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Resumo

O estdgio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria decorreu nas
instalacbes do Centro de Reproducdo Animal de Vairdo (CRAV) pertencente ao Instituto de
Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar (ICBAS).

Durante as 16 semanas do estagio, compreendidas entre Maio e Agosto, acompanhou-se
0 maneio reprodutivo dos equinos do CRAYV e de clientes particulares, com particular énfase na
realizacdo exames ginecoldgicos com recurso sobretudo a ecografia e aplicacdo das mais
recentes  tecnologias  reprodutivas. A nivel  laboratorial,  participou-se  na
refrigeracdo/congelamento e recolha de semen do epididimo. De salientar que as datas escolhidas
para a realizacdo deste estagio coincidiram com o pico da época reprodutiva dos equinos no
nosso pais.

Além da area de reproducdo equina, foi também possivel acompanhar as intervencdes
cirtrgicas no ambito da unidade curricular de Cirurgia de Espécies Pecuarias e Equinos. Aqui,
destacam-se a realizacdo de laparotomias exploratérias em bovinos, resolucéo cirurgica de hérnia
umbilical em vitelos e resolugdo cirdrgica de laceragdo vaginal em equinos.

De igual forma e no contexto das provas de doutoramento do Dr. Luis Athayde,
acompanhou-se a realizacdo de cirurgias experimentais em ovinos.

Este relatorio tem como objectivo a descricdo das actividades desenvolvidas, com
particular relevancia para a area da reproducdo equina, atestando uma vertente pratica que
complementou de forma bastante enriquecedora os ensinamentos teéricos adquiridos durante o

Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria.
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1- Introducéo

O estagio em reproducdo equina foi realizado no Centro de Reproducdo Animal de
Vairdo (CRAV) localizado no Campus Agrério de Vairdo do Instituto de Ciéncias Biomédicas
Abel Salazar (ICBAS) no periodo compreendido entre 4 de Maio a 28 de Agosto de 2009. A
orientacdo deste estagio esteve a cargo do Dr. Paulo Cortez, tendo o Dr. Luis Athayde e o Dr.
Tiago Guimarées assumido a co-orientacao.

Durante este estagio pretendeu-se acompanhar o dia-a-dia no Centro de reproducédo
equina, desde o maneio (rufiacdo, preparacdo da égua/garanhdo para colheita de sémen e a
colheita), passando pela realizacdo de ecografias (avaliagdio do foliculo pré-ovulatorio,
diagndstico de gestacdo e deteccdo de metrites). Paralelamente, acompanhou-se a aplicacdo das
tecnologias reprodutivas usadas no centro, tais como: inseminacdo artificial (I1A) com sémen
fresco, refrigerado e congelado; “flushing” para colheita de embriGes; transferéncia embrionaria
(TE); e recolha e refrigeracdo/congelacdo de sémen do epididimo. A nivel laboratorial,
participou-se também na avaliacdo do sémen (volume, cor, motilidade e concentracdo) a ser
utilizado nas 1A e em todo o processo de congelamento do mesmo.

O facto de o estagio ter decorrido numa instalacdo universitaria, permitiu ainda
acompanhar outras actividades no &mbito da medicina veterinaria.

- Cirurgia de Espécies Pecuarias e Equinos

- Avaliacédo da qualidade do leite em exploracdes leiteiras;

- Cirurgia experimental em ovinos para testagem de novos biomateriais.

Figura I- Artrodese da articulacdo metacarpo-faléngica



1.2 - Casuistica

Aqui faz-se um breve resumo das actividades desenvolvidas na area da reproducéao

equina.

Inseminacéo Artificial (1A)

Sémen fresco 9
Sémen refrigerado 5
Sémen congelado 5

IA para recolha de embrifes

Sémen fresco 3

Sémen congelado 2

“Flushing” S

Transferéncia de embrides (TE) 4
Exame ginecologico por ecografia 791

Colheita e congelacdo de sémen do epididimo 3

Tabela I- Actividades na area da reproducéo equina

Ao longo do estagio acompanharam-se outras situacfes que, embora ndo estando
directamente relacionadas com a reproducdo equina, contribuiram para o seu enriquecimento

académico. Assim, destacam-se:

Resolucgédo cirurgica de colica por encarceramento nefro- 1
esplénico

Resolucéo cirurgica de laceracéo vaginal 1
Artrodese da articulagdo metacarpo-falangica de uma 5
burra (Fig. I)

Cirurgia experimental em ovinos (Fig. I1) 6
Resolucgédo cirurgica- hérnia umbilical em vitelos (Fig. 111) 3



Laparotomia exploratdoria em bovinos 3

Acompanhamento técnico de uma exploracao leiteira com 2

problemas de mamites

Tabela I1- Outras actividades

Cirurgia experimental

Para realizar estas cirurgias recorreu-se a ovinos que se encontravam em jejum hidrico e
alimentar por 12 e 24 horas respectivamente. Na sedacdo dos animais utilizava-se xilazina
(Rompum®) por via endovenosa (EV) na dose de 0.11 mg/KgPV. Na anestesia utilizava-se a
combinac&o tiletamina-zolazepam (Zoletil®) endovenoso na dose 6.6 mg/KgPV. A preparagdo
cirtrgica de pele era realizada com povidona iodada a 10%, ap0s a respectiva tricotomia. O
primeiro passo consistia na recolha da medula do osso iliaco com recurso a uma agulha prépria
para o efeito (Fig. 11.a). O acesso ao femur era realizado através de uma incisdo na pele e na
fascia lata, expondo-se o fémur com o afastamento craneal do musculo vastus lateralis.
Seguidamente realizava-se uma incisdo no periosteo para expor o0 0sso (Fig. 11.b). Com o recurso
a uma broca de 3,15 mm de diametro perfurava-se o 0sso até a medula, criando-se 5 defeitos
(Fig. 11.c). De seguida e ap6s centrifugacdo da medula colhida, esta era misturada com Bonelike®
(Fig. 11.d). O passo seguinte consistia no preenchimento dos defeitos, sendo que um destes ficava
vazio para servir de controlo, enquanto que os outros 4 eram preenchidos com diferentes
combinagdes & base de Bonelike® (Fig. I1.e).

Este substituto 6sseo é composto por uma mistura de hidroxiapatite e fosfato tricalcico. O
mesmo procedimento cirlrgico era realizado no membro contra-lateral. Apds a cirurgia, eram

realizadas mensalmente avalia¢des radiograficas (Fig. 11.f).



Figura Il a) Recolha de medula 6ssea do osso iliaco com pungdo ao nivel da tuberosidade coxal; b) Acesso ao
fémur; c) Defeitos 6sseos; d) Preparacdo de Bonelike® com centrifugado da medula; €) Aplicacdo de Bonelike®; f)
Radiografia do fémur no dia da cirurgia.



e

Figura Il1- Resolucdo de hérnia umbilical no ambito das aulas de Cirurgia das Espécies Pecuarias e Equinos. a)
Hérnia umbilical; b) Reducdo manual da hérnia; c) Anestesia; d) Incisdo; e) Desbridamento da pele; f)
Desbridamento de aderéncias ao omento; g) Ligadura de transfixacdo do corddo umbilical; h) Onfalite purulenta; i)

Excisdo do anel herniario; j) Aspecto ap6s excisdo do anel herniario; k) Sutura horizontal em “U”; 1) Sutura
subcuténea de aproximac&o.



2-Revisdo Bibliografica

2-1 EGUA

Em termos de ciclicidade reprodutiva, as éguas sdo poliéstricos sazonais, existindo uma
altura do ano em que a maioria das fémeas ndo apresenta actividade reprodutiva (anestro) e um
restante periodo, onde ocorrem ciclos regulares e repetidos, enquanto a égua nédo ficar gestante
(Athayde 2008). No entanto, 10 a 20% das éguas apresentam actividade ciclica durante todo o
ano (Athayde 2008; Ginther et al. 2004).

O fotoperiodo decrescente durante o Outono e o Inverno resulta num crescimento
folicular reduzido, conduzindo a um periodo anovulatério. O aumento do periodo de luz durante
a Primavera conduz a retoma do crescimento folicular e, eventualmente, a um periodo ovulatério
(Donadeu & Watson. 2006). O inicio da época reprodutiva esta assim associado a um aumento
do fotoperiodo, bem como a um aumento da temperatura e da disponibilidade de alimento. No
hemisfério norte, a época reprodutiva ocorre geralmente desde Abril até Setembro (Freedman et
al. 1979; Nagy et al. 2000). Assim, é compreensivel que a falta de actividade ovulatoria durante
o Inverno tenha consequéncias para a economia dos criadores de cavalos desejosos de cobrir as
éguas mais cedo durante o ano (Donadeu & Watson 2006).

A transicdo de Primavera representa a passagem do anestro para a fase de actividade
reprodutiva (estro/diestro). Os ovarios, até este ponto inactivos, respondem desenvolvendo novos
foliculos (Youngquist & Threlfall 2007). No entanto, os foliculos de transicdo crescem em
tamanho e em nimero mas regridem sem ovular, mesmo que atinjam tamanho pré-ovulatério (>
30 mm) (Ginther 1990).

Al-ziabi e colaboradores (2003) apresentaram um estudo em que indicavam que 0
foliculo pré-ovulatério possuia um aumento da vascularizagdo comparativamente aos foliculos
de transi¢do, sendo este facto essencial para crescimento e saude do foliculo.

Os 6rgaos envolvidos na fungdo reprodutora das éguas ndo apresentam apenas alteracées
fisiolégicas mas também sdo morfologicamente dinamicos. Os ovarios e a genitalia tubular
(oviducto, Utero, cérvix e vagina), sao funcionalmente dependentes de uma ligacdo hormonal
com o Sistema Nervoso Central (SNC). A comunicacdo hormonal entre estes 6rgdos do sistema
reprodutivo e 0 SNC ¢é essencial para que 0s eventos que ocorrem na vida reprodutiva de uma
égua sejam atempados e ritmicos (Youngquist & Threlfall 2007).

Como ja foi referido, o fotoperiodo influencia a actividade dos ovérios maioritariamente

devido a accdo da melatonina. Esta hormona € sintetizada e excretada na hipofise,



predominantemente de noite e pensa-se que actua reduzindo a sintese da hormona libertadora das
gonadotrofinas (GnRH) no hipotadlamo. No Outono, a reducdo do nimero de horas de luz,
origina uma diminuicdo de GnRH e reduz a secrecdo da hormona luteinizante (LH) e da
hormona foliculo estimulante (FSH) pela adenohipdfise. Os baixos niveis de GnRH resultam
numa secre¢do reduzida de gonadotrofinas que, por sua vez, resultam num crescimento folicular
reduzido, com um consequente periodo anovulatério (Donadeu & Watson 2007). Durante o
Inverno, a GnRH esta na sua concentracdo mais baixa, devido a diminuicdo do fotoperiodo e ao
consequente aumento da sintese de melatonina. Estes eventos sdo acompanhados por
comportamento sexual passivo por parte das éguas em anestro (Youngquist & Threlfall 2007).
No entanto, durante este periodo poderdo existir éguas que exibam comportamentos erraticos de
estro (McKinnon 2009)

Por outro lado, o aumento do fotoperiodo resulta numa diminuicdo gradual da sintese de
melatonina e aumento da secrecdo pulsatil de GnRH. A secrecdo de FSH é consequentemente
estimulada e a foliculogénese € iniciada.

Na egua, o ciclo éstrico normal dura em média 22 dias, e a dura¢do normal do estro e do
intervalo entre estros varia entre 3 a 7 dias e entre 15 a 17 dias, respectivamente (Pycock 2008).
Obviamente que um conhecimento profundo do ciclo éstrico da égua € necessario para se
elaborar um programa reprodutivo eficiente (Youngquist & Threlfall 2007).

Os eventos da ovulacdo e consequente formacdo do corpo luteo (CL), envolvem
hormonas sistémicas e locais que sinalizam a degeneracdo e a morfogénese da teca, da granulosa
e de outras células associadas ao foliculo pré-ovulatério (Samper et al. 2007).

O estradiol de origem folicular é o esteroide predominante no sangue no inicio do estro.
Nesse momento, a progesterona encontra-se em valores basais e a égua devera comegar a
evidenciar sinais comportamentais de cio quando estimulada, destacando-se a eversao do clitoris
e a miccdo frequente. Enquanto o foliculo predominante cresce e produz mais estradiol
(Youngquist & Threlfall 2007), os restantes foliculos comecam a atrofiar devido a producéo de
inibina (induzida pelo estradiol) pelas células da granulosa do foliculo dominante (Ginther 2000,
Ginther et al. 2009). Devido a influéncia do estradiol, a frequéncia dos pulsos de GnRH
aumenta, favorecendo a secrecdo de LH relativamente & FSH. A medida que a concentracio de
LH aumenta e o foliculo se aproxima da ovulacdo, as células da teca comecam a degenerar € a
producéo de estradiol comeca a decrescer mesmo antes da ovulacdo (Samper et al. 2007)

Segundo Mckinnon e Voss (1993), o diestro é o periodo durante o qual a égua ndo se
encontra receptiva ao garanhdo, e por norma comega 24 a 48h ap6s a ovulagdo. Durante esta



fase, a hormona predominante é a progesterona. Sob a influéncia da progesterona, os pulsos de
GnRH sdo pouco frequentes e a amplitude de pulso de FSH aumenta relativamente a de LH.

Como ja foi referido, a onda folicular primaria do ciclo éstrico é caracterizada por um
foliculo dominante e por vérios foliculos menores. Para se distinguir entre o foliculo em
crescimento e os restantes foliculos € necessério realizar mais do que uma ecografia (Samper et
al. 2007). A ovulagdo ocorre como resultado da resposta do foliculo dominante ao aumento da
concentracdo de LH circulante (Youngquist & Threlfall 2007). A ovulacdo é um processo
complexo que envolve uma sequéncia de eventos que conduzem a ruptura do foliculo dominante
( >30 mm) na fossa ovulatéria e a extrusdo do fluido folicular, de células da granulosa e do
complexo cumulus/ovocito.

A avaliacdo do diametro folicular é um dos principais métodos usados de forma a prever
a ovulacdo. No entanto, as variacdes do diametro folicular pré-ovulatério entre éguas podem
tornar este critério pouco rigoroso. O grau de edema uterino pode assim auxiliar, pois a
intensidade do edema tende a dissipar-se a medida que a ovulagdo se aproxima (Cuervo-Arango
& Newcombe 2008). O aumento da sensibilidade a palpacdo dos foliculos também é um bom
indicador da aproximacéo da ovulacao.

Como o desempenho reprodutivo das éguas € baixo, a terapia hormonal é importante para
assegurar a fertilidade e o correcto maneio da prenhez (Squires & McKinnon 1987). Alguns
factores do ciclo reprodutivo da égua podem contribuir para a baixa eficiéncia reprodutiva: a
ovulacdo sazonal, os ciclos erraticos durante o periodo de transicdo entre o anestro e o periodo de
ciclicidade normal e ainda a longa fase folicular necessaria para o desenvolvimento do foliculo
ovulatério. Segundo McKinnon (2009), o controlo hormonal do estro e da ovulagdo numa égua a

ciclar normalmente resulta numa resposta mais previsivel.

Manipulacgédo do ciclo éstrico

Actualmente existem trés métodos basicos de sincronizacdo do estro numa égua:

lutedlise; prolongamento da fase lutea e inducdo da ovulagdo (Samper et al 2007).

1- Lutedlise

A Prostaglandina F,, (PGF,,) é usada para terminar a fase ldtea, causando assim a lise do

CL e permitindo o regresso ao estro. Para que a prostaglandina seja eficaz na lise do CL, é

necessario que este seja “maduro”, ou seja, que apresente sensibilidade completa a
8



prostaglandina, a partir do 6° dia p6s ovulacdo. Em média, as éguas regressam ao estro 5 a 7 dias
apos a administracdo de prostaglandina e a ovulacdo ocorre passados 9 a 11 dias (Samper et al
2007). Segundo McKinnon, ap6s a administracdo de prostaglandina, as éguas regressam ao cio 2
a 5 dias depois. Ainda segundo este autor, a PGF, pode ser usada como indutor de aborto.
Originalmente o uso mais comum dado as prostaglandinas era o de inducdo do estro em éguas
com CL persistente, bem como abreviar o préprio ciclo éstrico (McKinnon 2009). Sera
conveniente referir que o uso de prostaglandinas podem levar uma contracgdo da musculatura
lisa do aparelho digestivo e de outros érgdos, tendo como consequéncia o0 surgimento de
diarreias, bem como uma hipersudorese (Mcue 2009).

2- Prolongamento da fase latea

As progesteronas exogenas sdo normalmente usadas em programas de sincronizacdo de
forma a prolongar a fase lutea (Samper et al 2007). Além disso, também podem ser utilizadas
para controlo da fase de transigéo, supressdo do comportamento de cio e maneio de gestacOes de
alto risco (Mcue 2009).

3- Inducéo da ovulagéo

Para a inducdo da owvulacdo e também para encurtar o ciclo éstrico, recorre-se
frequentemente ao uso da gonadotrofina coridnica humana (hCG). O seu uso permite prever
mais eficazmente 0 momento da ovula¢do (McKinnon 2009). A administracdo de hCG quando
se encontra presente um foliculo pré-ovulatério igual ou maior do que 35 mm numa égua em
estro, resulta, geralmente numa ovulagdo passadas 36 +/- 4 horas (Samper et al. 2007). No
entanto, a eficacia deste tratamento pode depender da fase do ciclo éstrico, do tamanho do
foliculo e do seu grau de maturacdo (Samper 2008). Quando o foliculo aumenta em tamanho
(>30 mm), vai ficando gradualmente menos denso a palpacdo e, recorrendo-se a ecografia,
observa-se que vai ficando cada vez menos circular adoptando uma forma de péra, com o Sseu
apéx voltado para a fossa de ovulacdo do ovario (Ricketts 2008).

Prever o0 momento de ovulacdo é altamente desejavel pois permite: reduzir o n° de
inseminacdes por ciclo; aumentar a precisdo da previsdo do momento da ovulagdo quando se usa

sémen congelado ou se usa sémen com pouca longevidade; diminuir o nimero de inseminacgdes



em éguas problematicas; e maximizar o uso de garanhGes com problemas de sub-fertilidade
(Samper 2001).

Desde que se provou que a hCG tem propriedades antigénicas, tem-se usado GnRH como
alternativa para a inducdo da ovulacdo. Deste modo, ndo se aconselha o uso repetido de hCG em
ciclos éstricos sucessivos (McKinnon 2009).

O objectivo da IA é a deposicdo de um adequado n° de espermatozoéides, no momento
certo no Gtero de uma égua (Samper 2008). Ap6s 0 sémen ser depositado, 0s espermatozoides
tém de ser transportados até ao oviducto, ser mantidos no trato reprodutivo da égua até que
ocorra a ovulacdo, e tém de ser capazes de fertilizar o odcito. A motilidade espermatica, as
contracgdes do miométrio e a reac¢do inflamatoria pds-inseminacdo séo factores essenciais para
0 transporte e sobrevivéncia dos espermatozdides. Aproximadamente 4 horas apdés a
inseminacao, espermatozdides com capacidade fertilizante ja se encontram presentes no oviduto
(Troedson et al. 1998).

Assim, torna-se evidente a importancia da previsdo do momento da ovulagdo pois,
sobretudo quando se insemina com sémen refrigerado ou congelado, deve ser efectuada o mais
préximo possivel do momento de ovulacdo (Samper et al 2007). Quando a IA é feita com sémen
refrigerado, é essencial que a ovulagdo ocorra nas 24 horas seguintes. Varia¢cdes individuais dos
garanhdes, diferentes diluidores e diferentes sistemas de refrigeracdo podem causar variagdes na
longevidade do sémen refrigerado ndo s6 durante o acondicionamento como no trato reprodutivo
da égua (Pycock 2008). As taxas de fertilidade utilizando sémen refrigerado apontam para uma
percentagem de gestacOes entre 60 a 90% (Loomis 2001).

Figura V- Recipientes para sémen refrigerado
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A qualidade do sémen, estado sanitario da égua e 0 seu maneio tém uma importancia fulcral
quando se recorre a A com sémen congelado. Nos programas de 1A com sémen congelado, ndo
é frequente os veterinarios poderem controlar a qualidade do sémen que recebem e, infelizmente,
verifica-se que muitas vezes a qualidade desse sémen € inferior a desejada. De forma a aumentar
as possibilidades de prenhez, um correcto maneio reprodutivo € crucial (Samper 2001). Nas IA
com sémen congelado, é imperativo o uso de um indutor de ovulacdo de forma a maximizar o
uso do sémen através da reducdo no nimero de inseminac¢des (Loomis & Squires 2005; Samper
2001).

Embora haja uma melhoria das técnicas de congelamento, cerca de 20% dos garanhdes
produzem sémen que ndo cumpre 0s requisitos minimos para ser congelado (Samper et al. 2007).

Como o sémen congelado deve manter-se viavel no tracto reprodutivo da égua por

aproximadamente 12 horas, recomenda-se inseminar num periodo compreendido entre as 12
horas antes da ovulacdo e 6 horas p6s ovulacdo de forma a ndo haver um decréscimo da
capacidade fertilizante (Samper et al. 2007). Segundo Loomis e Squires (2005), o protocolo de
inseminacdo com sémen congelado deve envolver a realizacdo de ecografias diarias durante o
estro, indugdo da ovulacdo apos ser detectado um foliculo com dimens@es iguais ou superiores a
35 mm e inseminagdo as 24 e 40 horas po6s inducdo. Usando este esquema, as éguas que
ovularem 18 a 52 horas ap6s a administracdo do indutor de ovulagcdo terdo espermatozdides
depositados no tracto reprodutivo da égua nas 12 horas que antecedem a ovulacéo ou nas 6 horas
ap6s a ovulagdo.
Quando se pretende realizar apenas uma inseminagcdo com sémen congelado, é necessario
realizar ecografias de 6 em 6 h, para que a inseminacao seja realizada 6 h ap6s a ovulagdo. Tudo
isto porque a viabilidade do sémen congelado é reduzida, e a do odcito é de 18 h (Loomis &
Squires 2005; Miller 2008).

As palhinhas com sémen congelado podem ser descongeladas de varias maneiras: com
baixas temperaturas por um periodo maior de tempo; ou com temperaturas mais altas num
espago de tempo mais curto. Geralmente as palhinhas de 0,5 ml sdo descongeladas a 37° durante
30 a 60 segundos (Samper et al. 2007).

A descongelacdo do sémen de uma maneira imprépria (muito rapido ou muito lento para
0 protocolo de congelamento usado) reduz a sua viabilidade e diminui as hipdteses de se obter
uma gestacdo (Loomis e Squires 2005). Loomis (2001) refere como maiores obstaculos ao
desenvolvimento da industria do sémen congelado: a baixa fertilidade quando comparado com
sémen refrigerado; o aumento dos custos associados com o0 maneio das éguas para A com sémen

congelado; e praticas de marketing desfavoraveis do sémen congelado (Loomis 2001).
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Segundo Samper (2008), uma égua que falhe a concepgdo através de 1A com sémen de
boa qualidade, mas consiga emprenhar recorrendo a monta natural, € um exemplo de um
inadequado maneio reprodutivo de quem realiza a 1A.

A Inseminacdo Artificial deve ser uma técnica eficaz para melhorar a utilizacdo de um

garanhdo, mantendo na mesma as taxas de prenhez nas éguas (Yates e Whitacre 1988).

2-2 GARANHAO

Com o rapido desenvolvimento da IA na inddstria equina, a avaliacdo do sémen tornou-se
numa parte essencial do conhecimento basico dos veterinarios envolvidos na reproducéo equina.

De uma forma geral, para um garanhdo ser considerado satisfatério devera: ser livre de
defeitos potencialmente hereditarios; desordens comportamentais ou doencas sexualmente
transmissiveis; ndo possuir limitacdes fisicas que interfiram com a sua habilidade de cobricéo; e
ter sémen de qualidade. Devera no minimo possuir 1,1x10° espermatozéides (spz) vivos e
morfologicamente normais no ejaculado para ser considerado como tendo uma fertilidade
adequada (Pycock 2008).

Muitos destes problemas, se diagnosticados precocemente e tratados correctamente,
resultam num regresso a fertilidade normal (Murchie 2005). A subfertilidade tem um dificil
maneio pois existem varios factores que podem estar na sua origem. Sazonalidade, idade,
nutricdo, obesidade, dinamicas de grupo e condi¢cdes ambientais podem interferir com a
reproducéo (Leblanc 2008).

Historicamente, o garanhdo é classificado como “reprodutor de dias longos”, pois a sua
capacidade reprodutiva maxima ¢ atingida durante os periodos de aumento de luz natural. Assim,
durante a Primavera e 0 Verdo, ha um aumento do tamanho e peso testicular, da producdo de
esperma, da libido e das concentracdes plasmaticas de LH, FSH, testosterona, inibina e
prolactina (Samper 2000). Assim sendo, 0 garanhdo tem um ciclo endogeno influenciado pela
luz natural (Pycock 2008). A avaliacdo dos testiculos em garanhGes jovens como exame de
compra, seguro de fertilidade no primeiro ano ou fazendo parte do “breeding soundness” é
vulgarmente requerido (Blanchard et al. 2001).

Embora o eixo hipotalamico-hipéfise do garanhdo seja estimulado pelo fotoperiodo de
uma maneira semelhante a da égua, ndo € perceptivel o porqué de os garanhfes continuarem a
sua capacidade reprodutiva durante o Inverno ao contrério do que sucede com as éguas (Samper
2000).
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A idade em que os garanhdes atingem a puberdade varia dos 12 aos 24 meses (Varner
2008). Por outro lado e segundo Samper (2001), a fertilidade dos garanhdes decresce a partir dos
15 anos.

Na fecundacdo, o espermatozoide e o odcito tém de se fundir antes de dar origem a uma
célula dipléide. Esta fusdo depende de mudancas complexas na membrana plasmatica do
espermatozdide. Quando o espermatozoide atinge o trato reprodutivo da égua, sdo activados
factores de capacitacdo que levam a uma reorientacdo das moléculas da membrana plasmatica,
permitindo que este (espermatozéide) se ligue a matriz extracelular do ovocito. Este processo
permite a penetracdo do espermatozdide na zona pelucida (Gadella et al. 2001).

A infertilidade ou a subfertilidade sdo as queixas relacionadas com a reproducdo mais
frequentes por parte dos proprietarios (Murchie 2005).

Quando a colheita de sémen € pouco frequente, alguns garanhfes tém uma reducéo
dramatica da longevidade espermatica. Para manter a qualidade do sémen num grau éptimo, é
recomendado realizar 2 a 3 colheitas por semana. Por outro lado, se as colheitas sdo feitas
diariamente, a concentracao espermatica pode baixar de forma a levar a um insuficiente niimero
de espermatozoides (Samper 2000).

O uso de vaginas artificiais para recolha de sémen permite a avaliacdo do sémen antes de
se proceder a inseminacdo (Gamboa et al. 2008).

N&o existe nenhuma avaliacdo ou parametro que isoladamente sirva para determinar o
grau de fertilidade potencial de um garanhdo, pelo que é recomendado o uso de varios testes para
avaliar uma amostra (Graham 1996; Pycock 2008). As avaliacbes de rotina devem incluir no
minimo: volume, concentracdo e uma estimativa da motilidade progressiva (Graham 1996).

Existem muitas situacdes em que o sémen deve ser avaliado, entre as quais se destacam
(Samper et al. 2007): Apo6s a recolha e antes do envio; como parte de um exame de compra;
antes de comecar a época de cobricdo; quando suspeitamos de problemas de fertilidade; e para
prever a adequabilidade do sémen ser refrigerado ou congelado.

Para ter uma ideia aproximada da qualidade de um determinado ejaculado, este deve ser

avaliado macroscopicamente e microscopicamente.

Avaliacéo do sémen

Depois do sémen ser recolhido, este deve ser filtrado (partindo do principio que isso ndo
ocorreu durante a recolha). A avaliagdo deve ser feita a olho nu para descartar variacfes de cor
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ou de aparéncia. O sémen deve ser de cor branca a “branco sujo”. Outras cores sugerem

alteracOes patoldgicas do trato reprodutivo do garanhdo (Samper et al. 2007).

Volume

O volume médio produzido por um garanhdo é bastante varidavel de individuo para
individuo e durante o ano, podendo ser afectado por varios factores. Um desses factores é o
efeito da época. Existem diferencas de até 50% entre o pico da época reprodutiva e a época nao
reprodutiva. A frequéncia das recolhas de sémen pode também diminuir o volume produzido,
pois um garanhdo que é utilizado muito frequentemente evidencia um decréscimo do volume
produzido. A idade do garanhdo também afecta o volume, aumentando este desde os 2 anos até
aos 16 anos (Samper et al. 2007). O aumento da frequéncia de recolhas de sémen pode levar a
um aumento do volume e a uma diminuigdo da concentragdo e da motilidade progressiva (Sieme
et al. 2004). Segundo Gamboa e colaboradores 2008, o volume médio nos Puro Sangue Lusitano
(PSL) é de 41,72 +/- 23,72 ml.

Motilidade

A motilidade, é provavelmente o teste mais subjectivo na avaliagdo do sémen (Rousset et
al.1987).

Segundo Robalo Silva e colaboradores (2007), nos cavalos PSL a motilidade mantém-se
praticamente inalterada em todas as estacdes do ano. A percentagem de motilidade progressiva é
calculada logo apds a recolha de sémen utilizando um microscopio 6ptico (Jasko 1992).

No entanto e segundo Brinsko e colaboradores (2004), a integridade da membrana
citoplasmatica dos espermatozdides traduz melhor a fertilidade do sémen que a prdpria
motilidade.

Uma correcta diluicdo ndo pode ser conseguida se a motilidade ndo for determinada, pois
sdo precisos 500 milhdes de espermatozdides mdveis para uma dose inseminante. De referir que
é de grande importancia que todas as superficies, que vdo entrar em contacto com o sémen,
estejam a uma temperatura aproximada de 37° pois qualquer variacdo de temperatura pode
afectar a motilidade e levar a célculos incorrectos (Samper et al. 2007). Segundo Gamboa e
colaboradores 2008, a motilidade progressiva nos PSL é de 41,60 +/- 16,58%.
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Concentracéo
A correcta avaliagdo da concentragédo dos ejaculados representa um importante parametro

pois 0 numero total de espermatozdides esta directamente relacionado com a concentracéo
espermatica e com o volume (Rigby et al. 2001).

As dimensdes testiculares (circunferéncia, altura, largura e profundidade) encontram-se
correlacionadas positivamente com a producdo espermatica diaria (DSO) (Kavak et al. 2003,
Samper et al. 2007). A qualidade do sémen é superior quando o garanhdao se encontra
sexualmente activo (Samper 2008).

Para avaliar a concentracdo podemos recorrer a um hemocitometro (cAmara de contagem)
ou a um espectrofotdbmetro (Jasko 1992). Segundo Gamboa e colaboradores 2008, a
concentracao situa-se 241,26 +/- 166,35 x10°/ml.

2-3 DOENCAS VENEREAS

Muitas bactérias comensais, incluindo a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas spp e Klebsiella spp encontram-se na parte exterior do pénis do garanhdo e ndo
sdo consideradas patogénicas, podendo ser isoladas no ejaculado (Samper & Tibary 2006).
Segundo Blanchard e colaboradores (1992), as infec¢cdes venéreas mais importantes incluem a
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e a Taylorella equigenitalis.

Segundo um estudo realizado por Ataee (2006), a realizacdo de exames microbiolégicos
demonstrou a presenca de Pseudomonas spp (3,2%) e Klebsiella spp (2,4%) no clitoris. No Utero
esses valores eram de 2,9% para 0s dois agentes.

No entanto, as alteracGes da flora normal podem originar o crescimento de bactérias
oportunistas tais como, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae que se se
encontrarem no ejaculado, podem originar reducdo da fertilidade nas éguas (Samper & Tibary
2006).

A metrite contagiosa equina (CEM) é uma doenca provocada pela Taylorella
equigenitalis. Esta doenca caracteriza-se como sendo uma infeccdo aguda com descarga
purulenta durante 2 a 3 semanas, resultando em infertilidade temporéria (Del Piero 2007). A T.
equigenitalis € um coco-bacilo Gram negativo (Carter & Davis 2007, Samper & Tibary 2006).
Os garanhdes sdo portadores assintomaticos e podem transmitir a infeccdo a maioria das éguas
que cobrem. A reac¢do inflamatoria inicia-se aproximadamente 24 horas ap6s a colonizagéo pelo
agente e atinge uma maior morbilidade aos 10/15 dias.
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Esta patologia é transmitida pelo coito, pela inseminacéo artificial ou através de vectores
mecanicos (Anénimo 2004).

Como maneio, quando surge um surto de doencas contagiosas devemos (Conboy 2005):
Isolar os animais doentes; animais que estiveram em contacto com os animais doentes nédo
devem entrar em contacto com outros animais; diagnosticar a causa da doenca 0 mais
rapidamente possivel e iniciar uma terapia adequada; limitar o movimento de equipamento e de
pessoal ao minimo indispensavel; usar equipamento descartavel e pé-dilivios com desinfectante
adequado; evitar o contacto de outros animais com as camas ou 0s dejectos dos animais
infectados; quando obrigatério, reportar o surto as entidades competentes; e notificar todos
aqueles que possam ser afectados pelo surto.

3- MATERIAIS e METODOS

Durante o estagio, propds-se avaliar as taxas de concepcao dos diferentes regimes de
inseminacdo (sémen fresco, refrigerado e congelado), bem como acompanhar o dia-a-dia do
pessoal que intervém na reproducdo equina no Campus Agrario de Vairdo do ICBAS UP.

Neste estudo foram utilizadas 11 éguas de raca Cruzada pertencentes ao ICBAS, 5 éguas
de raca PSL e 2 de raga Holstein pertencentes a clientes. Estes animais encontravam-se em pasto
numa area aproximada de 4 hectares e eram alimentadas com racdo duas vezes ao dia, feno e
agua ad libitum. Nas instalacBes existiam trés garanhGes: um residente de raca PSL, um
temporario de raca Holstein e um usado para detec¢do de cios.

Os valores obtidos nos resultados finais baseiam-se nas seguintes férmulas:

Fertilidade por Ciclo = N° de gestacdes / N° de Ciclos explorado

Percentagem de Equas gestantes = Eguas Gestantes / Eguas Totais

Taxa de Recolha de Embrides = Eguas Inseminadas / Eguas com Flushing positivo

Taxa de Gestacéo (aos 15 dias) = N° Equas Receptoras Gestantes/ N° Eguas Receptoras

Todas as éguas novas que chegavam eram avaliadas ecograficamente, testado o cio e
rastreadas para doencas venéreas através de um exame microbioldgico do clitoris (Taylorella
equigenitalis). Se surgissem éguas positivas, estas seriam colocadas em isolamento e tratadas
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com lavagens uterinas, podendo também ser administrado 1 mg de ceftiotur (Excenel®). Seriam
realizadas duas lavagens diarias num maximo até dois dias pos ovulacdo. No caso de se utilizar
ceftiotur seria administrada oxitocina 6 horas apés o tratamento. Se so se realizassem as lavagens
uterinas, a oxitocina era administrada imediatamente apds o tratamento. SO reentrariam no
maneio reprodutivo apds 3 microbiologias uterinas negativas. De referir que ndo surgiu nenhum
caso positivo.

Figura V- Zaragatoa para despiste de T. Figura VI- Componentes para lavagem uterina
equigenitalis

Figura VII- Descarga purulenta

As segundas, quartas e sextas-feiras todas as éguas eram rufiadas com um garanh&o
designado para o efeito. As éguas eram levadas ao garanhdo individualmente de forma a
observar os sinais de cio (interesse no garanh&o; urinar frequentemente; eversédo vulvar; elevagédo
da cauda e abaixamento da garupa) ou auséncia destes. Todos os dados eram posteriormente
registados. As éguas eram apresentadas ao garanhao primeiro face a face, e depois apresentando-
Ihe a garupa. Muitas vezes as éguas apresentavam sinais de cio com comportamentos agressivos,
0 que poderia indicar que estariam a entrar ou a sair do estro. Como regra bastava apresentarem
trés sinais de cio para se considerarem em estro, desde que ndo se mostrassem agressivas.
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Figura VIII- Rufiacdo

As éguas que se encontrassem em cio eram submetidas diariamente a uma palpacéo rectal
e a um exame ecografico até a ovulacdo. O seu diametro folicular era definido pela média entre o
maior diametro e uma linha perpendicular a esta. Durante o periodo do estagio realizamos 791
ecografias, o que resulta numa média 50 por semana.

No seguimento deste controlo ecogréfico, avaliava-se diariamente a evolugdo do diametro
folicular e, quando este atingisse um valor igual ou superior a 35 mm, era administrado hCG
(Chorulon® 1500 U.I., i.v, Intervet) para induzir a ovulacéo.

No caso de na avaliacdo ecogréfica ser detectado a presenca de liquido, era administrado
oxitocina (Placentol® 3ml i.v.). Nos casos mais cronicos, eram realizadas lavagens uterinas com
ou sem administracdo de antibidtico. Nestes casos, era norma proceder-se a uma citologia e

microbiologia uterina.
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Figura IX- Imagem ecografica de um foliculo pré-ovulatorio
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Quando se recorria ao sémen fresco, a hCG era administrada aquando da IA. No caso de
se utilizar sémen refrigerado, a hCG era administrada 24 h antes da chegada do sémen. De notar
que nas IAs com sémen refrigerado é essencial ter a confirmacdo da data de chegada do sémen
de forma a ndo perder uma ovulacdo. Quando se utilizava sémen congelado, a hCG era
administrada nas mesmas condicGes, mas a | A apenas ocorria apds a ovulacgao.

Periodicamente ou quando era necessario sémen para inseminar as éguas, procedia-se a
sua colheita. Para isso utilizava-se uma égua “manequim” em estro previamente lavada com
Betadine® solugdo espuma (Zona perineal e perivulvar) e contida com peias. Este processo era
realizado na sala de recolha, imediatamente contigua ao laboratério. O pénis do garanhdo era
lavado com agua fria e toalhetes de papel. Primeiro deixava-se que o garanhdo mostrasse 0 seu

interesse pela égua e, s6 depois de ter o pénis erecto, lhe era permitido o salto.

Figura X- Preparacdo da égua para Figura XI- Recolha de sémen
recolha de sémen

Na recolha era usual a utilizacdo de uma vagina artificial do modelo Missouri, onde era
introduzida 4gua quente de forma a que se atingisse uma temperatura de 45 a 50°, simulando
assim o interior da vagina da égua. Como curiosidade realgamos a presenca nas instalacdes, de
um garanhdo que necessitava de temperaturas substancialmente mais altas (60°) para poder
ejacular.

Apobs a recolha, era retirado o filtro com a fraccdo de gel e o copo de recolha era
introduzido no banho Maria ou entdo sobre a placa de aquecimento de laminas e lamelas. De
seguida era anotado o volume recolhido e a cor.
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Figura XII- Vagina artificial de modelo Figura XI1I- Filtro de sémen
“Missouri”

Apds a remogdo do filtro, procedia-se & avaliagdo do semen. A motilidade era calculada
em termos percentuais apos a visualizacdo da lamina. Para isso, colocava-se uma gota de sémen
numa lamina que era coberta por uma lamela, sendo ambas previamente aquecidas. O conjunto
lamina-lamela era depois observado ao microscopio, avaliando-se a motilidade em termos
percentuais (0 a 100%). Como motilidade progressiva entende-se a percentagem de
espermatozdides moveis e que se desloquem progressivamente na mesma direcgdo pelo campo
de observacdo. Para se obter um valor relativo a concentracdo colocava-se um pouco de sémen

no espectrofotémetro.

Figura XIV- Camara de fluxo laminar, lupa Figura XV- Espectofotdmetro
e placa térmica

De seguida, o sémen era utilizado para IA ou entdo procedia-se a sua refrigeracdo ou
congelacdo. A refrigeracéo era realizada com a adigdo de um “extender” de refrigeragéo de modo
a que a concentracdo final fosse de 50 milhGes de spz por ml. De seguida era colocada num
recipiente especifico a temperatura de 4°C. Em relacdo a congelacdo existem varios tipos de

protocolos, sendo que o que utilizamos se encontra descrito no anexo.
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Figura XV1- Preparacéo das palhetas para Figura XVI1I- Recipiente de nitrogénio
sémen congelado

Durante o estagio, também se realizaram algumas colheitas de embrides, transferéncias e
vitrificagdo dos mesmos seguindo o protocolo proposto por Carnevale 2006. No entanto, as
transferéncias ndo obtiveram os resultados pretendidos.

Figura XVI111- “Flushing” uterino

Figura XX- Embriéo
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4- RESULTADOS

Inseminagdes Artificiais

Nestes resultados foram incluidas as éguas inseminadas entre 4 de Maio e 30 de Agosto,
sendo o seu diagndstico de gestacao realizado 12 a 14 dias apds ovulacgdo e, repetido aos 30 dias

apds ovulacéo.

Sémen fresco Sémen refrigerado Sémen congelado
N.° de éguas 9 5 5
inseminadas
N.° de IAs 13 6 7
N.° de gestacOes 9 2 2
confirmadas
Fertilidade por ciclo 0,76 0,33 0,28
Percentagem (%) de
gestacdes no final da 78% 16% 28%

época
Tabela I11- Resultados (1As) em 18 éguas

Transferéncia de embrides (TE)

Nestes resultados foram incluidas as éguas inseminadas para posterior recolha de
embribes, bem como as éguas receptoras e a sua taxa de gestacao aos 15 dias.
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Sémen fresco Sémen congelado

N.° de IAs para recolha de 3 2
embrides*
Taxa de recolha (%) 100% 50%
Taxa de gestacdo aos 15 dias 0% 0%

* Algumas éguas foram inseminadas repetidamente de forma a proceder-se a recolha de embrifes. Outras éguas
foram inseminadas com sémen fresco e congelado no mesmo ciclo.
Tabela IV- Resultados (TE) em 4 éguas

5- DISCUSSAO

Para se poder fazer uma correcta avaliagdo dos resultados da época reprodutiva no
Campus experimental de Vairdo, temos de considerar 2 parametros: fertilidade por ciclo e
percentagem de gestacdes aos 15 dias. De referir que algumas éguas foram inseminadas com
diferentes modalidades de sémen (fresco, refrigerado e congelado) em diferentes ciclos. Estes
resultados referem-se apenas ao periodo do estagio, ndo podendo assim ser extrapolados valores
concretos da época reprodutiva no Campus Agrario de Vairdo.

Segundo Samper (2001) a fertilidade por ciclo com sémen congelado varia entre 30 a
40%. Os resultados obtidos neste estudo (28%), foram ligeiramente inferiores. No entanto,
devido a reduzida casuistica ndo se pode extrapolar qualquer concluséo definitiva.

Segundo Sieme e colaboradores (2004) a percentagem média de gestacdes utilizando
sémen refrigerado é de 56,5%. Os resultados obtidos utilizando sémen refrigerado (33%) foram
consideravelmente inferiores aos referenciados por estes investigadores (56,5%). Para isso tera
contribuido, além da menor casuistica, a qualidade do sémen, uma vez que esta se encontrava
longe de ser a ideal pois algumas doses apresentavam motilidade progressiva na ordem dos 10%.
Se estes célculos fossem realizados retirando duas éguas PSL de 3 anos que ndo ficaram
gestantes e uma égua cruzada com mais de 25 anos, os valores obtidos seriam aproximadamente
de 66 %.

Segundo informacdes ndo oficiais recolhidas durante a presente época reprodutiva, ndo
tivemos conhecimento que alguma égua fora do CRAV tivesse ficado gestante utilizando o

mesmo seémen refrigerado. SupGem-se que o processo de refrigeracdo de origem externa ao
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CRAV ndo teréa sido o ideal, uma vez que esse mesmo sémen em estado fresco apresentava taxas
de fertilidade normais.

A fertilidade por ciclo com sémen fresco situou-se nos 76 %, o que pode ser considerado
satisfatério pois nesta modalidade entraram algumas éguas consideradas problematicas. Sao
assim denominadas porque sdo éguas velhas, com varios problemas articulares e sem histdria de
gestacdes prévias. Nestes animais, foram realizadas bidpsias do Gtero. De referir, a presenca nas
instalagdes de um garanhdo que possui um sémen que levou a uma taxa de gestacfes muito
préxima dos 100%. Este é um caso evidente de que o efeito “garanhdo dependente” influencia
enormemente as taxas de fertilidade de uma exploragéo.

As taxas de recolha de embrides apresentaram também valores satisfatorios, uma vez que
as recolhas com sémen fresco atingiram os 100%, enquanto que as recolhas com sémen
congelado atingiram os 50%. Assim, é facil perceber que se estes dados fossem calculados em
conjunto com as taxas de fertilidade por ciclo, estes apresentariam valores superiores.

Os resultados mais decepcionantes foram os das taxas de gestacdo apos transferéncia
embrionéria, onde ndo se conseguiu nenhum sucesso. No entanto e mais uma vez, a pouca

casuistica e a utilizacdo de éguas virgens ndo permite retirar muitas conclusdes.
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Anexos

CONGELACAO DE SEMEN DE GARANHAO

-Ap6s a colheita do sémen registar o volume, motilidade, concentracdo (spermacue ou
hemacitometro )

-Lamina para morfologia ( Diff-quick )

-Dois a cinco minutos apds a colheita diluir o sémen com o meio de centrifugacdo (diluente 1)
(1:2).

-Centrifugar em tubos de 50 ml (900 x g durante 15 minutos). Nunca mais de 25 ml por tubo
para minimizar as perdas de sémen.

-Preparar as palhinhas -nome do garanhdo, laboratdrio, data.

-N° de palhinhas =(Concentracéo total de sémen x 70% de taxa de recolha x % motilidade) / 200
x 10 por palhinha (0,5ml).

-Ap0s centrifugar, retirar o sobrenadante com uma pipeta Pasteur estéril e ressuspender com o
meio de congelagéo (diluente 2), (volume diluente 2 = N° palhinhas x 2), toda a amostra para um
tubo. Cuidado para ndo diluir a amostra.

-Preparar caixa com gelo ou acumuladores de frio, colocar o suporte das palhinhas (4 cm de
altura).

-Encher as palhinhas, deixando uma coluna de ar (+/- 1 cm), e tapar com esferas metélicas a
outra extremidade. Colocar as palhinhas no suporte, deixando um espaco entre elas.

-Encher caixa com azoto liquido (pelo menos 6 cm de altura). Colocar o suporte com as
palhinhas durante 20 minutos e depois mergulha-las no azoto.

-Transferir as palhinhas para um goblet e depois para o contentor de armazenamento.

DESCONGELAR AS PALHINHAS

-Em banho Maria a 37°C mergulhar as palhinhas durante 1 minuto. Secar as palhinhas com
papel. Observar a motilidade ao microscopio.
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PREPARACAO DE SOLUCOES

MERK EXTENDER

Diluente 1:

D-Glicose 60.00 g

Citrato trisodio dihidratado 3.70 ¢
EDTA sédio 3.70 g

Bicarbonato de sodio 1.20 g
Sulfato de gentamicina 0.25 g

Agua desionizada até 1000 ml

Filtrar com filtro de copo 0.2 pm

Diluente 2:

Diluente 1

Solucéo de lactose (11 % peso/volume) 50 ml

Gema de ovo 20 ml
Glicerol 5 ml
Equex SMT 0.25 ml

25 ml
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