoneal sobre alguns 

parâmetros da função espermática, in vitro e observou que o líquido peritoneal não mata os 

espermatozóide, porém reduz a habilidade dos mesmos a responderem à indutores de reação 

acrossomal e de se ligarem à zona pelúcida de oócitos, indicando que este fluido pode 

modular a função espermática in vivo, podendo este ser um dos motivos que interferem no 

sucesso da técnica de inseminação intraperitoneal.   

O melhor momento para se realizar a inseminação intraperitoneal é relativo de 

acordo com a capacitação, transporte espermático e momento da ovulação e varia entre as 

espécies. Em coelhas a inseminação deve ser realizada de 8 a 16 horas antes da ovulação e em 

porcas de zero a 12 horas antes da ovulação (Yaniz et al., 2002). 
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Os resultados de fertilidade obtidos com a aplicação da inseminação 

intraperitoneal nos diferentes mamíferos são muito variados e promissores. Entretanto, é claro 

que esta técnica está passando pelos primeiros estágios e é necessário um melhor 

entendimento dos fatores associados ao sucesso desta técnica, para que se possa incrementar o 

protocolo de realização da técnica. 

  Uma nova técnica de reprodução assistida tem sido desenvolvida e consiste na 

introdução direta dos espermatozóides no folículo pré ovulatório. Alguns autores acreditam 

que a fertilização pode ocorrer mais facilmente após a inseminação intrafolicular e que esta 

técnica também pode ser uma alternativa para o tratamento de fertilidade de origem masculina 

(Nuojua-Huttnen et al., 1995). Lucena et al. (1991) relataram o primeiro caso de gestação 

obtida através de inseminação intrafolicular, a qual foi realizada em uma mulher que 

apresentava aderência ovariana e que o marido apresentava azoospermia. 

Zbella et al. (1992) relataram um caso de inseminação intrafolicular para 

tratamento de subfertilidade de origem masculina, o qual resultou em gestação. Neste relato o 

sêmen apresentava oligoastenozoospermia crônica com baixa concentração (5 - 20 

x106espermatozóides/ml) com 20 a 38% de motilidade e um volume entre 1 a 3,5 ml. Antes 

de tentar a inseminação intrafolicular outras técnicas foram tentadas como a fertilização in 

vitro e inseminação intrauterina, mas sem resultados positivos. Foi injetado lentamente no 

folículo 5x106espermatozóides móveis em 30 µl de HTF (human tubal fluid) que foi 

preparado previamente pelo protocolo de Swim up. 

A eficiência da inseminação intrafolicular para o tratamento de infertilidade de 

origem não tubárica foi investigada por Nuojua-Huttunen et al. (1995), onde 50 mulheres com 

problemas de fertilidade e tuba uterina normal, foram submetidas a inseminação intrafolicular, 

em que os espermatozóides selecionados foram injetados em um folículo pré ovulatório via 

vaginal. A técnica de inseminação intrafolicular mostrou-se simples e conveniente, não 

havendo complicações e observaram que os resultados da inseminação intrafolicular quando 

comparados com outras técnicas de reprodução assistida são ineficientes para o tratamento de 

fertilidade. Estes autores acreditam que este baixo resultado de fertilidade pode ter sido 

conseqüência de alguns fatores como os espermatozóides terem sido depositados fora do 

folículo, o número de espermatozódes utilizados ter sido muito baixo, a inseminação ter sido 

realizada em momento inadequado com relação à aplicação do hCG e as condições do 

folículo não serem favoráveis para fertilização. 

Na reprodução eqüina a inseminação artificial intrafolicular tem potencial 

aplicação para contornar situações como éguas que desenvolvem endometrite persistente pós-
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cobertura, inseminações com número reduzido de espermatozóides, oriundos de ejaculados 

oligozoospérmicos ou sêmen congelado, bem como aplicações em pesquisas para melhor 

entendimento do processo de fertilização (Meinjtes et al., 2001). 

Meinjtes et al. (2001) desenvolveram um experimento com intuito de avaliar a 

eficiência da inseminação intrafolicular guiada por ultra-sonografia transvaginal em éguas. Os 

animais foram divididos em quatro grupos, sendo que no grupo I as éguas receberam hCG e 

foram inseminadas com espermatozóides tratados com agentes capacitantes, no grupo II as 

éguas receberam hCG e foram inseminadas com sêmen não tratado, no grupo III as éguas não 

receberam hCG e foram inseminadas com sêmen tratado com agentes capacitantes e no grupo 

IV as éguas não receberam hCG e foram inseminadas com sêmen não tratado. Todas as 

inseminações foram realizadas com 180x106 espermatozóides móveis em 1,5 mL. Das cinco 

éguas que receberam hCG (grupos I e II) todas ovularam e da cinco éguas que não receberam 

hCG apenas duas ovularam e não foi detectado prenhez em nenhum dos grupos. Os autores 

deste trabalho não sabem se o número de espermatozóides utilizados para a realização das 

inseminações foi insuficiente, se os espermatozóides permanessem livres no líquido folicular 

ou se ligam nas células da granulosa e se os espermatozóides são capazes de sobreviver no 

ambiente intrafolicular. 

Eilts et al. (2002) desenvolveram um experimento para determinar se a 

inseminação artificial intrafolicular poderia interferir negativamente na obtenção de prenhez 

de éguas. Os animais recebiam uma aplicação de hCG e concomitantemente eram 

inseminadas no corpo do útero com 6,7x109 espermatozóides móveis. Depois de 30 a 34 horas 

da aplicação do hCG e inseminação convencional, realizava-se a inseminação artificial 

intrafolicular com 100x106 espermatozóides móveis em 2,0mL. Foi observado apenas uma 

prenhez das nove éguas inseminadas, tendo este animal apresentado dupla ovulação e esta 

gestação pode ser oriunda da ovulação do folículo que não foi inseminado. Estes autores 

acreditam que algum componente da célula espermática ou do plasma seminal inibe a 

ovulação ou a maturação normal do oócito eqüino, pois a inseminação artificial intrafolicular 

foi detrimental no estabelecimento de prenhez.  

Devido não estar bem esclarecido o papel dos espermatozóides no insucesso da 

inseminação artificial intrafolicular, Parlevliet et al. (2004) desenvolveram um experimento 

com objetivo de avaliar a porcentagem de espermatozóides vivos e o estado acrossomal dos 

espermatozóides após a inseminação intrafolicular. Nove éguas receberam aplicação de hCG 

ou deslorelina e 36 horas após a indução da ovulação estas éguas foram inseminadas por 

inseminação intrafolicular com 50x106 (n=4) e 500x106 (n=5) espermatozóides móveis. 
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Quatro horas após a inseminação os folículos inseminados foram aspirados e observou-se a 

presença de espermatozóides móveis em 7 amostras, porém apenas 5 amostras apresentaram 

espermatozóides vivos. Todos os espermatozóides recuperados estavam com o acrossoma 

reagido. A taxa de recuperação de espermatozóides foi de 0,53% e 9,02% para as 

inseminações com 50x106 e 500x106 respectivamente. Com estes resultados os autores 

concluíram que o ambiente intrafolicular é desfavorável para a viabilidade espermática. 

 

2.4. Líquido peritoneal 

 

 Durante a realização da inseminação intraperitoneal, os espermatozóides 

juntamente com o meio diluente e até mesmo bactérias são depositados na cavidade 

abdominal, bem como, após a inseminação intrafolicular, a cavidade peritoneal também tem 

contato com o sêmen, podendo este fato levar a um processo inflamatório nesta cavidade. A 

colheita de líquido peritoneal, através de abdominocentese para avaliação do mesmo, é um 

exame que pode ser associado com o histórico do animal para o diagnóstico de peritonite em 

eqüinos (DeHeer et al., 2002). 

 O líquido peritoneal normal representa um ultrafiltrado de plasma, tem um baixo 

volume, baixa celularidade e uma baixa concentração de proteína total, sua função é lubrificar 

a superfície dos órgãos e diminuir a fricção entre eles. Anormalidades no líquido peritoneal 

podem ser associadas a doenças que afetam os eqüinos como cólica, peritonite, injuria 

traumática e neoplasia (DeHeer et al., 2002). 

 O exame citológico do líquido peritoneal de um animal com dor abdominal pode 

ser crucial para um rápido diagnóstico diferencial, devido ao grande número de causas 

potenciais, auxiliando assim o início de uma terapia adequada (Connally, 2003). 

 A presença de sangue no líquido peritoneal pode ser conseqüência de uma 

contaminação no momento da colheita através de hemorragia superficial causada pela incisão 

na pele, devido à perfuração de músculos abdominais no momento em que a agulha ou cânula 

são introduzidas na cavidade abdominal, ou por perfuração de algum órgão abdomonal. 

Entretanto, a presença de sangue no líquido peritoneal devido a uma hemorragia por 

diapedese causada por uma lesão na cavidade peritoneal ou hemoperitoneo, representam 

causas de uma efusão hemorrágica verdadeira. A diferenciação de contaminação ou 

hemorragia é de suma importância para uma correta interpretação dos resultados de uma 

análise de líquido peritoneal. Se no início da colheita o líquido peritoneal apresentar coloração 

clara e depois apresentar coloração avermelhada, indica que houve contaminação durante a 



 52

colheita, bem como quando acontece o contrário, sendo que no começo da colheita a amostra 

apresenta coloração avermelhada e depois começa a clarear. A quantidade de líquido 

peritoneal e a avaliação do tipo de células sangüíneas, podem auxiliar na diferenciação de 

hemorragia e contaminação (DeHeer et al., 2002). 

Durante a abdominocentese também pode ocorrer contaminação com conteúdo 

intestinal em conseqüência da perfuração do intestino pela agulha ou cânula no momento da 

colheita, resultando em um líquido esverdeado ou até mesmo marrom (DeHeer et al., 2002). 

A freqüência de contaminação com conteúdo intestinal durante a execução de uma 

abdominocentese é de 2 a 5%, mas normalmente não há graves conseqüências. Schumacher et 

al. (1985) desenvolveram um experimento com objetivo de determinar se a enterocentese 

acidental durante a paracentese pode interferir gravemente na interpretação de análises 

subseqüêntes do líquido peritoneal e observaram uma leve peritonite quatro horas após a 

enterocentese. 

A realização de abdominocenteses consecutivas em eqüinos normais causa 

pequenas alterações na composição do líquido peritoneal, podendo aumentar um pouco o 

número de células nucleadas e a concentração total de proteínas, mas sem exceder os valores 

normais (Schumacher et al., 1985). A contagem diferencial das células se mantém sem 

alteração, bem como a morfologia das células, podendo em alguns casos ser observada uma 

hipersegmentação dos neutrofilos e uma leve presença de leucofagocitose (DeHeer et al., 

2002). 

A análise do líquido peritoneal deve ser realizada o mais rápido possível, pois 

com o passar do tempo ocorre algumas alterações que mascaram o resultado do exame como 

por exemplo o aparecimento de macrófagos vacuolizados ou exibindo eritrofagia, crescimento 

bacteriano e as células nucleadas podem exibir alterações como hipersegmentação e picnose, 

o que é característico de processos crônicos (DeHeer et al., 2002). 

Na análise visual do líquido peritoneal avalia-se volume, cor, turbidez e odor. O 

líquido peritoneal normal possui um pequeno volume (100 a 300 mL), é claro com uma 

pequena turbidez, apresenta cor amarelada e não possui odor (Brownlow et al., 1981). 

 Um aumento no volume do líquido peritoneal ocorre quando a taxa de formação 

deste líquido excede a taxa de remoção do mesmo. Em circunstâncias normais o líquido 

peritoneal é drenado por uma lacuna linfática especializada no diafragma, a qual conecta com 

o ducto linfático direito. O aumento no volume do líquido peritoneal pode ser causado tanto 

por transudação como por exudação. A transudação resultante de uma efusão ascítica 

apresenta baixa celularidade, baixa concentração de proteína e apresenta coloração de amarelo 
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a alaranjado, enquanto que na exsudação o líquido peritoneal apresenta alta celularidade e 

concentração de proteína, com um aspecto mais descolorido e turbido (DeHeer et al., 2002). 

 Durante a análise do líquido peritoneal deve ser realizado o exame citológico, 

fazendo-se a contagem total e diferencial das células nucleadas. Em geral, o número total de 

células nucleadas é menor que 5.000/µL no líquido peritoneal de eqüinos adultos sadios 

(Brownlow et al., 1981), sendo este número menor em potros (Grindem et al., 1990).  

 Na contagem diferencial das células nucleadas, elas são classificadas como 

neutrófilos, linfócitos, células mononucleadas grandes (monócitos, macrófagos e células 

mesoteliais), eosinófilos, basófilos e mastócitos. As células predominantes normalmente são 

os neutrófilos, seguidos pelas células mononucleares grandes e linfócitos. Os eosinófilos não 

são comuns e os basófilos e mastócitos raramente são observados (DeHeer et al., 2002). 

 Garma-Avinã (1998) observou que a classificação do fluido peritoneal em 

transudato, transudato modificado e exudato, baseado apenas na contagem total de células 

nucleadas e na concentração total de proteínas, pode levar a resultados ilusórios, sendo a 

contagem diferencial das células nucleadas mais eficiente na determinação do grau de 

inflamação, associada ou não com a avaliação da concentração de proteína. 

 Os neutrófilos são as mais comuns e importantes células do líquido peritoneal, 

agindo rápido e efetivamente na defesa celular primária após a invasão de microorganismos. 

Um aumento substancial no número de neutrófilos é indicativo de uma resposta inflamatória 

(Brownlow, 1983). 

 Bach & Ricketts (1985) analisaram o líquido peritoneal de 20 equinos adultos 

normais e observaram uma média de 3.300 (1.900-4.700) células nucleadas totais por µL, 

sendo 64% de neutrófilos, 21% de linfócitos e 15 % de células nucleadas grandes. Entretanto, 

Schumacher et al. (1985) trabalharam com 25 eqüinos adultos saudáveis e observaram 4.600 

(200-9.000) células nucleadas totais por µL, 57% de neutrófilos, 15,5% de linfócitos, 26,5% 

de células mononucleares grandes e 1% de eosinófilos. 

 Analisando o líquido peritoneal de 17 potros saudáveis entre 13 e 134 dias, 

Grindem et al. (1990) constataram que a comparação dos resultados obtidos de potros com os 

valores referentes de equinos adultos saudáveis tem validade questionável, considerando que 

os valores referentes de potros saudáveis são diferentes dos valores referentes a eqüinos 

adultos saudáveis, sendo a maior diferença encontrada na contagem total de células nucleadas, 

que em animais adultos é considerada normal de 5 a 10x109/L e o maior valor encontrado 

neste experimento foi de 1,5x109/L. 
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 Durante a realização do exame citológico do líquido peritoneal é importante que 

se avalie a morfologia das células, pois esta avaliação sugere a idade das células, a atividade, 

demonstra as condições ambientais da cavidade peritoneal, além de auxiliar em diagnósticos 

diferenciais, na avaliação à resposta a algum tratamento e também na determinação do 

prognóstico (DeHeer et al., 2002). 

 Os neutrófilos que caem na cavidade peritoneal não retornam para corrente 

sanguínea, envelhecendo e morrendo na cavidade peritoneal. Os neutrófilos velhos são 

moderadamente hipersegmentados e picnóticos. A leucofagocitose de neutrófilos velhos, por 

macrófagos, pode ser observada no líquido peritoneal de animais saudáveis, porém no líquido 

peritoneal normal os neutrófilos não apresentam atividade fagocítica (Brownlow et al., 1981). 

 Brownlow (1983) observou que em líquido peritoneal normal, sem inflamação, os 

neutrófilos apresentam membrana nuclear distinta, cromatina condensada e o núcleo um 

pouco mais segmentado, com uma aparência semelhante aos neutrófilos encontrados no 

sangue. Entretanto, em exudato peritoneal de animais com processo inflamatório o número 

destas células aumentam significativamente, podendo apresentar fragmentação do núcleo e 

em processos inflamatórios mais graves observou-se a presença de neutrófilos lisados e até 

mesmo degenerados, com vacúolos e debris no citoplasma. 

 A presença de amontoados de neutrófilos ou células granulocíticas imaturas, 

sugerem inflamação aguda associada a um prognóstico reservado (Garma-Aviña, 1998) e a 

presença de alterações degenerativas como inchaço celular, perda da segmentação nuclear e 

margem nuclear não distinta indicam uma irritação no ambiente peritoneal, podendo ser 

conseqüência de citocinas bacterianas ou substâncias irritantes como bile ou urina. Alterações 

tóxicas como aumento na basofilia citoplasmática e vacuolozação, podem ser observadas em 

septicemia e enterotoxemia (DeHeer et al., 2002). 

 As células mononucleares grandes envolvem os monócitos, macrófagos e células 

mesoteliais e são também referidas como fagócitos mononucleares. Estas células são grandes 

com núcleos abundantes e na maioria das vezes com citoplasma basófilo (Brownlow et al., 

1981).  

 As células mesoteliais ocorrem em maiores proporções em baixa celularidade e 

em alto volume de transudato. Em efusão exudativa estas células começam a apresentar-se 

reativas com aumento na basofilia do citoplasma, multinucleação e atividade mitótica 

(DeHeer et al., 2002). 

 Em casos de inflamação aguda a porcentagem relativa de monócitos e macrófagos 

diminuem e ocorre um aumento na porcentagem de neutrófilos. Entretanto, em efusões 
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crônicas ocorre um aumento na porcentagem de macrófagos apresentando alterações reativas 

(DeHeer et al., 2002).  

No líquido peritoneal normal os linfócitos são pequenos e aparecem em pequena 

porcentagem. Um aumento na porcentagem de linfócitos pode ocorrer em condições 

inflamatórias crônicas (Brownlow et al., 1981). 

 Um aumento na porcentagem de eosinófilos normalmente está associado com um 

aumento na porcentagem de basófilos e mastócitos e pode estar correlacionado com 

parasitismo intestinal e também a outras causas inflamatórias como neoplasias (Bach & 

Ricketts, 1985). 

 Na análise bioquímica do líquido peritoneal avalia-se a concentração de proteína 

total, densidade, concentração de figrinogênio e pH. Em geral a concentração total de 

proteínas no líquido peritoneal normal é menor que 2,5 g/dL. Schumacher et al. (1985) ao 

analisarem o líquido peritoneal de 20 eqüinos adultos saudáveis observaram 1,75 (0,1-3,4) 

g/dL de proteína total. Entretanto, Behrens et al. (1990) obtiveram uma concentração total de 

proteínas de 1,8 g/dL no líquido peritoneal de 32 potros saudáveis. 

A densidade do líquido peritoneal é a reflexão da quantidade de solutos diluídos 

no líquido, e os valores da densidade podem variar de 1000 a 1093 do líquido peritoneal de 

eqüinos adultos saudáveis (Schumacher et al., 1985). Brownlow et al. (1981) obtiveram uma 

densidade média de 1010 do líquido peritoneal de 20 equinos adultos saudáveis. O líquido 

peritoneal normal possui pequenas quantidades de fibrinogênio, em concentrações menores 

que 100mg/dL (Brownlow et al., 1981). A concentração de glicose no líquido peritoneal de 

eqüinos saudáveis é semelhante ou um pouco maior do que a concentração sérica sendo de 40 

a 50 mg/dL (DeHeer et al., 2002). 

 Behrens et al. (1990) avaliaram o líquido peritoneal de 32 potros com objetivo de 

determinar os valores referentes ao líquido peritoneal de potros saudáveis, entre 14 e 75 dias e 

observaram que a cor do líquido peritoneal é amarelo claro, o número total de células 

nucleadas foi de 1418/ µL, sendo 15,3% de neutrófilos, 43,8% de células mononucleares 

grandes (macrófagos e células mesoteliais) e 22,3% de linfócitos. A concentração de glicose 

foi de 136,9 mg/dL e de fibrinogênio <200-400 mg/dL. Entretanto, Brownlow et al. (1981) 

trabalhando com líquido peritoneal de eqüinos adultos saudáveis, observaram 4,33x109 

células nucleadas, sendo 45,2% de leucócitos, 47% de fagócitos mononucleares, 7,8% de 

linfócitos e 0,7% de eosinófilos. Neste mesmo trabalho observaram uma concentração total de 

proteínas de 7,7 g/L e pH de 7,0. 



 56

3.  MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1. EXPERIMENTO 1 - Avaliação da viabilidade do sêmen congelado de garanhões, 

quando diluído em fluido folicular de folículos pré-ovulatórios de éguas. 

 

 Amostras de sêmen congelado (n=20), provenientes de dois ejaculados de 10 

garanhões, foram avaliadas após a descongelação, sem serem diluídas (Grupo I - GI), diluídas 

em meio Kenney (Grupo II - GII) e diluídas em fluido folicular (Grupo III - GIII). As 

avaliações foram realizadas logo após a descongelação ou diluição (T0), bem como após uma 

(T1), duas (T2) e três (T3) horas, sendo estas amostras mantidas em temperatura ambiente. As 

diluições das amostras de GII e GIII foram realizadas lentamente na proporção de volume 1:1 

(0,5 mL de sêmen : 0,5 mL de diluidor). 

 Para recuperação do fluido folicular realizou-se punção folicular em uma égua, 36 

horas após aplicação endovenosa de 2500 UI de hCG (Vetecor®, Laboratório Calier, São 

Paulo, SP), a qual foi realizada quando o folículo dominante apresentava 35 mm de diâmetro. 

A égua foi sedada com a aplicação de 0,08 mg/Kg de Romifidina (Sedivet®, Boehringer 

Ingelheim, Biberach, Alemanha) e contida em tronco. Para a aspiração do folículo pré 

ovulatório foi utilizado um ultra-som modelo Scanner 200 Vet-Pie-Medical Ltda (Holanda) 

com probe setorial de 7,5 Mhz multi-angular (150°/90°/60°) aclopada a um sistema para ultra-

sonografia trans-vaginal munido de uma agulha descartável. Através de manipulação retal, o 

ovário foi posicionado de maneira que o folículo a ser puncionado ficasse na posição da linha 

de punção no monitor do ultra-som. A aspiração do fluido folicular foi realizada manualmente 

com auxílio de seringa descartável. O fluido folicular foi centrifugado a 300g durante 15 

minutos, separado em aliquotas de 1,0 mL e então congelado. 

 

3.1.1. Avaliações do movimento espermático 

 

Avaliou-se a motilidade total (MT - %), motilidade progressiva (MP - %), 

velocidade espermática ao longo de uma trajetória média (VAP - µm/s), velocidade 

espermática ao longo da trajetória real (VCL - µm/s), velocidade espermática considerando-se 

uma trajetória retilínea (VSL - µm/s), linearidade (LIN - %), espermatozóides com 

movimento rápido (RAP - %; VAP > 70 µm/s), deslocamento lateral da cabeça (ALH - µm), 

freqüência de batimentos flagelares (BCF – Hz) e índice retilíneo (STR - %) utilizando 
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análise computadorizada (CASA), realizada no sistema Hamilton Thorn Research (HTMA-

IVOS-10), nos momentos T0, T1, T2 e T3 em todos os grupos. 

 

3.1.2. Avaliação de integridade da membrana plasmática 

 

A integridade de membrana plasmática (IMP - %) dos espermatozóides dos 

grupos GI, GII e GIII foi avaliada no momento T0, através de coloração fluorescente 

utilizando diacetato de carboxifluoresceína (C 5041-Sigma) e iodeto de propídio (P 4170-

Sigma), realizada de acordo com a técnica descrita por Zúccari (1998), onde uma alíquota 10 

µL da amostra de sêmen foi diluída em 40 µL de solução de trabalho. A solução de trabalho 

foi preparada com 0,96 mL de citrato de sódio 3%, 10 µL de formalina (1 parte de formalina 

40% para 79 partes de solução fisiológica), 10 µL de iodeto de propídeo (10 mg de iodeto de 

propídeo e 20 ml de dimetilsulfóxido)  e 20 µl de carboxifluoresceína (9,2 mg de diacetato de 

carboxifluoresceína e 20 ml de dimetilsulfóxido). As amostras foram analisadas entre lâminas 

e lamínulas em microscópio de epifluorescência, em aumento de 1000x com óleo de imersão. 

Foram contados 200 espermatozóides de cada amostra, sendo considerados com membrana 

íntegra aqueles corados em verde e lesada aqueles corados em vermelho ou verde e vermelho. 

 

3.1.3. Avaliação da reação acrossomal 

 

Verificou-se a reação acrossomal das amostras no momento T1, através de sondas 

fluorescentes, utilizando FITC-PNA (Conjugado de Lecitina de Arachis Hypogaea L7381-

Sigma) e iodeto de propídio. A preparação da solução de trabalho para esta avaliação é 

semelhante à solução utilizada para avaliação da integridade da membrana plasmática, citada 

anteriormente, sendo que para análise da integridade acrossomal faz-se a substituição da 

carboxifluoresceína por 20 µl de FITC-PNA (Ponchirolli et al., 2002). A avaliação foi 

realizada com auxílio do mesmo equipamento das análises de integridade de membrana 

plasmática, descrita anteriormente. Os espermatozóides foram classificados como mortos com 

acrossoma não reagido quando corados com o iodeto de propídeo (todo vermelho), mortos 

com acrossoma reagido quando corados pelo FITC-PNA (verde) na região acrossomal e pelo 

iodeto de propídeo (vermelho), vivos com acrossoma não reagido quando não apresentavam 

nenhum padrão de coloração, sendo avaliados sem a luz fluorescente e vivos com acrossoma 
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reagido quando apresentavam somente a região apical do acrossoma corado pelo FITC-PNA 

(verde). 

 

3.1.4. Análise estatística 

 

 Para as variáveis integridade de membrana plasmática, porcentagem de 

espermatozóides mortos com membrana acrossomal íntegra, porcentagem de espermatozóides 

mortos com membrana acrossomal reagida e porcentagem de espermatozóides vivos com 

membrana acrossomal íntegra, que apresentaram distribuição normal nos resíduos e 

homogeneidade de variâncias, foi utilizada a análise de variância para medidas repetidas na 

comparação dos grupos, já que os mesmas partidas de sêmen congelado foram utilizadas em 

cada grupo. Para as demais variáveis, que também apresentaram distribuição normal nos 

resíduos e homogeneidade de variâncias, foi utilizada a análise de variância para medidas 

repetidas na comparação dos grupos em cada momento e nos momentos em cada grupo. O 

nível de significância utilizado foi de 5% (Siegel, 1990).  

 

3.2. EXPERIMENTO 2 – Avaliação da população espermática no oviduto de éguas após 

a inseminação artificial, utilizando diferentes técnicas de inseminação com sêmen fresco 

e congelado de garanhões. 

 

Foi quantificado o número de espermatozóides no oviduto das éguas após as 

mesmas serem inseminadas através das seguintes técnicas, deposição do sêmen no corpo do 

útero (IACU), deposição do sêmen na extremidade do corno uterino (IAPC), inseminação 

histeroscópica (IAH) e inseminação intraperitoneal (IAIP). Este experimento foi realizado em 

abril de 2004, no frigorífico de eqüinos Miramar, localizado na cidade de Pelotas-RS, sendo 

utilizadas 57 éguas. 

No dia anterior ao abate as éguas passavam por uma avaliação ginecológica 

(palpação retal), e então os animais em anestro eram selecionados para posteriormente serem 

inseminados.  
Após as éguas serem abatidas, os úteros eram recuperados e identificados no 

momento da retirada das vísceras, na linha de abate. As peças eram levadas para uma sala 

onde os ovidutos eram dissecados e lavados para recuperação dos espermatozóides. Para as 

inseminações IAH, IAPC e IAIP apenas o oviduto ipsilateral à inseminação era dissecado e 

lavado e para as inseminações IACU ambos os ovidutos foram avaliados. Para a lavagem dos 
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ovidutos foram utilizados 3,0 mL de Ringer com Lactato de sódio. Através da fímbria 

introduzia-se uma agulha 40x12 e prendia-se a mesma com uma pinça hemostática protegida 

com borracha, para evitar o retorno de líquido, então era acoplada a esta agulha uma seringa 

contendo 3,0 mL de ringer lactato . O líquido era recuperado em um tubo de centrifuga de 15 

mL graduado, para avaliação do volume recuperado (Figura 1 – técnica utilizada para a 

lavagem dos ovidutos). 

O volume recuperado foi centrifugado e ressuspendido em 0,5 mL de Ringer com 

Lactado de Sódio. A concentração foi determinada através de câmara hematimétrica 

(Neubauer). 

 Para análise estatística foi utilizado o Teste Exato de Fisher para comparar o 

número dos ovidutos em que foram encontrados espermatozóides entre os grupos e ANOVA 

para comparar as médias de espermatozóides encontrados por oviduto entre os grupos.  
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Figura 1. Técnica utilizada para lavagem dos ovidutos 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

A. Ponta do corno, oviduto e ovário; B. Oviduto após dissecação; C. Material utilizado para 

lavagem do oviduto; D. Oviduto com agulha e seringa contendo Ringer com Lactato 

posicionada na fímbria e com a papila dentro de um tubo de centrífuga graduado (15 mL); E. 

Oviduto repleto de Ringer com Lactato.  
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3.2.1. Parte I – Avaliação da população de espermatozóides no oviduto de éguas inseminadas 

com diferentes técnicas de inseminação, com sêmen congelado do garanhão A. 

  

 As inseminações foram realizadas com sêmen congelado do garanhão A, o mesmo 

garanhão utilizado na realização do teste de fertilidade deste trabalho (Experimento 3), em 

que as partidas de sêmen utilizadas apresentavam média de motilidade total de 63,4%. O 

sêmen armazenado em palhetas de 0,5 mL foi descongelado a 46oC por 20 segundos. Doze 

horas antes do abate, dezessete éguas foram inseminadas aleatoriamente nos seguintes grupos: 

 

GIA – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IACU (n=4)  

GIB – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAPC  (n=5) 

GIC – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAH    (n=4) 

GID – 500x106 espermatozóides móveis – 4,0 mL -  IACU (n=4) 

 

 

3.2.2. Parte II – Avaliação da população de espermatozóides no oviduto de éguas inseminadas 

com diferentes técnicas de inseminação, com sêmen fresco e congelado do garanhão B 

 

 Para as inseminações realizadas com sêmen fresco, foi realizada uma colheita de 

sêmen do garanhão B, avaliou-se a motilidade total e a concentração de espermatozóides do 

sêmen e então foram realizadas diferentes diluições utilizando o meio Max-Semen Plus (EHG 

Agrofarma, Mogi-Mirim-SP, Brasil), de acordo com a concentração e o volume desejado para 

a realização das inseminações. O sêmen era acondicionado na caixa para transporte de sêmen 

Max Sêmen Express (EHG Agrofarma, Mogi-Mirim-SP, Brasil) e transportado até o 

frigorífico onde eram realizadas as inseminações. O tempo entre a colheita do sêmen e as 

inseminações foi de aproximadamente quatro horas. 
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Doze horas antes do abate 24 éguas foram inseminadas aleatoriamente nos 

seguintes grupos: 

 

GIIA – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IACU  (n=5)  

GIIB – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAPC  (n=5) 

GIIC – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAH    (n=4) 

GIID – 500x106 espermatozóides móveis – 10,0 mL -  IACU  (n=5) 

GIIE – 100x106 espermatozóides móveis – 2,0 mL -  IAIP    (n=5) 

 

 Foram congelados dois ejaculados do garanhão B para a realização das 

inseminações e as partidas de sêmen utilizadas apresentavam média de motilidade total de 

70,5%. O protocolo de congelação foi o mesmo utilizado para congelação do sêmen do 

garanhão A, o qual foi utilizado na parte I deste experimento e no experimento 3 deste 

trabalho (teste de fertilidade). O sêmen armazenado em palhetas de 0,5 mL foi descongelado a 

46oC por 20 segundos. Doze horas antes do abate, 16 éguas foram inseminadas aleatoriamente 

nos seguintes grupos: 

 

GIIIA – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IACU (n=4)  

GIIIB – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAPC  (n=4) 

GIIIC – 20x106   espermatozóides móveis – 0,5 mL -  IAH    (n=4) 

GIIID – 500x106 espermatozóides móveis – 4,0 mL -  IACU (n=4) 

 

 

3.2.3. Metodologia utilizada para realização das inseminações da Parte I e II do experimento 2 

 

3.2.3.1. Inseminação convencional 

 O sêmen foi depositado no corpo do útero, através de pipeta flexível (Minitub do 

Brasil Ltda, Porto Alegre-RS, Brasil), onde uma palheta de sêmen (0,5 mL) era introduzida na 

pipeta e com auxílio de um mandril o sêmen era inoculado no corpo do útero. 
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3.2.3.2. Inseminação na extremidade do corno uterino 

 O sêmen foi depositado na extremidade do corno uterino através do desvio pipeta 

flexível, sendo a mesma utilizada para realização da inseminação convencional, por 

manipulação retal. 

  

3.2.3.3. Inseminação histeroscópica 

Previamente as inseminações por endoscopia, o sêmen foi aspirado para o interior 

de um tubo de polietileno, presente no canal de trabalho do aparelho de endoscopia. Um 

colonoscópio flexível (Olympus) acoplado a um compressor e fonte de luz de halogênio de 

150 watts era introduzido no útero. O lúmen uterino era inflado com uma quantidade de ar 

suficiente para visualização da região da bifurcação e o endoscópio direcionado para a região 

dapapila tubárica desejada e quando localizada a papila, o sêmen era depositado sobre a 

mesma. Antes de retirar o endoscópio do lúmen uterino o ar era aspirado. 

 

3.2.3.4. Inseminação intraperitoneal 

Para a inseminação foi utilizado um ultra-som modelo Scanner 200 Vet-Pie-

Medical com probe setorial de 7,5 Mhz multi-angular (150°/90°/60°) acoplada a um sistema 

para ultra-sonografia trans-vaginal munido de uma agulha descartável. Foi utilizado um 

angulo de rastreamento de 90 graus, pois seu campo ultra-sonográfico facilita o 

posicionamento do ovário sob linha de punção. 

 O transdutor era introduzido gentilmente na vagina, sendo posicionado à direita 

ou à esquerda do orifício externo da cérvix de acordo com o ovário a ser inseminado. Através 

de manipulação retal, o ovário era então posicionado até que o mesmo aparecesse sob a linha 

de punção no monitor do ultra-som e então o fundo da vagina era perfurado e o sêmen era 

depositado sobre o ovário com auxílio de seringas descartáveis.  

 

3.2.4. Parte III – Avaliação da recuperação espermática após inseminações artificiais 

intrafoliculares (IAIF), in vitro, com sêmen congelado do garanhão A. 

 

 Foram coletados seis ovários que possuíam folículos de 35 a 40 mm de diâmetro, 

na linha de abate do frigorífico Miramar. Os ovários foram levados até um laboratório e os 

folículos foram inseminados com 20x106 espermatozóides móveis oriundos do sêmen 

congelado do garanhão utilizado na parte I deste experimento, com auxílio de seringa de 

insulina (1,0 mL) e agulha descartável 30x8. O sêmen foi descongelado a 46oC por 20 
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segundos. Estes ovários foram mantidos por 3 horas em temperatura ambiente e então foram 

aspirados através de seringa de 20 mL e agulha 30x8, para avaliar a taxa de recuperação 

espermática, com objetivo de verificar se os espermatozóides se mantém livres no fluido 

folicular após a IAIF. O número de espermatozóides recuperados do fluido folicular foi 

determinado através da análise do volume de fluido recuperado e a concentração espermática 

deste fluido, que foi determinada através da câmara de Neubauer.  

 Esta parte do experimento foi realizada in vitro, devido ao baixo resultado de 

fertilidade obtido com a aplicação desta técnica in vivo. 

 

 

 

3.3. EXPERIMENTO 3 – Teste de fertilidade entre diferentes técnicas de inseminação 

artificial utilizando um baixo número de espermatozóides. 

 

Foram realizadas inseminações convencional (IACU), na extremidade do corno 

uterino (IAPC), histeroscópica (IAH), intrafolicular (IAIF) e intraperitoneal (IAIP), para 

verificar a eficiência de cada uma destas técnicas, utilizando um baixo número de 

espermatozóides, provenientes de sêmen congelado (IACU, IAPC, IAH e IAIF) e fresco 

(IAIP) do garanhão A. Foram utilizadas 20 éguas em atividade reprodutiva, de diferentes 

padrões raciais, com idade variando entre 5 e 12 anos de idade, pesando entre 350 e 500 Kg, 

de propriedade da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP, Botucatu, SP. 

 Os animais eram submetidos à palpação retal bem como avaliação ultra-

sonográfica 3 vezes por semana para detecção do estro e após este momento, as avaliações 

eram diárias. Quando o folículo pré ovulatório atingia 35 mm de diâmetro, os animais 

recebiam uma aplicação endovenosa de 2500 UI de hCG (Vetecor, Callier São Paulo-SP, 

Brasil) ou 1,0 mg de deslorelina (Bet Laboratories, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e então as 

avaliações ultra-sonográficas eram realizadas a cada 6 horas após 30 horas da indução da 

ovulação. As inseminações IACU, IAPC e IAH eram realizadas logo após a detecção da 

ovulação e as inseminações IAIF e IAIP eram realizadas assim que as imagens do ultra-som e 

a flutuação do folículo demonstravam proximidade da ovulação e nestes dois grupos a 

confirmação da ovulação era realizada depois de seis horas das inseminações. Neste 

experimento foram utilizadas cinco partidas de sêmen congelado do garanhão A, que 

apresentavam em média motilidade total de 63,4%. 
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 O diagnóstico de gestação era realizado 14 dias após as ovulações, por ultra-

sonografia e então era aplicado 5mg de protaglandina F2α (Lutalyse, Pharmacia Brasil Ltda., 

Paulínia-SP, Brasil), intramuscular, para que os animais pudessem ser utilizados em outro 

grupo experimental. Para análise estatística dos dados foi utilizado o teste de Cochram 

(Siegel, 1975). 

 As éguas foram inseminadas aleatoriamente em todos os seguintes grupos: 

 

GRUPO I    (n=20): 20x106   espermatozóides móveis - IACU -  0,5 mL – sêmen congelado 

GRUPO II   (n=20): 20x106   espermatozóides móveis - IAPC -  0,5 mL – sêmen congelado 

GRUPO III  (n=20): 20x106   espermatozóides móveis - IAH -    0,5 mL – sêmen congelado 

GRUPO IV  (n=20): 20x106   espermatozóides móveis - IAIF -   0,5 mL – sêmen congelado 

GRUPO V   (n=20): 100x106 espermatozóides móveis - IAIP -   2,0 mL – sêmen fresco 

 

 

3.3.1. Metodologia para execução das inseminações do experimento 3 

 

3.3.1.1. Inseminação convencional (IACU) 

 Uma palheta de sêmen (0,5 mL) era descongelado a 46oC por 20 segundos e a 

técnica de inseminação utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.3.1.  

 

3.3.1.2. Inseminação na extremidade do corno uterino (IAPC) 

Uma palheta de sêmen (0,5 mL) era descongelada a 46oC por 20 segundos e a 

técnica de inseminação utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.3.2. 

 

3.3.1.3. Inseminação histeroscópica (IAH) 

Uma palheta de sêmen era descongelada a 46oC por 20 segundos. As éguas eram 

sedadas com a aplicação de 0,08 mg/Kg de Romifidina (Sedivet, Boehringer Ingelheim, 

Biberach, Alemanha), sendo que a técnica de inseminação utilizada foi a mesma descrita no 

item 3.2.3.3. 
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3.3.1.4. Inseminação intraperitoneal (IAIP) 

 Neste grupo foi utilizado sêmen fresco do mesmo garanhão utilizado nos demais 

grupos. Após a colheita do sêmen o mesmo era diluído 1:1 com o meio Emcare Embryo 

Holding Solution® (ICP bio, Auckland, Nova Zelândia) e então centrifugado por 10 minutos a 

uma força de 600g. Após a centrifugação o sêmen era ressuspendido com meio Emcare 

Embrio Holding Solution® para uma concentração de 50x106 espermatozóides móveis por 

mL.  

 As inseminações foram realizadas quando detectado a proximidade da ovulação 

por palpação retal (flutuação do folículo e reflexo de dor no momento da palpação) e 

avaliação ultra-sonografica (folículo com parede dupla e perdendo a forma). As éguas eram 

sedadas com a aplicação de 0,08 mg/Kg de Romifidina (Sedivet, Boehringer Ingelheim, 

Biberach, Alemanha) e contidas em tronco. A técnica de inseminação utilizada foi a mesma 

descrita no item 3.2.3.4.  

 

3.3.1.5. Inseminação intrafolicular (IAIF) 

 Uma palheta de sêmen contendo 20x106 espermatozóides móveis era 

descongelada a 46oC por 20 segundos. As inseminações foram realizadas quando detectado a 

proximidade da ovulação por palpação retal e avaliação ultra-sonografica, em intervalos de 

tempo inferiores a 3 horas pré-ovulação, pois em uma fase pré-experimental observamos uma 

alta formação de folículos luteinizados, quando realizávamos as inseminações intrafoliculares 

em um intervalo de tempo maior que doze horas pré-ovulação (24 horas após hCG). As éguas 

serão sedadas com a aplicação de 0,08 mg/Kg de Romifidina (Sedivet®, Boehringer 

Ingelheim, Biberach, Alemanha) e contidas em tronco. Para a inseminação do folículo pré-

ovulatório foi utilizado um ultra-som modelo Scanner 200 Vet-Pie-Medical Lta (Holanda) 

com probe setorial de 7,5 Mhz multi-angular (150°/90°/60° ) acoplada a um sistema para 

ultra-sonografia trans-vaginal munido de uma agulha descartável. Foi utilizado um ângulo de 

rastreamento de 90 graus, pois seu campo ultra-sonográfico facilita o posicionamento do 

folículo na linha de punção. 

 O transdutor era introduzido gentilmente na vagina, sendo posicionado à direita 

ou à esquerda do orifício externo da cervix de acordo com o ovário que contém o folículo pré-

ovulatório. Através de manipulação retal, os ovários eram então posicionados até que o 

folículo a ser inseminado aparecesse na linha de punção no monitor do ultra-som e então o 

sêmen era depositado dentro do folículo com auxílio de seringas descartáveis. 
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3.4. EXPERIMENTO 4 – Avaliação da reação inflamatória causada na cavidade 

peritoneal, após as inseminações intrafoliculares e intraperitoneais  

 

 O fluido peritoneal foi avaliado antes das inseminações (T0) e 6 horas (T6) após 

as inseminações intrafoliculares (n=14 éguas) e intraperitoneais (n=15 éguas) realizadas no 

experimento 3, para verificar a reação inflamatória na cavidade peritoneal causada por estas 

técnicas. Também foram colhidas amostras de fluido peritoneal de 7 éguas que não foram 

inseminadas, sendo o momento da primeira colheita considerado T0 e o momento da segunda 

colheita, a qual foi realizada 6 horas após a primeira, considerada T6. Das 7 éguas não 

inseminadas utilizadas, 4 não ovularam entre T0 e T6 (grupo controle: GC) e 3 éguas 

ovularam entre T0 e T6 (grupo controle ovulação: GCO). As amostras do fluido peritoneal 

foram colhidas utilizando paracentese no ponto mais baixo do abdome ventral, sobre a linha 

média, com agulha 40x12. Antes de punção a área era tricotomizada e tratada com álcool 

iodado a 5%.  

 As amostras eram divididas em dois frascos, sendo um sem e outro contendo 

EDTA (5 mg) e então encaminhadas para o Laboratório Clínico Veterinário da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia – UNESP/ Botucatu-SP, onde avaliou-se os seguintes 

parâmetros: 

- Cor, por avaliação visual; 

- Aspecto, por avaliação visual; 

- PH e sangue oculto, através de fita para exame químico (Combur 10 test M, 

Roche, Mannheim, Alemanha). 

- Densidade, através de refratômetro 

- Concentração de proteínas, através de refratômetro 

- Concentração de glicose, através de refratômetro 

- Fibrinogênio, por precipitação pelo calor  

- Coagulação, por avaliação visual no tubo em que não continha EDTA 

- Contagem total de hemácias e células nucleadas, em câmara de Neubauer; 

- Contagem diferencial e exame citológico das células nucleadas, em esfregaços 

corados em Panótico. 

A análise estatística para as variáveis que apresentaram distribuição normal foi 

utilizado o Teste T de Student para populações dependentes ou independentes, caso contrário, 

foi utilizado o Wilcoxan para populações dependentes e o Mann-Whitney para populações 

independentes. O nível de significância utilizado foi de 5% (Siegel, 1975). 
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3.5. EXPERIMENTO 5 – Efeito da deposição do sêmen congelado no folículo pré-

ovulatório, sobre os índices de fertilidade de éguas inseminadas com sêmen fresco pelo 

método convencional. 

 

 Neste experimento realizamos a IAIF, com 20x106 espermatozóides móveis 

oriundos do sêmen congelado do garanhão A, utilizado no experimento 3, concomitantemente 

com a inseminação convencional (IACU) com 500x106 espermatozóides móveis oriundos do 

sêmen fresco de um jumento, com o objetivo de verificar se a presença dos espermatozóides 

no folículo, poderia prejudicar a viabilidade e ou a maturação do oócito. A técnica utilizada 

para a realização das inseminações IAIF foi a mesma técnica descrita no experimento 3 e no 

grupo em que as éguas foram inseminadas apenas com o sêmen do jumento, as éguas eram 

inseminadas pelo método convencional a partir do momento em que o folículo atingia 35 mm 

de diâmetro, a cada 48 horas até a detecção da ovulação. 

 O diagnóstico de gestação era realizado 14 dias após as ovulações, por ultra-

sonografia e então era aplicado 5mg de protaglandina F2α (Lutalyse, Pharmacia Brasil Ltda., 

Paulínia-SP, Brasil), intramuscular, para que os animais pudessem ser utilizados em outros 

grupos experimentais. Para análise estatística dos dados foi utilizado o teste de Goodman 

(Morrison, 1990). 

  

As éguas foram inseminadas de acordo com os seguintes grupos: 

 

GA (n=10) – 20x106 espermatozóides móveis – IAIF – 0,5 mL – sêmen congelado (garanhão) 

                     500x106 espermatozóides móveis – IACU – 15 mL – sêmen fresco de jumento 

GB (n=18) – 500x106 espermatozóides móveis – IACU – 15 mL – sêmen fresco de jumento 
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4. RESULTADOS  

 

EXPERIMENTO 1 - Avaliação da viabilidade do sêmen congelado de garanhões, 

quando diluído em fluido folicular de folículos pré-ovulatórios de éguas. 

 

 A porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática íntegra logo após a 

diluição ou descongelação (T0) não foi estatisticamente diferente (p>0,05) entre os grupos 

(Tabela 1). Não foi observado diferença estatística (p>0,05) entre os grupos, na porcentagem 

de espermatozóides vivos com membrana acrossomal íntegra, uma hora após a diluição ou 

descongelação (T1). Também não foi observado diferença estatística (p>0,05) na 

porcentagem de espermatozóides mortos com membrana acrossomal íntegra e 

espermatozóides mortos com membrana acrossomal reagida (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Média e desvio padrão referentes à variável porcentagem de espermatozóides com 

membrana plasmática íntegra (IMP) logo após a descongelação ou diluição (T0) e às variáveis 

porcentagem de espermatozóides mortos com a membrana acrossomal íntegra (MI), 

porcentagem de espermatozóides mortos com acrossoma reagido (MR) e porcentagem de 

espermatozóides vivos com membrana acrossomal íntegra (VI) uma hora após a 

descongelação ou diluição (T1), segundo os grupos I, II e III. 

 Grupo  

Variável GI GII GIII Valor de p 

IMP 46,6 ± 7,4 46,9 ± 7,0 46,0 ± 7,6 0,68 

MI 44,6 ± 9,2 42,3 ± 8,4 43,4 ± 7,7 0,40 

MR 21,1 ± 7,4 21,8 ± 7,8 26,4 ± 4,3 0,16 

VI 33,7 ± 10,8 35,5 ± 10,8 29,5 ± 9,5 0,16 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5% (quando p>0,05 os grupos não diferem 

estatisticamente). 

 

 O efeito dos diferentes tratamentos na porcentagem de motilidade total do sêmen 

está apresentado na tabela 2, onde observa-se que apenas no momento T0 a motilidade total 

foi significativamente inferior (p<0,05) no GIII. Entretanto após 1, 2 e 3 horas esta motilidade 
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foi igual entre os demais grupos (p>0,05). Com o passar do tempo a motilidade total diminuiu 

significativamente (p<0,05) em todos os grupos. 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão referentes à porcentagem de motilidade total (MT) segundo 

os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a descongelação ou 

diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação ou diluição. 

 Grupo 

Momento GI GII GIII 

T0 58,9 ± 7,9 Aa 59,4 ± 11,0 Aa 53,7 ± 10,0 Ab 

T1 52,3 ± 9,9 Aa 53,2 ± 8,2 Aa 47,7 ± 8,9 Aa 

T2 43,9 ± 10,1 Ba 46,1 ± 10,0 Ba 36,4 ±11,8 Ba 

T3 35,3 ± 13,8 Ba 40,5 ± 11,9 Ba 30,2 ± 10,6 Ba 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(2) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 Na tabela 3 observa-se que a porcentagem de motilidade progressiva foi 

significativamente maior (p<0,05) em GII do que nos demais grupos no momento T0, fato 

este que se repetiu no momento T3. A motilidade progressiva, diminuiu de forma significativa 

(p<0,05) com o passar do tempo, em todos os grupos. 
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Tabela 3. Média e desvio padrão referentes à porcentagem de motilidade progressiva (MP) 

segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a descongelação 

ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 19,1 ± 5,7 Ab 23,7 ± 7,2 Aa 19,4 ± 4,1 Ab 

T1 13,7 ± 4,3 Ab 19,0 ± 7,2 Ba 15,6 ± 5,4 Aab 

T2 10,2 ± 4,7 Ba 13,6 ± 6,4 Ca 9,6 ± 4,3 Ba 

T3 7,6± 4,5 Bb 11,3 ± 5,6 Ca 7,4 ± 3,8 Bb 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(2) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 A velocidade espermática ao longo de uma trajetória (VAP) foi significativamente 

maior em GIII quando comparado com GI (p<0,05) nos momentos T0, T1 e T2. Entretanto, 

não foi maior que GII, grupo este que também não se diferiu (p>0,05) de GI nos momentos 

T0, T1 e T2. Em T3, as diferenças desapareceram e os valores de VAP dos grupos foram 

iguais (p>0,05). Com o decorrer do tempo os valores de VAP de todos os grupos foram 

diminuindo (p<0,05) significativamente (Tabela 4).   
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Tabela 4. Média e desvio padrão referentes à velocidade espermática ao longo de uma 

trajetória média (VAP - µm/s) segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, 

sendo logo após a descongelação ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas 

da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 93,0 ± 7,7 Ab 92,7 ± 8,8 Aab 98,8 ± 4,4 Aa 

T1 87,7 ± 8,9 Ab 93,9 ± 9,9 Aab 97,8 ± 6,2 Aa 

T2 81,7 ± 11,7 BCb 88,4 ± 14,9 ABab 91,6 ± 9,1 ABa 

T3 73,5 ± 17,3 Ca 84,3 ± 19,0 Ba 86,0 ± 18,8 Ba 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(2) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 A velocidade espermática considerando uma trajetória retilínea (VSL) foi 

significativamente menor (p<0,05) em GI nos momentos T0 e T1, no momento T2 esta 

diferença desapareceu em relação a GII (p>0,05), mas manteve-se em relação a GIII (P<0,05) 

e no momento T3, não observou-se diferença (p>0,05) entre os grupos. Com o passar do 

tempo observa-se uma redução significativa (p<0,05) dos valores de VSL em todos os grupos 

(tabela 5). 
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Tabela 5. Média e desvio padrão referentes à velocidade espermática considerando-se uma 

trajetória retilínea (VSL - µm/s) segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, 

sendo logo após a descongelação ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas 

da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 68,3 ± 6,1 Ab 74,5 ± 8,1 Aa 73,0 ± 3,9 Aa 

T1 63,3 ± 6,5 Ab 69,9 ± 9,5 Aba 70,3 ± 5,9 Aa 

T2 58,8 ± 8,5 Bb 64,5 ± 10,6 Bcab 65,4 ± 6,7 Aa 

T3 52,7 ± 12,3 Ba 59,9 ± 13,6 Ca 60,8 ± 13,2 Ba 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(2) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 A velocidade espermática ao longo da trajetória real (VCL) foi significativamente 

menor (p<0,05) em GI nos momentos T0 e T1. No momento T2 esta diferença manteve-se 

somente em relação a GIII (p<0,05) e em T3, não houve diferença entre os grupos (p>0,05). O 

VCL se manteve em GII e GIII com o passar do tempo, mas reduziu significativamente 

(p<0,05) em GI no momento T3 (Tabela 6). 
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Tabela 6. Média e desvio padrão referentes à velocidade espermática ao longo da trajetória 

real (VCL - µm/s) segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após 

a descongelação ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da 

descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 171,0 ± 16,6 Ab  179,9 ± 16,8 Aa 184,2 ± 11,3 Aa 

T1 164,9 ± 19,0 Ab 178,0 ± 16,1 Aa 184,3 ± 13,5 Aa 

T2 156,6 ± 21,7 ABb 170,2 ± 26,7 Aab 176,6 ± 18,2 Aa 

T3 142,3 ± 33,7 Ba 164,6 ± 36,2 Aa 166,7 ± 37,1 Aa 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(2) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 O deslocamento lateral da cabeça (ALH) foi significativamente menor (p<0,05) 

em GII apenas no momento T0. Entretanto, nos demais momentos não foi observado 

diferença entre os grupos (p>0,05). Não houve diferença estatística (p>0,05) no ALH entre os 

momentos em GI, GII e GIII (Tabela 7). 
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Tabela 7. Média e desvio padrão referentes ao deslocamento lateral da cabeça (ALH - µm) 

segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a descongelação 

ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 7,9 ± 0,7 a 7,0 ± 0,8 b 7,3 ± 0,8 a 

T1 7,4 ± 0,7 a 7,3 ± 0,7 a 7,5 ± 0,7 a 

T2 7,4 ± 0,8 a 7,2 ± 0,7 a 7,6 ± 0,8 a 

T3 6,7 ± 1,5 a 7,0 ± 1,2 a 7,0 ± 1,4 a 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(*) Não houve diferença estatisticamente significativa entre momentos em cada grupo 

(p>0,05) 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 Na tabela 8 observa-se que não houve diferença estatisticamente significativa 

(p>0,05) na freqüência de batimentos flagelares (BCF) entre os momentos em GI, GII e GIII. 

O valor da BCF foi significativamente menor (p<0,05) em GI nos momento T0, T1 e T2. 

Entretanto, no momento T3 não foi observado diferença estatística (p>0,05) entre os grupos. 
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Tabela 8. Média e desvio padrão referentes à freqüência dos batimentos flagelares (BCF - 

Hz) segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a 

descongelação ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação 

ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 27,8 ± 4,2 b 32,6 ± 5,0 a 31,6 ± 4,1 a 

T1 26,5 ± 3,0 b 31,8 ± 3,9 a 31,3 ± 3,8 a 

T2 26,4 ± 3,1 b 30,8 ± 3,9 a 31,2 ± 4,0 a 

T3 24,8 ± 6,6 a 28,7 ± 6,3 a 29,7 ± 6,6 a 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(*) Não houve diferença estatisticamente significativa entre momentos em cada grupo 

(p>0,05) 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 O índice de movimento retilíneo (STR) foi significativamente maior (p<0,05) em 

GII nos momentos T0 e T1 e nos momentos T2 e T3, não foi observado diferença (p>0,05) 

entre os grupos. Não houve diferença (p>0,05) de STR entre momentos em cada grupo 

(Tabela 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 77

Tabela 9. Média e desvio padrão referentes ao índice retilíneo (STR - %) segundo os 

diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a descongelação ou diluição 

(T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 73,5 ± 4,4 b 76,2 ± 4,5 a 74,4 ± 3,9 b 

T1 72,6 ± 3,8 b 74,6 ± 3,8 a 72,8 ± 4,2 b 

T2 72,4 ± 2,5 a 74,1 ± 4,4 a 72,5 ± 3,8 a 

T3 65,6 ± 14,9 a 68,3 ± 11,3 a 68,4 ± 12,7 a 

(1) Letras minúsculas comparam médias dos grupos em cada momento 

(*) Não houve diferença estatisticamente significativa entre momentos em cada grupo 

(p>0,05) 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 Não houve diferença significativa (p>0,05) entre os grupos GI, GII e GIII em 

todos os momentos na porcentagem de linearidade (LIN). Sendo observada uma redução 

significativa (p<0,05) da linearidade em GII (p<0,05) no momento T3  (tabela 10).  
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Tabela 10. Média e desvio padrão referentes à porcentagem de linearidade (LIN) segundo os 

diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo logo após a descongelação ou diluição 

(T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 41,3 ± 3,8 A 42,9 ± 4,0 A 41,4 ± 3,3 A 

T1 39,6 ± 3,2 A 40,5 ± 3,6 AB 40,7 ± 3,8 A 

T2 38,9 ± 2,3 A 39,7 ± 3,2 AB 39,6 ± 3,8 A 

T3 36,7 ± 6,0 A 36,3 ± 5,9 B 37,4 ± 7,5 A 

(1) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

(*) Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos em cada momento 

(p>0,05) 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 

 

 

 

 

 A porcentagem de espermatozóides com movimento rápido (RAP) foi igual entre 

os grupos em todos os momentos (p>0,05). Entretanto, o RAP diminuiu significativamente 

(p<0,05) em todos os grupos com o passar do tempo (Tabela 11). 
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Tabela 11. Média e desvio padrão referentes à porcentagem de espermatozóides com 

movimento rápido (RAP) segundo os diferentes grupos (GI, GII e GIII) e momentos, sendo 

logo após a descongelação ou diluição (T0), após uma (T1), duas (T2) e três (T3) horas da 

descongelação ou diluição. 

  Grupo  

Momento GI GII GIII 

T0 43,4 ± 8,2 A 45,5 ± 11,2 A 42,0 ± 8,6 A 

T1 33,7 ± 9,4 B 38,4 ± 9,5 AB 36,0 ± 7,5 A 

T2 27,0 ± 12,4 C 31,4 ± 13,8 B 24,4 ± 9,1 B 

T3 20,4 ± 12,9 D 27,8 ± 13,6 B 19,7 ± 8,9 B 

(1) Letras maiúsculas comparam médias dos momentos em cada grupo 

(*) Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos em cada momento 

(p>0,05) 

GI – Sêmen puro, sem diluição, após descongelação; GII – Sêmen diluído com meio Kenney 

após descongelação; GIII – Sêmen diluído com fluido folicular após descongelação 

O nível de significância utilizado foi de 5%. 
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EXPERIMENTO 2 – Avaliação da população espermática no oviduto de éguas após a 

inseminação artificial, utilizando diferentes técnicas de inseminação com sêmen fresco e 

congelado de garanhões. 

 

Parte I – População de espermatozóides no oviduto de éguas inseminadas com diferentes 

técnicas de inseminação, com sêmen congelado do garanhão A. 

  

Não foram encontrados espermatozóides nos ovidutos das éguas inseminadas com 

20x106 espermatozóides móveis no corpo do útero. No grupo em que as éguas foram 

inseminadas na extremidade do corno uterino com 20x106 espermatozóides móveis (GIB), 

foram encontrados espermatozóides no oviduto de duas éguas (40%; tabela 12), no grupo em 

que as éguas foram inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis por histeroscopia 

(sobre a papila), foram encontrados espermatozóides no oviduto de apenas uma égua (25%; 

tabela 13) e no grupo em que as éguas foram inseminadas com 500x106 espermatozóides 

móveis no corpo do útero, encontrou-se espermatozóides em um dos ovidutos de duas éguas 

(50%; tabela 14). 

Na tabela 15 observa-se que o número de ovidutos em que foram encontrados 

espermatozóides não variou significativamente (p>0,05) entre os grupos, sendo encontrados 

espermatozóides em 2 de 5 ovidutos avaliados em GIB (40%), 1 de 4 ovidutos avaliados em 

GIC (25%), 2 de 8 ovidutos avaliados em GID (25%) e em nenhum oviduto avaliado em GIA, 

bem como, não foi observado diferença estatística (p>0,05) na média de espermatozóides por 

oviduto (considerando todos os ovidutos avaliados) entre os grupos, sendo encontrado uma 

média de 4500 espermatozóides por oviduto em GIB, 2500 em GIC, 1250 em GID e nenhum 

espermatozóide em GIA. 

Devido aos resultados obtidos nesta parte do experimento, onde foram encontrados 

espermatozóides no oviduto de poucas éguas, independente da técnica de inseminação 

utilizada, foi realizada a parte II deste experimento, utilizando sêmen fresco e congelado do 

garanhão B, o que permitiria avaliar melhor como se dá o transporte espermático nas 

diferentes técnicas de inseminação, utilizando um baixo número de espermatozóides, oriundos 

de sêmen fresco e congelado de um mesmo garanhão. 
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Tabela 12. Número de espermatozóides encontrados no lavado do oviduto ipsilateral à 

inseminação, das éguas inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis na extremidade do 

corno uterino (IAPC), grupo GIB, com sêmen congelado do garanhão A. 

 

Animal 

Oviduto  

(lado da inseminação) 

Número de espermatozóides 

encontrados 

120-61 Direito 0 

120-61 Esquerdo 0 

128-71 Direito 0 

128-71 Esquerdo 15.000 

190-72 Direito 7.500 
GIB – 20x106 espermatozóides móveis – 0,5 mL – sêmen congelado (garanhão do teste de fertilidade) – IAPC 

 

 

 

 

 

 

Tabela 13. Número de espermatozóides encontrados no lavado do oviduto ipsilateral à 

inseminação, das éguas inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis por histeroscopia 

(IAH), grupo GIC, com sêmen congelado do garanhão A. 

 

Animal 

Oviduto  

(lado da inseminação) 

Número de espermatozóides 

encontrados 

152-57 Direito 10.000 

193-74 Direito 0 

188-70 Direito 0 

201-64 Direito 0 
GIC – 20x106 espermatozóides móveis – 0,5 mL – sêmen congelado (garanhão do teste de fertilidade) – IAH 
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Tabela 14. Número de espermatozóides encontrados no lavado dos ovidutos direito e 

esquerdo das éguas inseminadas com 500x106 espermatozóides móveis no corpo do útero 

(IACU), grupo GID, com sêmen congelado do garanhão A. 

 Número de espermatozóides encontrados 

Animal Oviduto Esquerdo a Oviduto Direito a 

148-67 0 5.000 

061-66 0 0 

102-69 0 0 

196-55 5.000 0 
GID – 500x106 espermatozóides móveis – 4,0 mL – sêmen congelado (garanhão do teste de fertilidade) – IACU 
Estatística ANOVA (p>0,05). Letras comparam a média de espermatozóides que migraram para os dois ovidutos  

 

Tabela 15. Número de ovidutos em que foram encontrados espermatozóides e média de 

espermatozóides encontrados por oviduto, considerando todos os ovidutos lavados, dos 

grupos GIA, GIB, GIC e GID, realizados na Parte I do experimento 2, em que as éguas foram 

inseminadas com sêmen congelado do garanhão A. 
 

 

Grupo 

 

Técnica de 

inseminação 

No. de 

espermatozóides 

utilizados 

 

No. de ovidutos 

avaliados 

 

No. de ovidutos com 

espermatozóides (%) 

Média de 

espermatozóides 

por oviduto 

GIA IACU 20x106 8 0 (0%) a 0 a 

GIB IAPC 20x106 5 2 (40%) a 4500 a 

GIC IAH 20x106 4 1 (25%) a 2500 a 

GID IACU 500x106 8 2 (25%) a 1250 a 

Total   25 5  
GIA- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL - IACU 

GIB- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL - IAPC 

GIC- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL – IAH 

GID- 500x106 espermatozóides móveis – 4,0mL – IACU 

IACU- inseminação no corpo do útero; IAPC- inseminação na ponta do corno uterino; IAH- inseminação 

histeroscópica. 

Estatística: Teste Exato de Fisher para o número de ovidutos com espermatozóides (p>0,05); ANOVA para a 

média de espermatozóides por oviduto (p>0,05) 

As letras comparam o número de ovidutos com espermatozóides entre os grupos e a média de espermatozóides 

por oviduto entre os grupos 
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Parte II – População de espermatozóides no oviduto de éguas inseminadas com 

diferentes técnicas de inseminação, com sêmen fresco e congelado do garanhão B.  

 

 Após as inseminações com sêmen fresco do garanhão B, foram encontrados 

espermatozóides no oviduto de 2 éguas (40%) inseminadas na extremidade do corno uterino 

(GIIB; 20x106; Tabela 16) e de 2 éguas (50%) inseminadas por hiteroscopia, sobre a papila 

(GIIC; 20x106; Tabela 17). Porém, quando as éguas foram inseminadas no corpo do útero 

(GIIA; 20x106) não foram encontrados espermatozóides nos ovidutos. 

Na tabela 19 observa-se que o número de ovidutos em que foram encontrados 

espermatozóides não variou significativamente (p>0,05) entre os grupos, sendo encontrados 

espermatozóides em 2 de 5 ovidutos avaliados em GIIB (40%), 2 de 4 ovidutos avaliados em 

GIIC (50%), 8 de 10 ovidutos avaliados em GIID (500x106; IACU) e em nenhum oviduto 

avaliado em GIIA. A média de espermatozóides por oviduto (considerando todos os ovidutos 

avaliados) foi significativamente maior (p<0,05) em GIID (7750 espermatozóides) do que em 

GIIA (zero), GIIB (1000) e GIIC (1875). 

 Não foram encontrados espermatozóides nos ovidutos das éguas inseminadas 

através de inseminação intraperitoneal com sêmen fresco do garanhão B (GIIE; 100x106). 

 Não encontrou-se espermatozóides nos ovidutos de nenhum dos grupos (GIIIA-

20x106 IACU; GIIIB- 20x106 IAPC; GIIIC- 20x106 IAH e GIIID-500x106 IACU) 

inseminados com sêmen congelado do garanhão B. 

 O número de ovidutos em que foram encontrados espermatozóides (considerando 

todos ovidutos avaliados), ao comparar sêmen fresco e congelado do garanhão B, foi 

significativamente superior (p<0,05) apenas no grupo em que as éguas foram inseminadas 

com 500x106 espermatozóides no corpo do útero com sêmen fresco (GIID), do que com 

500x106 espermatozóides no corpo do útero sêmen congelado (GIIID). Entretanto, a média de 

espermatozóides por oviduto foi significativamente superior (p<0,05), com a utilização de 

sêmen fresco, no grupo em que as éguas foram inseminadas na ponta do corno com 20x106 

espermatozóides, no grupo em que foram inseminadas por histeroscopia com 20x106 

espermatozóides e no grupo em que foram inseminadas com 500x106 espermatozóides no 

corpo do útero quando comparada à estes grupos com a utilização do sêmen congelado (tabela 

20). 
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 Na tabela 21 observa-se que o número médio de espermatozóides por oviduto, 

considerando apenas os ovidutos em que foram escontrados espermatozóides, não diferiu 

significativamente (p>0,05) entre o sêmen fresco e congelado, apenas no grupo em que as 

éguas foram inseminadas com 20x106 espermatozóides no corpo do útero. Sendo a média de 

espermatozóides encontrados por oviduto significativamente superior (p<0,05) nos demais 

grupos, quando utilizou-se sêmen fresco quando comparado com sêmen congelado 

 Quando comparou-se os resultados obtidos com a utilização do sêmen congelado 

do garanhão A e do garanhão B, observa-se que o número de ovidutos em que foram 

encontrados espermatozóides não diferiu (p>0,05) estatisticamente entre os garanhões em 

nenhum dos grupos. Entretanto, a média de espermatozóides por oviduto foi 

significativamente superior (p<0,05), com a utilização de sêmen congelado do garanhão A, no 

grupo em que as éguas foram inseminadas na ponta do corno com 20x106 espermatozóides, 

no grupo em que foram inseminadas por histeroscopia com 20x106 espermatozóides e no 

grupo em que foram inseminadas com 500x106 espermatozóides no corpo do útero (tabela 

22). 

 

 

Tabela 16. Número de espermatozóides encontrados no lavado do oviduto ipsilateral à 

inseminação, das éguas inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis na extremidade do 

corno uterino (IAPC), grupo GIIB, com sêmen fresco do garanhão B. 

 

Animal 

Oviduto  

(lado da inseminação) 

Número de espermatozóides 

encontrados 

77-631 Direito 0 

86-619 Direito 0 

78-552 Direito 2.500 

84-668 Direito 0 

80-632 Esquerdo 2.500 
GIIB – 20x106 espermatozóides móveis – 0,5 mL – sêmen fresco – IAPC 
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Tabela 17. Número de espermatozóides encontrados no lavado do oviduto ipsilateral à 

inseminação, das éguas inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis por histeroscopia 

(IAH), grupo GIIC, com sêmen fresco do garanhão B. 

 

Animal 

Oviduto  

(lado da inseminação) 

Número de espermatozóides 

encontrados 

166-527 Esquerdo 0 

154-534 Direito 0 

168-477 Direito 5.000 

114-388 Direito 2.500 
GIIC – 20x106 espermatozóides móveis – 0,5 mL – sêmen fresco – IAH 

 

 

 

 

 

Tabela 18. Número de espermatozóides encontrados no lavado dos ovidutos direito e 

esquerdo das éguas inseminadas com 500x106 espermatozóides móveis no corpo do útero 

(IACU), grupo GIID, com sêmen fresco do garanhão B.  

 Número de espermatozóides encontrados 

Animal Oviduto Esquerdo a Oviduto Direito a 

85-625 10.000 17.500 

82-664 2.500 0 

79-672 2.500 0 

83-673 12.500 7.500 

81-677 5.000 20.000 
GIID – 500x106 espermatozóides móveis – 10 mL – sêmen fresco – IACU 
Estatística ANOVA (p>0,05). Letras comparam a média de espermatozóides que migraram para os dois ovidutos 
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Tabela 19. Número de ovidutos em que foram encontrados espermatozóides e média de 

espermatozóides encontrados por oviduto, considerando todos os ovidutos lavados, dos 

grupos GIIA, GIIB, GIIC e GIID, realizados na Parte II do experimento 2, em que as éguas 

foram inseminadas com sêmen fresco do garanhão B. 
 

 

Grupo 

 

Técnica de 

inseminação 

No. de 

espermatozóides 

utilizados 

 

No. de ovidutos 

avaliados 

 

No. de ovidutos com 

espermatozóides (%) 

Média de 

espermatozóides 

por oviduto 

GIIA IACU 20x106 10 0 (0%) a 0 b 

GIIB IAPC 20x106 5 2 (40%) ab 1000 b 

GIIC IAH 20x106 4 2 (50%) b 1875 b 

GIID IACU 500x106 10 8 (80%) b 7750 a 

Total   29 12  
GIIA- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL - IACU 

GIIB- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL - IAPC 

GIIC- 20x106 espermatozóides móveis - 0,5mL – IAH 

GIID- 500x106 espermatozóides móveis – 10,0mL – IACU 

IACU- inseminação no corpo do útero; IAPC- inseminação na ponta do corno uterino; IAH- inseminação 

histeroscópica. 

Estatística: Teste Exato de Fisher para o número de ovidutos com espermatozóides (p>0,05); ANOVA para a 

média de espermatozóides por oviduto (p>0,05). As letras comparam o número de ovidutos com 

espermatozóides entre os grupos e a média de espermatozóides por oviduto entre os grupos 
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Tabela 20. Número total de ovidutos avaliados, número de ovidutos em que foram 

encontrados espermatozóides e média de espermatozóides encontrados por oviduto, 

considerando todos os ovidutos lavados, das éguas inseminadas com sêmen congelado e 

fresco do garanhão B, utilizando diferentes técnicas de inseminação. 

 No. de ovidutos 

avaliados 

No. de ovidutos com 

espermatozóides (%)* 

Média de 

espermatozóides por 

oviduto** 

Técnica de inseminação 

/ dose inseminante 

 

Congelado 

 

Fresco

 

Congelado 

 

Fresco 

 

Congelado 

 

Fresco 

IACU / 20x106 8 10 0 (0%)a 0 (0%)a 0 A 0 A 

IAPC / 20x106 4 5 0 (0%)a 2 (40%)a 0 A 100 0 B 

IAH / 20x106 4 4 0 (0%)a 2 (50%)a 0 A 1875 B 

IACU / 500x106 8 10 0 (0%)a 8 (80%)b 0 A 7750 B 

IACU – inseminação no corpo do útero; IAPC – inseminação na ponta do corno uterino; IAH – inseminação 

histeroscópica. 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) no número de ovidutos com 

espermatozóides entre sêmen fresco e congelado em cada técnica de inseminação/dose inseminante. Letras 

maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) na média de espermatozóides por 

oviduto entre sêmen fresco e congelado em cada técnica de inseminação/dose inseminante. 

* Utilizou-se para comparar o número (pode também ser %) dos ovidutos com e sem espermatozóides o teste 

exato de Fisher (p<0,05); 

** Para se comparar as médias de espermatozóides por oviduto utilizou-se ANOVA (p<0,05). 

 

 
 



 88

Tabela 21. Número de ovidutos que continham espermatozóides e número médio de 

espermatozóides encontrados por oviduto, considerando apenas os ovidutos em que foram 

encontrados espermatozóides, das éguas inseminadas com sêmen congelado e fresco do 

garanhão B, utilizando diferentes técnicas de inseminação. 

 No. de ovidutos contendo 

espermatozóides (No. total ovidutos) * 

No. médio de espermatozóides 

por oviduto ** 

Técnica de inseminação 

/ dose inseminante 

 

Congelado 

 

Fresco 

 

Congelado 

 

Fresco 

IACU / 20x106 0 (8)a 0 (10) a 0 A 0 A 

IAPC / 20x106 0 (4) a 2 (5) a 0 A 2500 B 

IAH / 20x106 0 (4) a 2 (4) a 0 A 3750 B 

IACU / 500x106 0 (8) a 8 (10) b 0 A 9687,5 B 

IACU – inseminação no corpo do útero; IAPC – inseminação na ponta do corno uterino; IAH – inseminação 

histeroscópica. 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) no número de ovidutos com 

espermatozóides entre sêmen fresco e congelado em cada técnica de inseminação/dose inseminante. Letras 

maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) na média de espermatozóides por 

oviduto entre sêmen fresco e congelado em cada técnica de inseminação/dose inseminante. 

* Utilizou-se para comparar o número (pode também ser %) dos ovidutos com espermatozóides o teste exato de 

Fisher (p<0,05); 

** Para se comparar as médias de espermatozóides por oviduto utilizou-se ANOVA (p<0,05). 
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Tabela 22. Número total de ovidutos avaliados, número de ovidutos em que foram 

encontrados espermatozóides e média de espermatozóides encontrados por oviduto, 

considerando todos os ovidutos lavados, das éguas inseminadas com sêmen congelado do 

garanhão A e com sêmen congelado do garanhão B, utilizando diferentes técnicas de 

inseminação. 

 No. de ovidutos 

avaliados 

No. de ovidutos com 

espermatozóides* 

Média de 

espermatozóides por 

oviduto** 

Técnica de inseminação / 

dose inseminante 

Garanhão 

A 

Garanhão 

B 

Garanhão 

A 

Garanhão 

B 

Garanhão 

A 

Garanhão 

B 

IACU / 20x106 8 8 0 a 0 a 0 A 0 A 

IAPC / 20x106 5 4 2 a 0 a 4500 A 0 B 

IAH / 20x106 4 4 1 a 0 a 2500 A 0 B 

IACU / 500x106 8 8 2 a 0 a 1250 A 0 B 
IACU – inseminação no corpo do útero; IAPC – inseminação na ponta do corno uterino; IAH – inseminação 

histeroscópica. 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) no número de ovidutos com 

espermatozóides entre sêmen congelado do garanhão A e B, em cada técnica de inseminação/dose inseminante. 

Letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p<0,05) na média de espermatozóides 

por oviduto entre sêmen congelado do garanhão A e B, em cada técnica de inseminação/dose inseminante. 

* Utilizou-se para comparar o número (pode também ser %) dos ovidutos com e sem espermatozóides o teste 

exato de Fisher (p<0,05); 

** Para se comparar as médias de espermatozóides por oviduto utilizou-se ANOVA (p<0,05). 

 
 

Parte III – Avaliação da recuperação espermática após inseminações artificiais 

intrafoliculares (IAIF), in vitro, com sêmen congelado do garanhão A. 

 

 Foi observado um grande extravasamento de fluido folicular, através do orifício 

formado pela agulha (30x8) no momento da inseminação. Devido a este fato, o volume de 

fluido folicular recuperado três horas após as inseminações foi inferior ao volume esperado de 

folículos que inicialmente possuíam de 35 a 40 mm de diâmetro (Tabela 23). A média de 

espermatozóides recuperados foi de 4,827x106, o que representa apenas 24,13% dos 20x106 

espermatozóides injetados nos folículos no momento das inseminações. O desvio padrão foi 

de 3,533x106 e a mediana 4,172x106. 
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Tabela 23. Número de espermatozóides recuperados três horas após inseminações 

intrafoliculares (IAIF) in vitro, em folículos de 35 a 40 mm de diâmetro, com 20x106 

espermatozóides móveis, oriundos de sêmen congelado de um garanhão A. 

Número do Folículo Volume de Fluido Folicular 

Recuperado (mL) 

Número de Espermatozóides 

Recuperados 

Folículo 1 1,0 4,7x106 

Folículo 2 2,2 8,03x106 

Folículo 3 7,5 9,75x106 

Folículo 4 5,5 137.500 

Folículo 5 2,7 3,645x106 

Folículo 6 0,75 2,7x106 

 

 

 

EXPERIMENTO 3 – Teste de fertilidade entre diferentes técnicas de inseminação 

artificial utilizando um baixo número de espermatozóides. 

 

 Não foi observado prenhez nos grupos em que as éguas foram inseminadas 

através de inseminação intrafolicular (GIV) e inseminação intraperitoneal (GV). Entretanto as 

porcentagens de prenhez de GI (IACU; 20x106), GII (IAPC; 20x106) e GIII (IAH; 20x106) 

foram respectivamente de 15%, 40% e 45% (Tabela 24).  

 Na tabela 24 observa-se que a porcentagem de prenhez de GI foi estatisticamente 

igual (p>0,05) a GII e GIII, não se diferenciando (p>0,05) também de GIV e GV. As 

porcentagens de prenhez de GII e GIII foram estatisticamente iguais (p>0,05) entre si e 

significativamente superior (p<0,05) às porcentagens de prenhez dos grupos GIV e GV. 
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Tabela 24. Porcentagem de éguas prenhes inseminadas pelo método convencional (IACU), na 

extremidade do corno uterino ipsilateral à ovulação (IAPC), por histeroscopia (IAH), 

deposição do sêmen dentro do folículo pré-ovulatório (IAIF) e deposição do sêmen sobre o 

ovário contendo um folículo pré-ovulatório (IAIP).  

Grupo Técnica de 

Inseminação 

Número de éguas 

inseminadas 

Número de 

éguas prenhes 

Porcentagem de 

prenhez (%) ** 

GI IACU 20 3 15% ab 

GII IAPC 20 8 40% a 

GIII IAH 20 9 45% a 

GIV IAIF 20 0 0% b 

GV IAIP 20 0 0% b 
GI – IACU – 20x106 espermatozóides móveis – sêmen congelado 

GII – IAPC – 20x106 espermatozóides móveis – sêmen congelado 

GIII – IAH – 20x106 espermatozóides móveis – sêmen congelado 

GIV – IAIF – 20x106 espermatozóides móveis – sêmen congelado 

GV – IAIP – 100x106 espermatozóides móveis – sêmen fresco 

** A porcentagem de prenhez dos diferentes grupos, seguidas de letras iguais não diferem estatisticamente 

(p>0,05) 
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EXPERIMENTO 4 – Avaliação da reação inflamatória na cavidade peritoneal, após as 

inseminações intrafoliculares e intraperitoneais  

 

Resultados das análises laboratoriais, das amostras colhidas de 15 éguas, antes (T0) e 6 

horas após (T6) as mesmas serem inseminadas através da inseminação artificial 

intraperitoneal (IAIP). 

 

 No momento T0, 12 amostras apresentavam cor amarelada e 3 apresentavam cor 

avermelhada. Entretanto, no momento T6, 8 amostras apresentaram cor amareladas e 7 

avermelhadas.  Em T0, 11 amostras apresentavam aspecto turvo e 4 aspecto límpido e em T6 

todas as amostras apresentavam aspecto turvo. 

A concentração de fibrinogênio nas amostras em T0 se deu da seguinte forma, 4 

amostras com 200 mg/dL, 1 amostra com 100 mg/dL e 10 amostras com menos de 100 

mg/dL. No momento T6 a concentração de fibrinogênio nas amostras se apresentaram da 

seguinte forma, 5 amostras com 200 mg/dL, 9 amostras com menos de 100 mg/dL e 1 amostra 

com 400 mg/dL. 

 No momento T0, 6 amostras apresentaram coagulação positiva e em T6 este 

número foi de apenas 2 amostras. Foi observado leucofagocitose em 13 amostras e 

eritrofagocitose em 2 amostras no momento T0, não sendo observado nem leucofagocitose e 

nem eritrofagocitose em 2 amostras neste momento. Em T6, 12 amostras não apresentaram 

nem leucofagocitose e nem eritrofagocitose, sendo que 3 amostras apresentaram 

leucofagocitose e 1 amostra apresentou eritrofagocitose. 

 A média, desvio padrão, estatística T e valor de p das variáveis densidade, 

concentração de proteína, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do grupo em que foi realizado inseminação intraperitoneal, antes do 

momento da inseminação (GIP0) e 6 horas após a inseminação intraperitoneal (GIP6), estão 

apresentados na tabela 25. A mediana, primeiro quartil, terceiro quartil (entre colchetes), 

estatística de Wilcoxan e valor de p das variáveis pH, concentração de glicose, presença de 

sangue oculto, número total de hemácias e porcentagem de eosinófilos do grupo em que foi 

realizado inseminação intraperitoneal, antes do momento da inseminação (GIP0) e 6 horas 

após a inseminação intraperitoneal (GIP6), estão apresentados na tabela 26. 
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Tabela 25. Média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as variáveis densidade, 

concentração de proteínas, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal do grupo em que foi realizado inseminação 

intraperitoneal, segundo os momentos zero (GIP0, antes do momento da inseminação) e 6 

horas após a inseminação intraperitoneal (GIP6) 

 Momentos   

Variável GIP0 GIP6 t p 

Densidade 1014,5 ± 3,3 1017,7 ± 4,9 - 2,2 0,042 

Proteína 648,7 ± 476,5 1146,7 ± 642,4 - 2,7 0,016 

Células 1571,3 ± 1183,3 25238,7 ± 21053,2 - 4,3 0,001 

Neutrófilos 46,3 ± 14,4 84,3 ± 11,1 - 8,3 0,001 

Macrófagos 46,7 ± 15,0 11,8 ± 10,2 7,6 0,001 

Linfócito 6,5 ± 3,5 4,1 ± 3,6 2,0 0,061 

P≤0,05 – os valores dos momento se diferem estatisticamente 

 

 

Tabela 26. Mediana, primeiro e terceiro quartil (entre colchetes), estatística Wilcoxan (W) e 

valor de p para as variáveis pH, glicose, presença de sangue, número de hemácias e 

porcentagem de eosinófilos do líquido peritoneal do grupo em que foi realizado inseminação 

intraperitoneal, segundo os momentos zero (GIP0, antes do momento da inseminação) e 6 

horas após a inseminação intraperitoneal (GIP6) 

 Momentos   

Variável GIP0 GIP6 W p  

PH 8,0 [8,0; 8,0] 7,5 [7,1; 8,0] - 36,0 0,008 

Glicose 50,0 [50,0; 100,0] 50,0 [50,0; 50,0] - 12,0 0,461 

Sangue 3,0 [3,0; 3,0] 3,0 [3,0; 3,0] 3,0 0,5 

Hemácia 3270,0 [607,5; 6152,5] 10700,0 [5637,5; 48737,5] 84,0 0,015 

Eosinófilo 0,0 [0,0; 1,0] 0,0 [0,0; 0,0] - 15,0 0,063 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 
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 De todos os parâmetros avaliados somente a porcentagem de linfócitos e 

eosinófilos, a concentração de glicose e a presença de sangue não diferiram estatisticamente 

(p>0,05) entre o momento T0 (GIP0) e 6 horas após as inseminações intraperitoneais (GIP6). 

  

Resultados das análises laboratoriais, das amostras colhidas de 14 éguas, antes (T0) e 6 

horas após (T6) as mesmas serem inseminadas através da inseminação artificial 

intrafolicular (IAIF). 

 

No momento T0, 3 amostras apresentavam cor avermelhada e 11 amostras cor 

amarelada e em T6, 6 amostras apresentavam cor avermelhada e 8 amostras cor amarelada. 

Foi observado aspecto turvo em 5 amostras e aspecto límpido em 9 amostras em T0, já em T6, 

apenas uma amostra apresentou aspecto límpido. 

 A concentração de fibrinogênio de todas as amostras em T0 foi inferior a 100 

mg/dL. Entretanto, em T6 a concentração de fibrinogênio se deu da seguinte forma, sendo 6 

amostras com menos de 100 mg/dL, 3 amostras com 100 mg/dL e 5 amostras com 200 

mg/dL. 

 Foi observado coagulação em 3 amostras em T0 e em 1 amostra no momento T6. 

Foi observado leucofagocitose em 13 amostras e eritrofagocitose em 4 amostras no momento 

T0, não sendo observado nem leucofagocitose e nem eritrofagocitose em 1 amostra neste 

momento. Em T6, 8 amostras não apresentaram nem leucofagocitose e nem eritrofagocitose, 

sendo que 6 amostras apresentaram leucofagocitose e 3 amostras apresentaram 

eritrofagocitose. 

 A média, desvio padrão, estatística T e valor de p das variáveis densidade, 

concentração de proteína, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do grupo em que foi realizado inseminação intrafolicular, antes do 

momento da inseminação (GIF0) e 6 horas após a inseminação intrafolicular (GIF6), estão 

apresentados na tabela 27. A mediana, primeiro quartil, terceiro quartil (entre colchetes), 

estatística de Wilcoxan e valor de p das variáveis pH, concentração de glicose, presença de 

sangue oculto, número total de hemácias e porcentagem de eosinófilos do grupo em que foi 

realizado inseminação intrafolicular, antes do momento da inseminação (GIF0) e 6 horas após 

a inseminação intrafolicular (GIF6), estão apresentados na tabela 28. 
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Tabela 27. Média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as variáveis densidade, 

concentração de proteínas, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal do grupo em que foi realizado inseminação 

intrafolicular, segundo os momentos zero (GIF0, antes do momento da inseminação) e 6 horas 

após a inseminação intrafolicular (GIF6) 

 Momentos   

Variável GIF0 GIF6 t p 

Densidade 1012,4 ± 2,6 1019,6 ± 4,2 - 6,3 0,001 

Proteína 478,6 ± 263,6 1314,3 ± 776,4 - 3,4 0,004 

Células 1108,7 ± 1048,7 35966,8 ± 27805, 4 - 4,8 0,001 

Neutrófilos 54,6 ± 22,4 84,57 ± 14,9 - 3,5 0,004 

Macrófagos 37,2 ± 25,4 10,6 ± 11,04 3,2 0,006 

Linfócito 8,1 ± 5,6 4,8 ± 5,9 1,6 0,138 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 

 

 

Tabela 28. Mediana, primeiro e terceiro quartil (entre colchetes), estatística Wilcoxan (W) e 

valor de p para as variáveis pH, glicose, presença de sangue, número de hemácias e 

porcentagem de eosinófilos do líquido peritoneal do grupo em que foi realizado inseminação 

intrafolicular, segundo os momentos zero (GIF0, antes do momento da inseminação) e 6 horas 

após a inseminação intrafolicular (GIF6) 

 Momentos   

Variável GIF0 GIF6 W p  

PH 7,5 [7,5; 8,0] 7,5 [7,0; 7,5] - 48,0 0,01 

Glicose 100,0 [50,0; 100,0] 50,0 [30,0; 50,0] - 41,0 0,037 

Sangue 2,0 [1,0; 3,0] 3,0 [3,0; 3,0] 28,0 0,016 

Hemácia 300,0 [60,0; 1700,0] 9185,0 [3533,0; 33000,0] 105,0 0,001 

Eosinófilo 0,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,0] -3,0 0,5 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 
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De todos os parâmetros avaliados somente a porcentagem de linfócitos e 

eosinófilos não diferiram estatisticamente entre o momento T0 (GIF0) e 6 horas após as 

inseminações intrafoliculares (GIF6). 

  

Comparação da reação inflamatória causada pela inseminação intrafolicular e 

intraperitoneal, através da avaliação dos resultados obtidos da análise do líquido 

peritoneal de ambos os grupos, 6 horas após as inseminações (T6). 

  

A tabela 29 nos mostra a média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as 

variáveis densidade, concentração de proteínas, número de células nucleadas, porcentagem de 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal 6 horas após as inseminações dos 

grupos em que foram realizados inseminação intraperitoneal (GIP6) e inseminação 

intrafolicular (GIF6). A tabela 30 nos mostra a mediana, primeiro e terceiro quartil (entre 

colchetes), estatística Man-Whitney e valor de p para as variáveis pH, concentração de 

glicose, presença de sangue, número total de hemácias e porcentagem de eosinófilo do líquido 

peritoneal 6 horas após as inseminações dos grupos em que foram realizados inseminação 

intraperitoneal (GIP6) e inseminação intrafolicular (GIF6). 

 

Tabela 29. Média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as variáveis densidade, 

concentração de proteínas, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal 6 horas após as inseminações dos grupos em que 

foram realizados inseminação intraperitoneal (GIP6) e inseminação intrafolicular (GIF6) 

 Grupos   

Variável GIP6 GIF6 t p 

Densidade 1017,7 ± 4,9 1019,6 ± 4,2 - 1,08 0,287 

Proteína 1146,7 ± 642,4 1314,3 ± 776,4 - 0,635 0,531 

Células 25238,7 ± 21053,2 35966,8 ± 27805, 4 - 1,177 0,250 

Neutrófilos 84,3 ± 11,1 84,57 ± 14,9 - 0,049 0,961 

Macrófagos 11,8 ± 10,2 10,6 ± 11,04 0,311 0,758 

Linfócito 4,1 ± 3,6 4,8 ± 5,9 - 0,441 0,663 

P≤0,05 – os valores dos grupos se diferem estatisticamente 
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Tabela 30. Mediana, primeiro e terceiro quartil (entre colchetes), estatística Man-Whitney e 

valor de p para as variáveis pH, concentração de glicose, presença de sangue, número total de 

hemácias e porcentagem de eosinófilo do líquido peritoneal 6 horas após as inseminações dos 

grupos em que foram realizados inseminação intraperitoneal (GIP6) e inseminação 

intrafolicular (GIF6). 

 Grupos   

Variável GIP6 GIF6 T p  

PH 7,5 [7,1; 8,0] 7,5 [7,0; 7,5] 174,5 0,126 

Glicose 50,0 [50,0; 50,0] 50,0 [30,0; 50,0] 201,5 0,726 

Sangue 3,0 [3,0; 3,0] 3,0 [3,0; 3,0] 210,0 0,982 

Hemácia 10700,0 [5637,5; 48737,5] 9185,0 [3533,0; 33000,0] 201,0 0,711 

Eosinófilo 0,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,0] 210,0 0,982 

p≤0,05 – os valores dos grupos se diferem estatisticamente 

 

 Nenhum dos parâmetros avaliados diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os 

grupos GIP6 e GIF6. 

 

Resultados das análises laboratoriais, das amostras colhidas de 4 éguas, as quais não 

foram inseminadas e não ovularam entre a primeira e a segunda paracentese (grupo 

controle: GC), sendo o momento da primeira paracentese considerado T0 e o momento 

da segunda paracentese considerado T6, as quais foram realizadas 6 horas após T0.  

 

 No momento T0, 2 amostras apresentaram cor amarelada e 2 avermelhada e no 

momento T6 3 amostras apresentaram cor amarelada e 1 amostra cor avermelhadas. Foi 

observado aspecto límpido em 2 amostras e aspecto turvo em 2 amostras em T0 e em T6, 

aspecto límpido em 3 amostras e trurvo em apenas uma amostra. 

 Nos momentos T0 e T6, a concentração de fibrinogênio em todas as amostras foi 

inferior a 100 mg/dL. Observou-se coagulação em apenas uma amostra tanto em T0 quanto 

em T6. Não foi observado eritrofagocitose em nenhuma amostra em nenhum dos momentos, 

sendo observado leucofagocitose em 2 amostras em T0 e em T6. Em ambos os momentos em 

2 amostras não foram observados nem leucofagocitose e nem eritrofagocitose. 

 A média, desvio padrão, estatística T e valor de p das variáveis densidade, 

concentração de proteína, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do grupo controle em diestro, no qual as éguas não foram inseminadas 
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e nem ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no momento zero (primeira 

paracentese, GC0) e 6 horas após (segunda paracentese, GC6), estão apresentados na tabela 

31. A mediana, primeiro quartil, terceiro quartil (entre colchetes), estatística de Wilcoxan e 

valor de p das variáveis pH, concentração de glicose, presença de sangue oculto, número total 

de hemácias e porcentagem de eosinófilos do grupo controle em diestro, no qual as éguas não 

foram inseminadas e nem ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no momento 

zero (primeira paracentese, GC0) e 6 horas após (segunda paracentese, GC6), estão 

apresentados na tabela 32. 

 

 

 

Tabela 31. Média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as variáveis densidade, 

concentração de proteínas, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal do grupo controle em diestro, no qual as éguas 

não foram inseminadas e nem ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no 

momento zero (primeira paracentese, GC0) e 6 horas após (segunda paracentese, GC6). 

 Momentos   

Variável GC0 GC6 t P 

Densidade 1014,2 ± 3,3 1014,5 ± 1,9 - 0,293 0,789 

Proteína 650,0 ± 300,0 650,0 ± 173,2 0,0 1,0 

Células 1482,5 ± 348,7 3705,0 ± 5525,3 - 0,85 0,455 

Neutrófilos 69,25 ± 12,7 84,0 ± 2,6 - 2,49 0,088 

Macrófagos 27,2 ± 12,2 12,0 ± 4,2 2,152 0,121 

Linfócito 3,5 ± 1,9 2,2 ± 1,2 1,213 0,312 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 
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Tabela 32. Mediana, primeiro e terceiro quartil (entre colchetes), estatística Wilcoxan (W) e 

valor de p para as variáveis pH, glicose, presença de sangue, número de hemácias e 

porcentagem de eosinófilos do líquido peritoneal do grupo controle em diestro, no qual as 

éguas não foram inseminadas e nem ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no 

momento zero (primeira paracentese, GC0) e 6 horas após (segunda paracentese, GC6). 

 Momentos   

Variável GC0 GC6 W p  

PH 8,0 [8,0; 8,0] 8,0 [7,7; 8,0] - 1,0 1,0 

Glicose 50,0 [50,0; 75,0] 100,0 [100,0; 100,0] 6,0 0,25 

Sangue 3,0 [2,5; 3,0] 3,0 [2,5; 3,0] 0,0 1,0 

Hemácia 4610,0 [505,0; 59275,0] 900,0 [340,0; 27415,0] - 6,0 0,375 

Eosinófilo 0,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,5] 1,0 1,0 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 

 

 Nenhum dos parâmetros avaliados diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os 

momentos GC0 e GC6. 

 

 

Resultados das análises laboratoriais, das amostras colhidas de 3 éguas, as quais não 

foram inseminadas e ovularam entre a primeira e a segunda paracentese (grupo 

controle ovulação: GCO), sendo o momento da primeira paracentese considerado T0 e o 

momento da segunda paracentese considerado T6, as quais foram realizadas 6 horas 

após T0.  

 

 No momento T0, 2 amostras apresentaram cor amarelada e 1 avermelhada e no 

momento T6 1 amostras apresentou cor amarelada e 2 amostras cor avermelhadas. Foi 

observado aspecto límpido em 2 amostras e aspecto turvo em 1 amostra em T0 e em T6, todas 

as amostras estavam com aspecto turvo. 

 Nos momentos T0 e T6, a concentração de fibrinogênio em todas as amostras foi 

inferior a 100 mg/dL. Observou-se coagulação em apenas uma amostra tanto em T0 quanto 

em T6. Não foi observado eritrofagocitose em nenhuma amostra em nenhum dos momentos, 

sendo observado leucofagocitose em todas as amostras em T0 e em 1 amostra no momento 

T6. Em T6, 2 amostras não apresentaram nem leucofagocitose e nem eritrofagocitose. 
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A média, desvio padrão, estatística T e valor de p das variáveis densidade, 

concentração de proteína, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do grupo controle ovulação, no qual as éguas não foram inseminadas, 

mas ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no momento zero (primeira 

paracentese, GCO0) e 6 horas após (segunda paracentese, GCO6), estão apresentados na 

tabela 33. A mediana, primeiro quartil, terceiro quartil (entre colchetes), estatística de 

Wilcoxan e valor de p das variáveis pH, concentração de glicose, presença de sangue oculto, 

número total de hemácias e porcentagem de eosinófilos do grupo controle ovulação, no qual 

as éguas não foram inseminadas, mas ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no 

momento zero (primeira paracentese, GCO0) e 6 horas após (segunda paracentese, GCO6), 

estão apresentados na tabela 34. 

 

Tabela 33. Média, desvio padrão, estatística T e valor de p para as variáveis densidade, 

concentração de proteínas, número total de células nucleadas, porcentagem de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos do líquido peritoneal do grupo controle ovulação, no qual as éguas 

não foram inseminadas, mas ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no momento 

zero (primeira paracentese, GCO0) e 6 horas após (segunda paracentese, GCO6). 

 Momentos   

Variável GCO0 GCO6 t P 

Densidade 1014,0 ± 2,0 1015,3 ± 1,1 - 2,0 0,184 

Proteína 500,0 ± 0,0 766,7 ± 251,7 - 1,835 0,208 

Células 3340,0 ± 1880,2 4320,0 ± 2096,2 - 1,156 0,367 

Neutrófilos 58,0 ± 9,8 78,7 ± 78,1 - 2,2 0,157 

Macrófagos 34,0 ± 12,5 13,7 ± 6,6 3,1 0,089 

Linfócito 8,0 ± 6,1 7,3 ± 4,2 0,173 0,878 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 
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Tabela 34. Mediana, primeiro e terceiro quartil (entre colchetes), estatística Wilcoxan (W) e 

valor de p para as variáveis pH, glicose, presença de sangue, número de hemácias e 

porcentagem de eosinófilos do líquido peritoneal do grupo controle ovulação, no qual as 

éguas não foram inseminadas, mas ovularam entre a primeira e a segunda paracentese, no 

momento zero (primeira paracentese, GCO0) e 6 horas após (segunda paracentese, GCO6). 

 Momentos   

Variável GCO0 GCO6 W p  

PH 8,0 [8,0; 8,0] 8,0 [8,0; 8,0] 0,0 1,0 

Glicose 50,0 [50,0; 87,5] 100,0 [62,5; 100,0] 1,0 1,0 

Sangue 3,0 [3,0; 3,0] 3,0 [3,0; 3,0] 0,0 1,0 

Hemácia 4750,0 [1525,0; 40562,5] 18700,0 [7337,5; 21175,0] 0,0 1,0 

Eosinófilo 0,0 [0,0; 0,0] 0,0 [0,0; 0,7] 1,0 1,0 

P≤0,05 – os valores dos momentos se diferem estatisticamente 

 

 Nenhum dos parâmetros avaliados diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os 

momentos GCO0 e GCO6. 
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Figura 2. Valores médios da celularidade do líquido peritoneal no momento T0 (primeira 

paracentese) e no momento T6 (seis horas após T0), no grupo em que as éguas foram 

inseminadas através de inseminação intraperitoneal entre as paracenteses e no grupo controle 

em que as éguas não foram inseminadas, porém ovularam entre as paracenteses. 

0
5000

10000
15000
20000
25000
30000

C
el

ul
ar

id
ad

e

Inseminação
intraperitoneal

Controle ovulação

Momento T0 Momento T6
 

                Representa diferença estatística entre os momentos  

 
Figura 3. Valores médios da porcentagem de neutrófilos no líquido peritoneal no momento 

T0 (primeira paracentese) e no momento T6 (seis horas após T0), no grupo em que as éguas 

foram inseminadas através de inseminação intraperitoneal entre as paracenteses e no grupo 

controle em que as éguas não foram inseminadas, porém ovularam entre as paracenteses. 
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Figura 4. Valores médios da celularidade do líquido peritoneal no momento T0 (primeira 

paracentese) e no momento T6 (seis horas após T0), no grupo em que as éguas foram 

inseminadas através de inseminação intrafolicular entre as paracenteses e no grupo controle 

em que as éguas não foram inseminadas, porém ovularam entre as paracenteses. 
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Figura 5. Valores médios da porcentagem de neutrófilos no líquido peritoneal no momento 

T0 (primeira paracentese) e no momento T6 (seis horas após T0), no grupo em que as éguas 

foram inseminadas através de inseminação intrafolicular entre as paracenteses e no grupo 

controle em que as éguas não foram inseminadas, porém ovularam entre as paracenteses. 
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EXPERIMENTO 5 – Efeito da deposição do sêmen congelado no folículo pré-ovulatório, 

sobre os índices de fertilidade de éguas inseminadas com sêmen fresco pelo método 

convencional.    

 

 Observa-se na tabela 35 que a porcentagem de prenhez de GA (50%) foi 

estatisticamente igual (P>0,05) à porcentagem de prenhez de GB (83,33%). Quando 

comparamos GA e GB com GIV, grupo realizado no experimento 3, no qual não obtivemos 

prenhez após as inseminações artificiais intrafoliculares, observamos que a porcentagem de 

prenhez de GIV foi significativamente inferior (P<0,05) às de GA e GB. 

 

 

 

 

 

Tabela 35. Porcentagem de éguas prenhez inseminadas por inseminação intrafolicular (IAIF), 

pelo método convencional (IACU) com sêmen fresco de jumento concomitantemente com a 

inseminação intrafolicular (IAIF) utilizando sêmen congelado de garanhões e éguas 

inseminadas pelo método convencional (IACU) apenas com sêmen fresco de jumento. 

Grupo Número de éguas 

inseminadas 

Número de éguas 

prenhes 

Porcentagem de 

prenhez (%) ** 

GA 10 5 50% a 

GB 18 15 83,33% a 

GIV 20 0 0% b 
GA – 20x106 espermatozóides móveis – IAIF – 0,5 mL – sêmen congelado de garanhão 

          500x106 espermatozóides móveis – IACU – 15 mL – sêmen fresco de jumento 

GB – 500x106 espermatozóides móveis – IACU – 15 mL – sêmen fresco de jumento 

GIV – 20x106 espermatozóides móveis – IAIF – 0,5 mL – sêmen congelado de garanhão 

** A porcentagem de prenhez dos diferentes grupos, seguidas de letras iguais não diferem estatisticamente 

(p>0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação da viabilidade do sêmen congelado de garanhões, quando diluído em 

fluido folicular de folículo pré-ovulatório de éguas. 

 

Observa-se que logo após a diluição do sêmen (T0), o líquido folicular não causou 

danos na integridade de membrana plasmática dos espermatozóides, pois não foi detectado 

diferença estatística na porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática integra 

entre GI (46,6%) e GIII (46,0%). 

A porcentagem de espermatozóides vivos com membrana acrossomal integra foi 

semelhante entre os grupos, mostrando que a diluição em fluido folicular não induziu a reação 

acrossomal com uma hora de tratamento. A porcentagem de espermatozóides vivos com 

membrana acrossomal íntegra foi de 33,7% no grupo controle e 29,5% no grupo em que o 

sêmen foi diluído em fluido folicular uma hora após a diluição, sendo estes gametas o nosso 

principal alvo de observação, pois são estes os espermatozóides que estariam aptos para 

fertilizar o oócito. Entretanto, Yao et al. (1999) observaram que a porcentagem de reação 

acrossomal de espermatozóides de humanos, foi superior nos grupos tratados com hFF (fluido 

folicular humano) do que no grupo controle, após uma hora de tratamento, sendo que a 

porcentagem de reação acrossomal foi ainda maior no grupo tratado apena com hFF do que no 

grupo tratado com hFF e células epiteliais do oviduto. Os resultados deste trabalho também 

contradizem os resultados obtidos por Yao et al. (2000) que observaram que a diluição do 

sêmen fresco de humanos em fluido folicular induziu a reação acrossomal em uma hora de 

tratamento. 

Mesmo utilizando uma alta concentração de fluido folicular (50%), oriundo de folículo 

pré-ovulatório de égua, para o sêmen após a descongelação, não foi observado indução da 

reação acrossomal após uma hora de tratamento. Resultado este que contradiz os achados de 

Burello et al. (2004) que observaram que o hFF estimula a reação acrossomal de 

espermatozóides de humanos de forma dose dependente, sendo o maior efeito estimulatório 

observado com a utilização de 30% de hFF. Entretanto, Mununce et al. (2004), também não 

observaram diferença significativa na porcentagem de espermatozóides de homens com 

membrana acrossomal reagida entre o grupo controle e o grupo tratado com 50% de hFF. 

Sabe-se que o fluido de um folículo pré-ovulatório contém altas concentrações de 

progesterona (Bogh et al., 2000) e a progesterona induz fisiologicamente a reação acrossomal 

em espermatozóides oriundos de sêmen fresco de garanhões (Rathi et al., 2001), entretanto, 
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não tem o mesmo efeito em sêmen congelado de bovinos (Lukoseviciute et al., 2004). Apesar 

da alta concentração de progesterona no fluido folicular pré-ovulatório de éguas, a diluição de 

sêmen congelado de garanhões neste fluido, não induziu a reação acrossomal uma hora após a 

diluição. Arns et al. (1991) também observaram que uma pequena porcentagem de 

espermatozóides de eqüinos diluídos em fluido folicular sofreram reação acrossomal após três 

horas de tratamento. 

De acordo com Yao et al. (1999) o tratamento de sêmen humano com hFF, melhora 

todos os parâmetros de motilidade do sêmen, com exceção a linearidade. Entretanto, neste 

trabalho observou-se em GIII (grupo tratado com fluido folicular), melhora em apenas alguns 

parâmetros de motilidade como VAP nos momentos T0, 1 e 2, VSL nos momentos T0, 1 e 2, 

VCL nos momentos T0, 1 e 2 e BCF nos momentos T0, 1 e 2. Porém, no momento T3, não 

foi observado diferença significativa em nenhum dos parâmetros avaliados, entre os grupos. 

Ao comparar a motilidade total dos grupos tratado com fluido folicular e controle, 

observa-se que este parâmetro foi significativamente superior no grupo controle apenas no 

momento T0. Entretanto, Landim-Alvarenga et al. (2001), trabalhando com sêmen de 

garanhões, observaram uma maior porcentagem de espermatozóides móveis no grupo tratado 

com fluido folicular após duas horas de incubação. A porcentagem de espermatozóides 

móveis reduziu da mesma forma em ambos os grupos (GI e GIII) com passar do tempo, 

diferindo dos resultados de Thérien et al. (2001) e McNutt & Killian (1991), que trabalhando 

com sêmen de humanos observaram uma redução mais rápida da motilidade quando o sêmen 

era tratado com fluido folicular. Da mesma forma que Mununce et al. (2004), não 

encontramos diferença significativa na porcentagem de espermatozóides de humanos com 

motilidade progressiva entre o grupo tratado com fluido folicular e o grupo controle, em 

nenhum momento. 

Vários pesquisadores como Nichol et al. (1997), trabalhando com sêmen de suíno, 

Yao et al. (1999), trabalhando com sêmen humano e Yao et al. (2000), também utilizando 

sêmen humano, constataram que a diluição do sêmen em fluido folicular aumenta a 

velocidade espermática ao longo de uma trajetória real (VCL), o que também foi observado 

nos momentos T0, T1 e T2. 

Os resultados mostram que os valores de VAP e VSL reduziram significativamente 

com o passar do tempo nos grupos (GI, GII e GIII), diferente dos resultados obtidos por Yao 

et al. (2000) que não observaram uma redução destes valores, em sêmen fresco de humanos, 

até 5 horas após a diluição em fluido folicular, encontrando uma redução significativa destes 

valores apenas no grupo não tratado. Observa-se que no grupo GIII (diluído em fluido 
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folicular) não houve uma redução significativa do VCL com o passar do tempo, como 

também foi observado por estes pesquisadores.  

Yao et al. (2000) observaram que em todos os momentos a freqüência de BCF foi 

significativamente superior, no grupo onde o sêmen humano foi diluído em fluido folicular 

quando comparado com o grupo controle, fato este que foi observado apenas nos momento 

T0, T1 e T2, tendo esta diferença desaparecido no momento T3. Os resultados de ALH 

obtidos por este grupo de pesquisadores foram semelhante aos obtidos neste trabalho, onde 

não observou-se diferença entre o grupo controle sem diluição e o grupo tratado com fluido 

folicular em nenhum dos momentos avaliados, diferente do resultado obtido por Nichol et al. 

(1997), que observaram um ALH superior, quando o sêmen de suíno foi tratado com fluido 

folicular.   

Com avaliações sucessivas do sêmen descongelado de garanhões, diluído em fluido 

folicular, observou-se que até três horas após a diluição, o fluido folicular não exerceu efeitos 

deletérios sobre a viabilidade do sêmen, quanto aos parâmetros de movimento avaliados como 

MT, MP, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN e RAP, pois no momento T3 não houve 

diferença significativa entre o grupo controle GI (sem diluição) e o grupo tratado com fluido 

folicular (GIII) em nenhum destes parâmetros. Sendo detectado diferença significativa no 

momento T3, apenas na MP, onde o grupo controle GII (diluído em meio Kenney) apresentou 

uma porcentagem de MP significativamente maior que GI e GIII. 

Devido ao fato de não ter sido observado diferença estatística em nenhum dos 

parâmetros de motilidade avaliados, entre os grupos controle (GI) e diluído em fluido 

folicular (GIII) após três horas e não haver diferença significativa entre GI e GIII na 

porcentagem de espermatozóides com membrana plasmática íntegra e na porcentagem de 

espermatozóides vivos com membrana acrossomal íntegra, foi decidido que seria realizado o 

teste de fertilidade com a inseminação artificial intrafolicular, pois através destes resultados 

concluiu-se que o fluido folicular pré-ovulatório de éguas, não é deletério à viabilidade 

espermática do sêmen congelado de garanhões, até três horas após a diluição. Baseados na 

hipótese de que o sêmen depositado dentro do folículo poderia migrar para o oviduto no 

momento da ovulação, as inseminações intrafoliculares foram realizadas apenas quando 

detectada a proximidade da ovulação, através de indução da ovulação, com palpações e 

avaliações ultra-sonográficas sucessivas. 
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5.2. Avaliação da população espermática no oviduto de éguas após a inseminação 

artificial, utilizando diferentes técnicas de inseminação, com sêmen fresco e congelado de 

garanhões. 

 
Mesmo com a grande diferença do número de espermatozóides encontrados no 

oviduto das éguas inseminadas dentro do mesmo grupo, observa-se que as técnicas de 

inseminação na extremidade do corno uterino (GIB) e inseminação histeroscópica, sobre a 

junção útero-tubárica (GIC), apresentaram um transporte espermático mais eficiente no trato 

reprodutivo feminino, quando comparado com a inseminação convencional (GIA), utilizando 

uma baixa dose de sêmen congelado do garanhão A (20x106 espermatozóides móveis), pois 

em GIB (Tabela 12) foram encontrados espermatozóides no oviduto de 2 éguas (40%), em 

GIC (25%; Tabela 13) de uma égua e em GIA não foi encontrado espermatozóide nos 

ovidutos de nenhuma égua. 

Através destes resultados, também observaou-se que o número de ovidutos em que 

foram encontrados espermatozóides das éguas de GID, as quais foram inseminadas com 

500x106 espermatozóides móveis no corpo do útero, com sêmen congelado do garanhão A 

(Tabela 14) não foi maior do que o número de espermatozóides encontrados nos ovidutos das 

éguas de GIB (IAPC) e GIC (IAH), embora tenha sido utilizado um menor número de 

espermatozóides em GIB e GIC (4% da dose de sêmen utilizada em GID), mostrando que a 

inseminação na extremidade do corno uterino e a inseminação histeroscópica são técnicas 

eficientes e viabilizam a utilização de um baixo número de espermatozóides oriundos de 

sêmen congelado de garanhões. 

Observou-se a presença de espermatozóides em 2 ovidutos de GID (50%; IACU; 

500x106; Tabela 14) e não foi encontrado espermatozóide em nenhum oviduto de GIA (0%; 

IACU; 20x106), o que mostra que para utilização de um pequeno número de espermatozóides 

oriundos de sêmen congelado, a técnica de inseminação convencional não é eficiente. 

Embora não tenha sido observado diferença estatística (tabela 15) entre os grupos 

GIA, GIB, GIC (sêmen congelado, garanhão A) na porcentagem de ovidutos em que foram 

encontrados espermatozóides, podemos observar uma diferença numérica, sendo encontrados 

espermatozóides em uma maior porcentagem de ovidutos em GIB (40%; IAPC) e GIC (25%; 

IAH) do que em GIA (0%; IACU) utilizando 20x106 espermatozóides móveis. A mesma 

diferença numérica foi observada com a média de espermatozóides encontrados por oviduto, 

considerando todos os ovidutos lavados, reforçando a hipótese de que a deposição de 20x106 
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de espermatozóides, oriundos de sêmen congelado, no corpo do útero, não é eficiente, pois 

um número insuficiente de espermatozóides atinge o oviduto. 

Após as inseminações com sêmen fresco do garanhão B, foram encontrados 

espermatozóides no oviduto de 2 éguas inseminadas na extremidade do corno uterino (40%; 

GIIB; 20x106; Tabela 16) e de 2 éguas inseminadas por histeroscopia (50%; GIIC; 20x106; 

Tabela 17). Porém, quando as éguas foram inseminadas no corpo do útero (GIIA; 20x106) não 

foram encontrados espermatozóides nos ovidutos das éguas o que demonstra novamente que a 

inseminação artificial na extremidade do corno uterino e a inseminação histeroscópica são 

mais eficientes do que a inseminação artificial no corpo do útero, quando utiliza-se um baixo 

número de espermatozóides oriundos de sêmen fresco de garanhão, como observado na parte 

I deste experimento, onde foi utilizado uma baixa dose de sêmen congelado do garanhão A. 

Rigby et al. (2000) obtiveram resultado semelhante a este, onde observaram que a deposição 

do sêmen na extremidade do corno uterino, resultou em uma maior proporção de 

espermatozóides recuperados do oviduto, do que quando os espermatozóides foram 

depositados no corpo do útero.  

 Após a lavagem dos ovidutos das éguas do grupo GIIE, as quais foram 

inseminadas com 100x106 espermatozóides oriundos de sêmen fresco do garanhão B, através 

da inseminação intraperitoneal, não foi encontrado espermatozóide em nenhum oviduto, o que 

sugere que os espermatozóides não penetram no oviduto das éguas através da fímbria após a 

inseminação intraperitoneal. 

O número de espermatozóides encontrados nos ovidutos e o número de ovidutos 

em que foram encontrados espermatozóides, após as inseminações com 500x106 no corpo do 

útero (GIID), comparados com os resultados de GIIA (IACU; 20x106), mostra que 20x106 

espermatozóides (sêmen fresco; garanhão B) quando aplicados no corpo do útero, não foram 

suficientes para atingir o oviduto, reforçando a idéia de se faz necessário a utilização de outras 

técnicas como a IAPC ou IAH, para que um maior número de espermatozóides atinja o 

oviduto, quando utiliza-se um baixo número de espermatozóides. Este fato também foi 

observado na parte I deste experimento, quando foi utilizado sêmen congelado do garanhão A. 

Observou-se que a porcentagem de ovidutos em que foram encontrados 

espermatozóides de GIIA (sêmen fresco; 20x106; IACU) foi significativamente igual a de 

GIIB (sêmen fresco; 20x106; IAPC), a despeito da diferença numérica. Porém, esta 

porcentagem foi significativamente inferior quando comparado com GIIC (sêmen fresco; 

20x106; IAH) e GIID (sêmen fresco; 500x106; IACU), mostrando mais uma vez que é 
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necessário um maior número de espermatozóides para a realização de inseminação no corpo 

do útero. Entretando, a média de espermatozóides encontrados por oviduto de GIID (7750) foi 

significativamente maior do que os demais grupos. 

 Não foi encontrado espermatozóide nos ovidutos das éguas em nenhum dos 

grupos GIIIA (20x106; IACU), GIIIB (20x106; IAPC), GIIIC (20x106; IAH) e GIIID 

(500x106; IACU), em que utilizou-se sêmen congelado do garanhão B, embora o sêmen 

apresentasse boa qualidade após a descongelação, mostrando que a diferença no transporte 

espermático não ocorre somente entre sêmen fresco e congelado, mas também entre sêmen 

congelado de diferentes garanhões, fato este que pode ser concluído quando compara-se os 

resultados obtidos com o uso do sêmen congelado do garanhão A com o garanhão B (tabela 

22). Estes resultados podem explicar os baixos índices de fertilidade obtidos com a aplicação 

do sêmen congelado de alguns garanhões, mesmo quando os mesmos apresentam boa 

qualidade de sêmen depois de descongelado. 

 Baseados nos resultados deste trabalho, pode-se afirmar que no caso específico do 

garanhão B, o fator motilidade não foi determinante para a obtenção de uma reduzida 

população espermática no oviduto, bem como, o sítio de deposição do sêmen no momento da 

inseminação, pois não foi encontrado espematozóide nos ovidutos, em nenhuma das técnicas 

utilizadas, indicando que outros fatores devem estar envolvidos neste processo. 

Alguns autores citam que a motilidade do sêmen pode não ser tão importante para 

o transporte espermático pelo útero, pois devido a um aumento nas contrações uterinas após a 

inseminação, o sêmen se espalha rapidamente pelo útero (Hunter, 1999). Entretanto, Parker et 

al. (1975) demonstraram que a motilidade é importante para o transporte dos espermatozóides 

na junção útero-tubárica e nos ovidutos. 

A comparação dos resultados obtidos nos grupos em que foi utilizado sêmen 

fresco do garanhão B, com os resultados dos grupos em que utilizou-se sêmen congelado do 

mesmo garanhão, indica que a migração espermática possa ser diferente entre o sêmen fresco 

e o congelado, concordando com os resultados de Scott et al. (1995), que também afirmam 

que a migração dos espermatozóides no trato reprodutivo feminino é melhor quando se utiliza 

sêmen fresco, bem como, também foi observado por Bader (1982), o qual observou que a 

habilidade dos espermatozóides provenientes de sêmen congelado de atingirem a região da 

ampola é menor do que a do sêmen fresco. Acredita-se que a diferença na capacidade de 

migrar até o oviduto, entre sêmen fresco e congelado ocorra em conseqüência de alterações 
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bioquímicas na membrana plasmática dos espermatozóides ou devido à retirada do plasma 

seminal antes do processo de criopreservação (Clavert et al., 1985). 

 Além do transporte espermático do sêmen congelado de garanhões ser deficiente 

em relação ao sêmen fresco, como observado neste trabalho, também já foi demonstrado que 

espermatozóides oriundos de sêmen congelado, não tem a mesma capacidade de interação 

com as células epiteliais do oviduto como os espermatozóides oriundos de sêmen fresco 

(Dobrinski et al., 1995). 

A média de espermatozóides encontrados no oviduto das éguas, 12 horas após a 

inseminação convencional com 500x106 espermatozóides móveis, oriundos do sêmen fresco 

do garanhão B (7750), foi semelhante ao número de espermatozóides encontrado por Parker 

et al. (1975) que encontraram 6000 espermatozóides por oviduto, 12 horas após a 

inseminação. Entretanto, quando foi utilizado 500x106 espermatozóides oriundos de sêmen 

congelado, tanto do garanhão A quanto do garanhão B, em inseminações com dose 

convencional, realizadas no corpo do útero, foi encontrado um menor número de 

espermatozóides nos ovidutos das éguas. Reforçando a idéia de que o sêmen congelado 

apresenta uma deficiência na capacidade de migração no trato reprodutivo da fêmea. 

Já foi demonstrado em humanos e eqüinos que o líquido folicular exerce uma atração 

quimiotática dos espermatozóides ao corno ipsilateral ao ovário que ocorreu ou vai ocorrer a 

ovulação (Villanueva et al., 1990; Navarro et al., 1998). Entretanto, não foi observado 

diferença na migração dos espermatozóides entre os cornos uterinos após as inseminações 

realizadas no corpo do útero (GID – 500x106 espermatozóides, sêmen congelado; GIID – 

500x106 espermatozóides, sêmen fresco), provavelmente pelo fato de ter sido utilizado apenas 

éguas em anestro para a realização de todas as inseminações deste experimento. 

Embora saibamos que a migração e interação dos espermatozóides no trato 

reprodutivo feminino, ocorra em conseqüência de variações endocrinológicas das fêmeas e 

que o transporte espermático é mais eficiente quando as fêmeas se encontram no estro, como 

já foi demonstrado em ratas por Orihuela et al. (1999) e que a interação dos espermatozóides 

com as células do oviduto também é mais eficiente sob condições hormonais semelhantes às 

condições do período do estro em eqüinos (Thomas et al., 1994a). Portanto, no experimento 2 

foram utilizadas éguas em anestro para a realização de todas as inseminações, com objetivo de 

melhor padronizar a fase do ciclo para todos as animais, evitando assim diferenças entre os 

grupos, decorrentes da fase do ciclo. 

 Através dos resultados obtidos observa-se que a interação sêmen-útero é diferente 

quando se utiliza diferentes técnicas de inseminações, diferentes doses inseminantes, bem 
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como, quando se utiliza sêmen fresco e congelado de garanhões, concordando com as 

observações de Katila (2001)  

 

5.3. Teste de fertilidade entre diferentes técnicas de inseminação atificial utilizando um 

baixo número de espermatozóides. 

 

 Para avaliação da eficiência de diferentes técnicas de inseminação, utilizando 

baixa dose de sêmen congelado de garanhões, foi desenvolvido o experimento 3, o qual 

comparou a fertilidade de grupos de éguas inseminadas com 20x106 espermatozóides móveis 

no corpo do útero (sêmen congelado; IACU; GI), com 20x106 espermatozóides móveis na 

extremidade do corno uterino (sêmen congelado; IAPC; GII), com 20x106 espermatozóides 

móveis por histeroscopia, sobre a papila (sêmen congelado; IAH; GIII), com 20x106 

espermatozóides móveis por inseminação intrafolicular (sêmen congelado; IAIF; GIV) e com 

100x106 espermatozóides móveis por inseminação intraperitoneal (sêmen fresco; IAIP; GV). 

Não tendo sido observada nenhuma prenhez nos grupos em que as éguas foram inseminadas 

através de inseminação intrafolicular e intraperitoneal. Observou-se que as taxas de prenhez 

de GI, GII e GIII foram respectivamente de 15%, 40% e 45%, não havendo diferença 

significativa entre estes grupos. A porcentagem de prenhez de GI, também foi 

significativamente igual à dos grupos GIV e GV. Porém, as porcentagens de prenhez de GIV 

e GV foram significativamente inferiores às de GII e GIII. 

 Ao avaliar os resultados de fertilidade, quando do uso de sêmen congelado do 

garanhão A, verifica-se que as taxas de prenhez de GII (40%; IAPC; 20x106) e GIII (45%; 

IAH; 20x106) foram numericamente superiores do que a taxa de prenhez de GI (15%; 20x106; 

IACU). A despeito de não existir uma diferença estatística, este resultado é reforçado pelos 

resultados obtidos no experimento 2, onde foi observado uma superioridade numérica na 

média de espermatozóides encontrados por oviduto, quando do uso da técnica de IAPC e 

IAH, o que está de acordo com a hipótese de Brinsko et al. (1991), pois estes autores 

acreditam que o aumento do número de espermatozóides no oviduto de éguas pode melhorar 

as taxas de fertilidade e a deposição do sêmen mais próximo da junção útero-tubárica, pode 

levar a um aumento da população espermática no oviduto e conseqüentemente melhorar a 

fertilidade. 

 Os índices de fertilidade satisfatórios que obtidos com as técnicas de inseminação 

histeroscópica, em que o sêmen foi depositado sobre a papila e inseminação na extremidade 

do corno uterino, as quais a deposição do sêmen é realizada mais próximo do sítio de 
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fertilização, podem ser atribuídos ao fato de que com a aplicação destas técnicas, a fase de 

seleção espermática que ocorre durante o transporte uterino (Hunter et al., 1991) seja 

ultrapassada. 

 Ao analisar os resultados de prenhez obtidos por Leão et al (2002), juntamente 

com os resultados obtidos no experimento 2 deste trabalho, utilizando sêmen fresco, pode ser 

observada uma relação entre estes resultados. Quando foi utilizado neste trabalho, uma baixa 

dose inseminante no corpo do útero, não foi recuperado espermatozóide, indicando uma 

pequena população espermática nos ovidutos, nestas mesmas condições Leão et al. (2002) 

obtiveram uma baixa porcentagem de prenhez (16,67%). Ao utilizar uma dose inseminante 

reduzida com histeroscopia, foram recuperados 1875 espermatozóides por oviduto, sendo 

detectado uma taxa de prenhez de 41,67% quando Leão et al. (2002) utilizaram esta técnica, 

também com baixa dose. Quando foi utilizado dose convencional, para realização das 

inseminações no corpo do útero, foi recuperado um alto número de espermatozóides por 

oviduto (7750) e no teste de fertilidade estes autores conseguiram uma taxa de prenhez de 

50%. Ao analisar concomitantemente os resultados obtidos na inseminação no corpo do útero 

com dose convencional, poderia esperar uma melhor porcentagem de prenhez, devido ao alto 

número de espermatozóides recuperados dos ovidutos nestas condições. Porém, esta diferença 

pode ser explicada pelo fato de Leão et al. (2002) terem utilizado um garanhão de baixa 

fertilidade e de acordo com Scott et al. (1995) o transporte dos espermatozóides pelo útero é 

diferente entre o sêmen de garanhões férteis e subférteis. Estes resultados mostram ainda a 

eficiência da IAH na obtenção de prenhez, utilizando baixa dose de sêmen congelado de 

garanhões subférteis, pois no momento da IAH a fase de transporte espermático no útero é 

ultrapassada. 

 O resultado de fertilidade (45%) obtido com a inseminação histeroscópica foi 

inferior ao resultado de Morris et al. (2000a), que obtiveram 60% de prenhez em éguas, 

utilizando 10x106 espermatozóides, porém, estes pesquisadores utilizaram sêmen fresco. 

Entretanto, Vazquez et al. (1998), mesmo utilizando sêmen fresco obtiveram uma taxa de 

prenhez de 30% realizando as inseminações com 3,8x106 espermatozóides oriundos de sêmen 

fresco de garanhões. 

 Muitos autores acreditam que a inseminação histeroscópica é uma técnica que 

pode ser utilizada para minimizar a resposta inflamatória pós-cobertura, vindo a solucionar o 

problema de éguas que desenvolvem uma endometrite severa e persistente após a inseminação 

convencional (Lindsey et al., 2001), por permitir o uso de um número reduzido de 

espermatozóides (Morris et al., 2000b). Concordando com estes autores, Gomes (2002) 
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observou que a resposta inflamatória causada pela inseminação histeroscópica com baixa dose 

de sêmen congelado é menor do que a resposta inflamatória causada pela inseminação 

convencional com 800x106 espermatozóides oriundos de sêmen congelado de garanhões. 

 No grupo em que as éguas foram inseminadas na extremidade do corno uterino, 

foi obtido uma taxa de prenhez de 40%, semelhante ao resultado de Nie et al. (2003) que 

obtiveram uma taxa de prenhez de 33% utilizando 25x106 espermatozóides nas inseminações 

na ponta do corno uterino de éguas. Entretanto, o resultado deste trabalho foi inferior a taxa 

de gestação obtida por Buchanan et al. (1999), que foi de 57%, utilizando 25x106 

espermatozóides, porém utilizando sêmen fresco de garanhões. 

A taxa de prenhez obtida, com a inseminação no corpo do útero, utilizando 20x106 

espermatozóides oriundos de sêmen congelado (15%; GI) foi semelhante ao resultado de 

Dell’Aqua Junior (2000) que utilizando sêmen congelado de garanhão, conseguiu 20% de 

prenhez realizando as inseminações com 50x106 espermatozóides no corpo do útero. 

 Os resultados obtidos neste trabalho demostram que tanto a inseminação 

histeroscópica, quanto a inseminação na extremidade do corno uterino são eficientes na 

obtenção de prenhez, quando se utiliza um baixo número de espermatozóides, discordando 

dos resultados de Lindsey et al. (2000), que conseguiram 50% de prenhez com a deposição de 

5x106 espermatozóides sobre a junção útero-tubárica de éguas (histeroscopia) e não obtiveram 

prenhez com a deposição do sêmen na ponta do corno através de desvio de pipeta. Talvez o 

número de espermatozóides seja o ponto determinante desta diferença e a IAH seja mais 

indicada para a aplicação de um número muito reduzido de espermatozóides. Dell’Aqua 

Junior (2000) também não observou diferença significativa entre a deposição de sêmen no 

corpo do útero (20%) e extremidade do corno (zero%) utilizando 50x106 espermatozóides 

oriundos de sêmen congelado de garanhões. 

 Lyndsey et al. (2005) observaram uma diferença numérica na porcentagem de 

prenhez, utilizando 20x106 espermatozóides oriundos de sêmen de garanhões sexado, após 18 

horas de refrigeração a 5oC, entre as técnicas de inseminação histeroscópica (55%) e na 

extremidade do corno uterino (38%), acreditando estes autores que a diferença numérica 

observada possa ser decorrente de uma maior irritação do endométrio causada pelo desvio da 

pipeta do que a irritação causada pelo endoscópio. Entretanto, Güvenc et al. (2005) avaliaram 

a respota inflamatória do útero de éguas após as inseminações e mostraram que a inseminação 

na extremidade do corno, com baixa dose inseminate, realizada através de desvio de pipeta, 

não causa uma irritação significativa quando comparada com a inseminação convencional. 



 115

 O resultados não mostraram diferença na eficiência das técnicas de inseminação 

IAH e IAPC, utilizando 20x106 espermatozóides oriundos de sêmen congelado. O mesmo foi 

constatado por Brinsko et al. (2003) e Rigby et al. (2001), utilizando 5x106 espermatozóides 

oriundos de sêmen refrigerado de garanhões, que assim como nós, observaram apenas uma 

pequena diferença numérica na porcentagem de prenhez entre IAH e IAPC, sendo a 

porcentagem um pouco maior com a utilização da IAH. Entretanto, Squires et al. (2000) 

observaram uma vantagem significativa na utilização da IAH (50%) em relação a IAPC 

(zero%). 

 Alguns trabalhos demonstram que melhores índices de prenhez em éguas, são 

obtidos, quando as inseminações as quais os espermatozóides são depositados próximo ao 

sítio de fertilização, são realizadas com um baixo volume de sêmen, como foi observado por 

Buchanan et al. (1999) que obtiveram resultado de fertilidade um pouco melhor, quando 

realizaram a inseminação na ponta do corno com 5x106 espermatozóides em 0,2 ml (40%) do 

que com 5x106 espermatozóides em 1,0 ml (30%). Morris et al. (2000b) também obtiveram 

taxa de prenhez numericamente melhor, quando realizaram inseminações histeroscópicas com 

sêmen congelado, utilizando 5x106 espermatozóides em 100 µL (79%) do que em 500 µL 

(64%). Sendo o resultado de prenhez com IAPC (40%), deste trabalho, igual ao resultado 

obtido por Buchanan et al. (2000), mesmo utilizando um maior número de espermatozóides, 

bem como, o resultado de prenhez obtido com IAH (45%) foi muito inferior ao resultado 

obtido por Morris et al. (2000b) utilizando apenas 5x106 espermatozóides. Talvez o volume 

de sêmen utilizado para a realização das inseminações (0,5 mL) possa explicar em parte estas 

diferenças. 

De acordo com Seidel et al. (2000) e Senger et al. (1998), a deposição do sêmen 

próximo ao sítio de fertilização também mostrou-se eficiente em vacas, permitindo a 

aplicação de um baixo número de espermatozóides e obtenção de bons índices de fertilidade. 

Entretanto, McKenna et al. (1990) e Hylan et al. (2002), não constataram vantagens em 

depositar o sêmen na extremidade do corno uterino de vacas.  

Kurykin et al. (2003), observaram que a aproximação dos espermatozóides ao 

sítio de fertilização, no momento da inseminação, utilizando uma baixa dose de sêmen, não 

foi tão eficiente quanto a inseminação convencional com 40x106 espermatozóides em 

novilhas sincronizadas, bem como, Andersson et al. (2004), também observaram que as 

inseminações com baixa dose resultaram em taxas de prenhez inferiores, quando comparadas 

com o uso da dose convencional, sendo que o local de deposição do sêmen não influenciou 

nas taxas de gestação de vacas leiteiras. 
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 Diferente do que se observa com bovinos, onde existe uma grande controvérsia na 

vantagem ou não, de se utilizar técnicas de inseminação, que aproximam os espermatozóides 

do sítio de fertilização, em suínos a maioria dos trabalhos relatam melhora na fertilidade 

utilizando técnicas de inseminação em que o sêmen é depositado próximo ao sítio de 

fertilização, mesmo quando da utilização de uma baixa dose inseminate (Rath et al., 2000; 

Roca et al., 2002; Wolken et al., 2002). 

 Baseados na hipótese de que o sêmen depositado sobre o ovário poderia migrar, 

através da fímbria, para o oviduto, como foi demonstrado por Lopez-Gatius & Yániz (2000) 

em vacas, decidiu-se realizar a avaliação da eficiência da técnica de inseminação 

intraperitoneal em éguas, primeiramente com sêmen fresco, para depois ser avaliado a sua 

eficiência com a aplicação de uma baixa dose de sêmen congelado. Foi decidido realizar as 

inseminações intraperitoneais com um maior número de espermatozóides oriundos de sêmen 

fresco, em sendo positivo os resultados, seria realizado um teste de fertilidade utilizando 

sêmen congelado. Esta decisão foi tomada em decorrência da necessidade de se eliminar o 

fator “sêmen congelado”, onde a fertilidade é sabidamente variável. Coutinho da Silva et al. 

(2004), constataram que a taxa de prenhez em éguas é significativamente menor quando se 

realiza a inseminação no oviduto com sêmen congelado, quando comparada com sêmen 

fresco. Não foi observada prenhez com a uitilização da inseminação intraperitoneal (IAIP) em 

éguas com 100x106 espermatozóides oriundos de sêmen fresco. 

 Quando foram lavados os ovidutos das éguas inseminadas por inseminação 

artificial intraperitoneal, não foi recuperado espermatozóide em nenhum oviduto. Entretanto, 

Mroueh et al. (1966) recuperaram espermatozóides do oviduto de coelhas após a IAIP. 

Vanden Boch et al. (1974), também recuperaram espermatozóides nos ovidutos de coelhas 

após a IAIP com 200x106 espermatozóides de sêmen de boa qualidade. 

 Van Pelt (1970), mostrou que a técnica de IAIP é eficiente em primatas e é uma 

técnica utilizada na medicina humana para o tratamento de casais com problemas de 

fertilidade (Hovatta et al., 1990; Evans et al., 1991). 

 Uma das preocupações com a realização da IAIP é a reação inflamatória que esta 

técnica poderia causar na cavidade abdominal, pelo fato do sêmen ser depositado nesta 

cavidade sobre o ovário, bem como o desenvolvimento de uma resposta imune, levando a 

uma produção de anticorpos contra espermatozóides, como já foi demonstrado em humanos 

por Critser et al. (1989), Livi et al. (1990) e Crosignani et al. (1991). 

 Como a maioria das mulheres que são inseminadas por IAIP, associam um 

tratamento superovulatório à aplicação desta técnica, fica difícil estabelecer qual a 



 117

responsabilidade de cada biotecnologia utilizada, na obtenção da gestação. Porém, Ragni et al. 

(1990) obtiveram gestação em uma mulher, após a IAIP em ciclo não superovulado. 

 Foi demonstrado por Hovatta et al. (1990) e Turhan et al. (1992) que a IAIP tem 

um resultado favorável para solucionar problemas de fertilidade em humanos, contradizendo 

os resultados de Campos-Liete et al. (1992), que não constataram efeito benéfico da utilização 

da IAIP , bem como Tiemessen et al. (1997) que observaram que a inseminação intrauterina 

foi mais eficiente no tratamento de casais com problemas de fertilidade. 

 Diferente dos resultados obtidos neste trabalho, López-Gatius (1995) conseguiram 

prenhez em vacas através da IAIP. Ao realizar um teste de fertilidade em vacas com 

problemas reprodutivos, este autor não observou diferença entre o tratamento realizado com 

inseminação intra-uterina (20,6%) e o tratamento com IAIP (14,6%). 

López-Gatius & Yániz (2000) demonstraram que em vacas existe um transporte 

espermático passivo da cavidade abdominal para o trato genital feminino, sendo encontrados 

espermatozóides até mesmo no muco cervical após a IAIP. 

Conforme Yániz et al. (2002) o momento ideal para realizar a IAIP varia estre as 

espécies de acordo com a capacitação, transporte espermático e momento da ovulação. 

Portanto, foi decidido que as IAIP seriam realizadas muito próximo da ovulação (pré-

ovulação), quando o folículo apresentava alta flutuação e uma imagem ultra-sonográfica 

condizente à imagem de um folículo próximo da ovulação, quando o mesmo perde a forma 

arredondada, com intuito de facilitar a penetração dos espermatozóides no oviduto através da 

fímbria. 

 Como não foi observado prenhez após as inseminações intraperitoneais com 

sêmen fresco e não foi detectado a presença de espermatozóides no lavado do oviduto das 

éguas inseminadas por inseminação intraperitoneal (no experimento 2), acredita-se que os 

espermatozóides não penetram no oviduto após a IAIP e este fato pode ser decorrente da 

posição anatômica da fímbria, sobre a fossa de ovulação, no momento em que foram 

realizadas as inseminações, que foram bem próximas da ovulação. 

 Embora não tenha sido obtido prenhez após as IAIP, esta técnica é segura e de 

fácil aplicação no campo. Porém, mais estudos se fazem necessários para determinar quais os 

fatores responsáveis pelo insucesso desta técnica em eqüinos.  

 Em humanos a inseminação artificial intrafolicular (IAIF) também é uma técnica 

utilizada para o tratamento de casais com problemas de fertilidade (Lucena et al., 1991). 

Porém, não existe relatos de obtenção de prenhez em éguas com a utilização desta técnica. 

Portanto, foi decidido avaliar a eficiência desta técnica, utilizando baixa dose de sêmen 
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congelado de garanhões, baseado na hipótese que os espermatozóides depositados dentro do 

folículo poderiam migrar para o oviduto no momento da ovulação. 

 Antes de iniciar o teste de fertilidade da IAIF, foi desenvolvido o experimento 1 

deste trabalho, para avaliar a viabilidade do sêmen congelado de garanhões após a diluição em 

fluido folicular. Depois de constatado que até três horas após a diluição, o fluido folicular não 

exercia efeitos deletérios sobre a viabilidade espermática, determinou-se a realização do teste 

de fertilidade com a IAIF, em que as inseminações eram realizadas o mais próximo possível 

da ovulação, pois em uma fase pré-experimental, onde foram realizados treinamentos 

técnicos, observou-se que quando as éguas eram inseminadas por IAIF, muito tempo antes da 

ovulação, 24 horas após a aplicação de hCG, a IAIF induzia a luteinização do folículo, não 

ocorrendo ovulação.  

 Não foi observado prenhez no grupo em que as éguas foram inseminadas por 

IAIF, resultado igual ao de Meinjtes et al. (2001), que também não conseguiram prenhez 

inseminado éguas com IAIF. Entretanto, Zbella et al. (1992) obtiveram gestação em uma 

mulher com o uso da IAIF no tratamento de um casal com problemas de fertilidade de origem 

masculina. Contudo, de acordo com Nuojua-Huttunen et al. (1995) a IAIF mostrou-se 

ineficiente para o tratamento de casais com problemas de fertilidade quando comparada com 

outras técnicas. De acordo com Yao et al. (1996), o hFF inibe a ligação dos espermatozóides 

com a zona pelúcida e este pode ser um dos fatores envolvidos no insucesso da técnica de 

IAIF. 

 Quando foram realizadas inseminações intrafoliculares in vitro, em folículos pré 

ovulatórios recuperados no abatedouro, para avaliação da taxa de recuperação de 

espermatozóides três horas após a deposição do sêmen no interior do folículo, observou-se 

que através do orifício formado pela agulha no momento da inseminação ocorre um grande 

extravasamento de líquido folicular em um período de três horas e com isto acredita-se que 

ocorra uma perda de espermatozóides na cavidade peritoneal, reduzindo o número de 

espermatozóides dentro do folículo. Quando recuperou-se o fluido folicular que persistiu 

dentro do folículo três horas após a inseminação, foi observado que o volume de líquido que 

permaneceu dentro do folículo era muito inferior ao esperado e a taxa de recuperação de 

espermatozóides foi de apenas 24,13%. Estes resultados podem, em parte, explicar o baixo 

resultado obtido in vivo, com a utilização da inseminação artificial intrafolicular, em 

conseqüência da presença de um número reduzido de espermatozóides disponíveis para 

fertilização. 
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O volume de líquido folicular em um folículo pré ovulatório de éguas é de 

aproximadamente 50 mL e apenas uma pequena porcentagem deste volume penetra na tuba 

uterina após a ovulação, sendo o restante liberado na cavidade abdominal, como demonstrado 

por Nambo et al. (2002). Como grande parte do líquido folicular é liberado na cavidade 

abdominal, após a ovulação, grande parte dos espermatozóides depositados no folículo pré-

ovulatório de éguas, após a inseminação artificial intrafolicular também é perdido na cavidade 

abdominal, diminuindo assim o número de espermatozóides disponíveis para a fertilização no 

oviduto, após a ovulação. 

 A utilização de um elevado número de espermatozóides para a realização da IAIF, 

poderia contornar um dos fatores que pode estar envolvido no insucesso desta técnica, que é a 

presença de um número insuficiente de espermatozóides no oviduto após a ovulação das 

éguas inseminadas por IAIF, em conseqüência da perda de fluido folicular e sêmen, para 

cavidade peritoneal, através do orifício formado na parede do folículo no momento da 

inseminação, bem como a liberação de fluido folicular e sêmen nesta cavidade no momento 

da ovulação. 

 Com intuito de esclarecer o motivo do insucesso da IAIF, foi realizado o 

experimento 5, onde avaliou-se o efeito da presença de espermatozóides dentro do folículo 

sobre a fertilidade de éguas inseminadas convencionalmente com sêmen fresco. Observou-se 

que as éguas que foram inseminadas concomitantemente com 20x106 espermatozóides por 

IAIF e com 500x106 espermatozóides no corpo do útero apresentaram uma taxa de prenhez de 

50%, mostrando que a presença dos espermatozóides no folículo não inviabiliza o oócito. 

Entretanto, a porcentagem de prenhez do grupo controle, em que as éguas foram inseminadas 

somente com 500x106 espermatozóides no corpo do útero, foi de 83,33%.  

Embora não tenhamos observado diferença estatística entre os grupos, existiu uma 

diferença numérica evidente entre a porcentagem de prenhez do grupo controle e do grupo em 

que realizou-se IAIF e IACU ao mesmo tempo. Este resultado sugere que apesar da presença 

de espermatozóides no folículo não inviabilizarem o oócito, algum fator interferiu quando da 

utilização da IAIF levando a uma redução na fertilidade. Os resultados deste experimento 

estão, em parte, de acordo com os resultados obtidos por Eilts et al. (2002), que observaram 

que a IAIF interferiu negativamente no estabelecimento de prenhez em éguas e estes autores 

acreditam que algum componente da célula espermática inibe a ovulação ou maturação 

normal do oócito. 

Com objetivo de elucidar o motivo do insucesso da IAIF em eqüinos, Parlevliet et 

al. (2004) desenvolveram um experimento onde avaliaram a porcentagem de recuperação de 
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espermatozóides, aspirando os folículos 4 horas após a IAIF e avaliaram também neste 

trabalho a viabilidade dos espermatozóides recuperados. A taxa de recuperação de 

espermatozóides foi muito baixa, sendo de 0,53% para as inseminações com 50x106 

espermatozóides e de 9,02% para as inseminações com 500x106 espermatozóides, semelhante 

ao resultado que obtivemos quando avaliamos in vitro, a recuperação de espermatozóides de 

folículos inseminados. De nove amostras avaliadas estes autores encontraram 

espermatozóides vivos em apenas 5 amostras e concluíram que o ambiente intrafolicular é 

desfavorável para a viabilidade espermática. 

Embora não tenha sido obtido prenhez após a IAIF, esta técnica é segura e de fácil 

aplicação no campo. Porém, mais estudos se fazem necessários para determinar os motivos do 

insucesso desta técnica que ainda não estão bem esclarecidos, mas acredita-se que se deve a 

uma interação de vários fatores como a perda de espermatozóides na cavidade peritoneal 

através do orifício realizado na parede do folículo durante a inseminação, a perda de 

espermatozóides na cavidade peritoneal, juntamente com grande parte do fluido folicular no 

momento da ovulação e um efeito deletério da presença de espermatozóides no folículo sobre 

a viabilidade do oócito. 

Como na inseminação intraperitoneal, uma grande preocupação na realização da 

inseminação intrafolicular é a reação inflamatória que estas técnicas poderiam causar na 

cavidade peritoneal, pois com a aplicação destas técnicas são depositados, na cavidade 

peritoneal, espermatozóides, componentes do meio diluente e até mesmo bactérias. Devido a 

esta preocupação, foram realizadas análises laboratoriais do líquido peritoneal de éguas que 

foram inseminadas por IAIP e IAIF, antes e 6 horas após as inseminações, com objetivo de 

avaliar se as mesmas causariam uma resposta inflamatória na cavidade peritoneal, com 

comprometimento da saúde animal. 

Ao avaliar a resposta inflamatória após a IAIP, observou-se que esta técnica de 

inseminação causa uma resposta inflamatória leve a moderada, onde de todos os parâmetros 

avaliados na análise do líquido peritoneal, somente a porcentagem de linfócitos e eosinófilos, 

a concentração de glicose e a presença de sangue não diferiram estatisticamente entre as 

amostras coletadas antes e 6 horas após as inseminações. 

Constatou-se que a IAIF também causa uma reação inflamatória leve na cavidade 

peritoneal e este fato reforça a hipótese da presença de sêmen nesta cavidade após a IAIF, 

podendo este fato ser decorrente do extravasamento de fluido folicular através do orifício 

formado na parede do folículo ou até mesmo no momento da ovulação. 
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Ao comparar as amostras coletadas 6 horas após as inseminações intrafoliculares 

com as amostras coletadas 6 horas após as inseminações intrafoliculares, não foi observado 

diferença estatística entre as técnicas de inseminação utilizadas, em nenhum dos parâmetros 

avaliados, mostrando que a intensidade de reação inflamatória causada na cavidade peritoneal 

é semelhante entre as técnicas e não causa prejuízos para a saúde animal, pois nenhuma égua 

apresentou alterações clínicas compatíveis com peritonite, o que indica ser leve e passageiro o 

processo inflamatório. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados do presente trabalho, nas condições em que foi realizado, nos permitiram 

concluir que: 

 

1. O fluido folicular não induz alterações na estrutura e função dos espermatozóides 

oriundos de sêmen congelado de eqüinos. 

 

2. As técnicas de inseminação na extremidade do corno uterino e histeroscópica, 

mostraram-se mais eficientes do que a inseminação no corpo do útero, com a 

utilização de um número reduzido de espermatozóides de garanhões, demonstrando 

que as técnicas em que os espermatozóides são depositados mais próximo do sítio de 

fertilização, são adequadas.  

 

3. A população de espermatozóides encontrada nos ovidutos das éguas inseminadas no 

corpo do útero, com 500x106 espermatozóides móveis oriundos de sêmen congelado, é 

semelhante à população espermática dos ovidutos das éguas inseminadas na 

extremidade do corno uterino e por histeroscopia, utilizando apenas 20x106 

espermatozóides móveis oriundos de sêmen criopreservado. 

 

4. A habilidade de atingir o oviduto varia entre sêmen fresco e congelado do mesmo 

indivíduo e também entre sêmen congelado de diferentes garanhões. 

 

5. O fato de não termos encontrado espermatozóides nos ovidutos de éguas inseminadas 

através de inseminação intraperitoneal, associado à não obtenção de prenhez, 

demonstram claramente que os espermatozóides não estão atingindo o oviduto após a 

utilização desta técnica. 
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6. A técnica de inseminação intrafolicular não foi eficiente na obtenção de fertilização, 

podendo este fato ser explicado pela redução do número de espermatozóides 

disponíveis para fertilização, devido ao extravasamento de fluido folicular, através do 

orifício causado na parede do folículo no momento da inseminação intrafolicular e um 

possível efeito da presença de espermatozóides dentro do folículo pré-ovulatório, 

sobre a viabilidade do oócito. 

 

7. As técnicas de inseminação intraperitoneal e inseminação intrafolicular causam uma 

leve reação inflamatória na cavidade peritoneal. Entretanto, estas técnicas são seguras 

e de fácil aplicação no campo. Devido ao insucesso das mesmas, mais estudos se 

fazem necessários para determinar os fatores responsáveis por este insucesso. 
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ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to evaluated the viability, in vitro, of stallion 

frozen semen after dilution in mare’s pre-ovulatory follicular fluid; assess sperm population in 

mares’s oviduct using differents artificial insemination techinics; verify the fertility of of 

differents artificial insemination techinics in mares with low sperm number; assess if mares 

develop an inflamatory reaction in the peritoneal cavity after intraperitoneal and intrafollicular 

insemination and to verify if the presence of sperm in pre-ovulatory follicle could interfere on 

oocyte fertilization capacity. 

   In experiment 1, frozen-thawed semen viability was evaluated without dilution 

(GI) and after dilution with Kenney or Mare’s pre-ovulatory follicular fluid. The percentage 

of sperm with plasmatic membrane integrity was not different between the groups (p>0,05). 

No statistical difference (p>0,05) was observed between the groups in percentage of live 

sperm with intact acrosome. Total motility (MT) was significantly lower (p<0,05) in follicular 

fluid group (GIII) just in the first moment (T0). Progressive motility was significantly higher 

(p<0,05) in group diluted with Kenney (GII) than the other groups in T0 and 3 hours after 

(T3). Average path velocity (VAP) was significantly higher (p<0,05) in GIII than GI in 

moments T0, T1 and T2. Straight line velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL) and Beat 

cross frequence (BCF) were significantly lower (p<0,05) in GI in moments T0, T1 and T2, 

when compared with GIII. No statistical difference (p>0,05) were observed in amplitud of 

lateral head (ALH), straightness (STR) and percentage of sperm with linear (LIN) and rapid 

(RAP) movement between GI and GIII in any moment. In T3 no statistical difference was 

observed (p>0,05) between all groups in any motility parameters analyzed. 

 In experiment 2, sperm population in the oviduct was evaluated, after artificial 

insemination with stallion fresh and frozen semen, using techinics insemination in uterine 

body (IACU), in the tip of the uterine horn (IAPC), hysteroscopy (IAH) and intraperitonel 

(IAIP). Mares were slaughter 12 hours after insemination to flush the oviducts. After 

insemination with stallion A frozen semen, the percentage of oviducts that were find 

spermatozoa (average of sperm number found per oviduct) in groups GIA (IACU; 20x106), 

GIB (IAPC; 20x106), GIC (IAH; 20x106), GID (IACU; 500x106) were respectively zero (0%), 

40% (4500), 25% (2500), 25% (1250), no statistical difference was observed between the 

groups (p>0,05). After inseminations with stallion B fresh semen, the percentage of oviducts 

that were find spermatozoa (average of sperm number found per oviduct) in groups GIIA 

(IACU; 20x106), GIIB (IAPC; 20x106), GIIC (IAH; 20x106), GIID (IACU; 500x106) and 
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GIIE (IAIP; 100x106) were respectively zero (0%), 40% (1000), 50% (1850), 80% (7750) and 

zero (0%). The percentage of oviducts with spermatozoa in GIIA was not statistical different 

(p>0,05) of GIIB and GIIE. However, was lower (p<0,05) than GIIC and GIID. The average 

of sperm number found per oviduct was significantly higher (p<0,05) in GIID than the other 

groups. After inseminations with stallion B frozen semen no spermatozoa was find in any 

oviduct of any following groups GIIIA (IACU; 20x106), GIIIB (IAPC; 20x106), GIIIC (IAH; 

20x106), GIIID (IACU; 500x106). The, in vitro, sperm recovered rate after  deposition of 

20x106 spermatozoa in mare’s pre-ovulatory follicle was in average 4,827x106, representing 

just 24,13% of total sperm number deposited in follicles. 

 No pregnacy was observed in the groups of mares inseminated by intrafollicular 

insemination (GIV; IAIF; frozen semen; 20x106) and by intraperitoneal insemination (GV; 

IAIP; fresh semen; 100x106). The pregnancy rate of GI (15%; IACU; frozen semen; 20x106) 

was not different (p>0,05) of GII (40%; IAPC; frozen semen; 20x106) and GII (45%; IAH; 

frozen semen; 20x106), also it was not different (p>0,05) of GIV and GV. The pregnancy rate 

of GII and GIII were not different (p>0,05), but they were higher (p<0,05) than GIV and GV. 

 The evaluation of the inflamatory reaction in peritoneal cavity after intraperitonal 

and intrafollicular insemination was evaluated, by peritoneal fluid analysis, colected by 

paracentesis, showed that all parameters analyzed, just the percentage of lymphocytes and 

eosinophils, glucose concentration and the presence of blood cels didn’t differ (p>0,05) 

significantly between moment T0 (before insemonation; GIP0) and 6 hour after 

intraperitoneal inseminations (GIP6). When we analyzed the inflamatory reaction after 

intrafollicular insemination, we observed that just the percentage of lymphocytes and 

eosinophils didn’t differ significantly (p>0,05) between moment T0 (GIF0) and 6 hours after 

intrafollicular insemination (GIF6). No statistical difference was observed (p>0,05) in any 

analyzed parameters between GIP6 and GIF6. When we verify the inflamatory reaction after 

the first paracentesis, without inseminations (GC0 x GC6), and the inflamatory reaction after 

the first paracentesis and ovulation, without insemination (GCO0 x GCO6), we didn’t observe 

statistical difference (p>0,05) in any analyzed parameters. 

 In experiment 5, the pregnancy rate of GA (50%), the group that mares were 

inseminated at the same time with 20x106 spermatozoa by IAIF (stallion frozen semen) and 

500x106 spermatozoa by IACU (donkey fresh semen), was not different (p>0,05) of  GB 

(83,33%), that mares were inseminated just with 500x106 spermatozoa by IACU (donkey 

fresh semen). 
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 Based on the results of the present experiment, we can concluded that: until 3 

hours after dilution, the follicular fluid doesn’t have deleterious effect to sperm viability, the 

inseminations techinics IAPC and IAH are more efficient than IACU, when used low 

inseminant dose. IAIF and IAIP inseminations techinics were not efficient to obtain 

fertilization and the failure of IAIF techinique is not exclusivelly related with disturbs on 

oocyte viability alone, there are other factors involved. 

Keywords: Equine; frozen semen; insemination techinics; low dose; sperm transport, sperm 

viability. 
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APÊNDICE 

 

A - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, antes da 

inseminação intraperitoneal (T0). 
Animal densidade pH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1016 8 200 50 3 3350 950 53 46 0 1 

2 1010 8 1200 50 3 68750 1980 64 25 10 1 

3 1015 8 600 50 3 3000 1650 52 38 10 0 

4 1012 8 100 100 3 240 620 39 46 14 1 

5 1012 8 500 50 3 20350 3520 36 60 4 0 

6 1013 8 500 50 2 120 920 42 56 2 0 

7 1018 8 1000 50 3 600 4750 46 48 6 0 

8 1010 8 500 100 3 5800 610 33 62 5 0 

9 1022 8 1800 50 3 3270 1950 68 26 5 1 

10 1014 8 600 100 3 910 820 43 52 5 0 

11 1014 8 200 50 1 70 1470 42 53 5 0 

12 1012 8 30 0 3 630 1880 40 53 7 0 

13 1018 8 1000 100 3 9400 360 16 73 8 3 

14 1016 7,5 1000 50 3 6270 1210 48 46 6 0 

15 1016 7,5 500 100 3 3300 880 73 17 10 0 
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B - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, 6 horas após a 

inseminação intraperitoneal (T6). 

 
Animal densidade pH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1010 8 500 50 3 5350 2200 77 22 1 0 

2 1027 7,5 300 0 3 8100 63800 89 9 2 0 

3 1018 8 1200 50 3 22250 13550 86 1 13 0 

4 1014 7,5 500 50 3 1350 22750 90 9 1 0 

5 1012 8 500 50 3 51150 9240 92 5 3 0 

6 1020 7,5 1800 50 3 2640 34100 91 7 2 0 

7 1015 8 1600 50 3 1000 3300 51 39 10 0 

8 1011 8 500 50 3 99000 4290 77 17 6 0 

9 1020 7 1600 100 3 41500 26000 89 8 3 0 

10 1018 7 1400 100 3 21500 23750 91 6 3 0 

11 1018 8 1400 50 3 58500 20250 85 12 3 0 

12 1020 7,5 1800 50 3 6500 34000 96 2 2 0 

13 1024 7 2400 50 3 6750 53000 85 7 8 0 

14 1016 7,5 1200 100 3 10700 4550 75 26 2 0 

15 1023 7 500 0 3 65450 63800 91 7 2 0 
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C - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, antes da 

inseminação intrafolicular (T0). 

 
Animal densidade pH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1018 8 1200 50 3 42000 3900 63 31 6 0 

2 1010 7,5 500 100 1 5 242 24 71 5 0 

3 1010 8 500 100 3 9150 400 67 11 21 1 

4 1012 7,5 500 100 1 200 1670 61 34 5 0 

5 1010 8,5 100 300 1 69 902 55 40 5 0 

6 1012 7,5 100 100 3 1531 288 9 87 3 1 

7 1014 8 200 50 3 1040 1750 51 48 1 0 

8 1010 7,5 500 100 1 120 360 79 11 10 0 

9 1012 8 500 100 3 400 800 15 81 4 0 

10 1010 7,5 500 100 1 40 340 75 18 7 0 

11 1012 7,5 500 100 3 1700 690 62 22 18 0 

12 1016 8 500 50 1 30 2450 68 21 11 0 

13 1016 7,5 600 30 3 2350 1350 63 26 11 0 

14 1012 7,5 500 100 1 60 380 73 20 7 0 
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D - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, 6 horas após a 

inseminação intrafolicular (T6). 

 
Animal Densidade pH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1026 7 500 50 3 45500 67000 73 25 2 0 

2 1018 7 1000 50 3 2090 25630 89 11 0 0 

3 1021 7 2000 30 3 11200 47000 90 7 3 0 

4 1025 7 2800 0 3 12600 87000 91 7 2 0 

5 1020 7,5 500 50 3 3533 28350 97 3 0 0 

6 1020 8 2200 50 3 33000 19777 93 5 2 0 

7 1022 7,5 2000 50 3 147000 72000 95 3 2 0 

8 1020 7,5 1700 30 3 65000 53000 92 3 5 0 

9 1020 7,5 1800 50 3 3400 26000 96 0 4 0 

10 1010 7,5 500 100 3 1300 340 59 19 22 0 

11 1023 7 500 50 3 4800 54000 92 2 6 0 

12 1019 7 1400 30 3 10450 21340 91 8 1 0 

13 1016 7,5 1000 100 3 7920 999 78 15 7 0 

14 1014 7,5 500 100 3 7150 1100 48 40 12 0 
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E - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, no momento da 

primeira paracentese (T0) do grupo controle GC 

 
Animal densidade PH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1011 8 500 50 3 8300 1290 82 15 3 0 

2 1016 8 500 50 3 920 1460 74 21 5 0 

3 1018 8 1100 50 3 110250 1980 52 43 5 0 

4 1012 8 500 100 2 90 1200 69 30 1 0 

 

 

 

 

F - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, no momento da 

segunda paracentese (T6) do grupo controle GC 
Animal densidade PH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1012 8 800 100 3 520 750 87 9 4 0 

2 1016 7,5 500 100 2 160 1110 81 17 2 0 

3 1016 8 500 100 3 53550 11990 83 8 2 1 

4 1014 8 800 100 3 1280 970 85 14 1 0 
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G - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, no momento da 

primeira paracentese (T0) do grupo controle ovulação GCO 

 
Animal densidade PH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1016 8 500 50 3 52500 5500 55 44 1 0 

2 1012 8 500 50 3 4750 2070 50 38 12 0 

3 1014 8 500 100 3 450 2450 69 20 11 0 

 

 

 

H - Resultados individualizados de densidade, pH, concentração de proteína, concentração de 

glicose, presença de sangue oculto, número total de hemácias, número total de células 

nucleadas, porcentagem de neutrófilos, macrófagos, linfócitos e eosinófilos, no momento da 

segunda paracentese (T6) do grupo controle ovulação GCO 

 
Animal densidade PH Proteína 

(mg/dL) 

Glicose 

(mg/dL) 

Sangue 

(0-3) 

Número 

hemácias 

Número 

Células 

Neutrófilos 

(%) 

Macrófagos 

(%) 

Linfócitos 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

1 1016 8 1000 100 3 3550 6250 73 21 6 0 

2 1014 8 500 50 3 18700 4620 88 8 4 0 

3 1016 8 800 100 3 22000 2090 75 12 12 1 
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I - Avaliações das cinco partidas de sêmen congelado do garanhão A, utilizadas na parte I e 

III do experimento 2 e no experimento 3. 

 MT MP VAP VCL VSL ALH BCF STR LIN RAP FLU 

Partida 1 65 25 94,4 70,3 171,1 7,3 27,7 74 42 50 45 

Partida 2 68 24 90,9 68,1 166,9 7,5 27,1 75 42 54 53 

Partida 3 63 23 108,3 80,2 192,1 7,1 30,7 74 43 51 40 

Partida 4 60 32 94,1 76,7 161,0 5,9 35,5 81 48 48 51 

Partida 5 61 23 103,3 77,9 193,6 8,2 31,8 75 41 46 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

J - Avaliações das duas partidas de sêmen congelado do garanhão B, utilizadas na parte II do 

experimento 2. 

 MT MP VAP VCL VSL ALH BCF STR LIN RAP FLU 

Partida 1 69 20 97,7 70,5 181,7 7,9 25,6 72 40 53 52 

Partida 2 72 23 99,8 72,1 182,4 7,9 25,0 72 41 57 50 

 



 149

K – Protocolo de criopreservação de sêmen utilizado. 

 

 A colheita de sêmen dos garanhões A (raça: Árabe) e B (raça: Crioulo) foram 

realizadas com vagina artificial, o sêmen era encaminhado para o laboratório onde era 

filtrado, para retirada da porção gel do ejaculado e em seguida realizava-se a avaliação da 

concentração espermática e dos parâmetros de motilidade. 

 O sêmen era diluído na proporção de 1:1 com meio de centrifugação, a base de 

leite em pó e centrifugado por 10 minutos a 600g. O sobrenadante era descartado e o pellet 

formado ressuspendido com o meio de congelação FR4® (Nutricell Nutrientes Celulares, 

Campinas, SP) acrescido de 5% do crioprotetor Dimetil-formamida® (Sigma Chemical 

Company, ST. Louis, MO). 

 Após homogenização, o sêmen era envasado em palhetas de 0,5 ml e mantidos por 

uma hora em geladeira a 5oC. Posteriormente à refrigeração, as palhetas de sêmen eram 

mantidas por 20 minutos em vapor de nitrogênio, a 6 cm do mesmo, em caixa de isopor. Após 

este período as palhetas eram mergulhadas no nitrogênio líqüido e armazenadas em botijão de 

sêmen contendo nitrogênio líqüido. 
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