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RESUMO
Principais fatores que afetam a fertilidade nhum programa de inseminacao

artificial em éguas de Puro Sangue Lusitano. Estudo retrospetivo (2016-2023).

Neste trabalho, estudaram-se diversos fatores que podem afetar a fertilidade num
programa de IA, nomeadamente: ano, més de IA, idade da égua, tipo de cio, estado
reprodutivo, lado e tipo de ovulacdo, edema pré e pos IA, presenca de endometrite,
consanguinidade na égua e no garanhdo, tipo de sémen, efeito do garanh&o e a motilidade

do sémen.

A fertilidade foi calculada com base em duas formulas (ciclo e época). O més da
IA teve um efeito importante na fertilidade, ao ciclo (p=0,015) e por época (p< 0,001),
assim como o tipo de cio, (p< 0,001) e (p=0,009), respetivamente por ciclo e por época.
A idade da égua teve um efeito importante avaliada a época (p<0,001). Quando avaliada
ao ciclo, os seguintes fatores apresentaram efeito importante: lado e tipo de ovulacéo,
presenca de endometrite e consanguinidade, todos com (p=0,003); efeito do garanhao
(p<0,001) e o tipo de sémen (p=0,007).

Palavras chave: Fertilidade; Reproducdo; Egua; Puro Sangue Lusitano;

Inseminacao Artificial,



ABSTRACT
Main Factors Affecting Fertility in an Artificial Insemination Program for
Purebred Lusitano Mares. Retrospective Study (2016-2023).

In this work, several factors that can affect fertility in an Al program were studied,
namely: year, month of Al, age of the mare, type of heat, reproductive status, side and
type of ovulation, pre- and post-Al edema, presence of endometritis, inbreeding in mare

and stallion, semen type, stallion effect and semen motility.

Fertility was calculated based on two formulas (cycle and season). The month of
Al had an important effect on fertility, by cycle (p=0.015) and by season (p< 0.001), as
well as the type of heat, (p< 0.001) and (p= 0.009), respectively by cycle and per season.
The age of the mare had an important effect assessed at the time (p<0.001). When
evaluated by cycle, the following factors had an important effect: side and type of
ovulation, presence of endometritis and consanguinity, all with (p=0.003); effect of the
stallion (p<0.001) and the type of semen (p=0.007).

Keywords: Fertility; Reproduction; Mare; Purebred Lusitano; Artificial Insemination.
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. Introducéo

A inseminacdo artificial (IA) é uma técnica de reproducdo assistida que envolve a
introducdo do sémen do garanhdo diretamente no sistema reprodutor da égua, com o

objetivo de alcancar a fertilizaco e eventualmente uma gestagdo.*

A 1A foi uma das primeiras tecnologias reprodutivas utilizadas em equinos, e
apesar do seu desenvolvimento se ter iniciado muito antes, foi em 1960 que a técnica se
tornou amplamente aceite na industria equina, sendo hoje em dia uma técnica reprodutiva
usada em todo o mundo. Apesar de todos os avancos, a fertilidade conseguida por 1A
continua a ter as suas limitagdes continuando, por isso, a ser alvo de investigagédo na

atualidade.?

Na maioria das eguadas de grande dimensdo, os protocolos de controlo
reprodutivo estdo associados a inducdo da ovulacdo, de modo a diminuir 0 nimero de
observacgdes por égua, apos a verificacdo por ecografia da existéncia de um foliculo
responsivo (>35 mm), é administrado o agente indutor de ovulagdo. O sémen do garanhao
pode ser utilizado fresco, refrigerado ou congelado. Ao utilizar sémen fresco ou
refrigerado, a A é realizada 24h apds a administracdo do agente indutor de ovulagéo,
sendo esta realizada utilizando o método de inseminacéo intrauterina em que 0 sémen é

introduzido diretamente no Gtero. !

Quando é utilizado sémen congelado a IA deve ser realizada no intervalo maximo
de 6h apds a ovulagdo. A técnica utilizada é a IA profunda, em que a pipeta de

inseminagAo é colocada diretamente no corno ipsilateral a ovulagéo. *

O sucesso de um programa de IA pode ser afetado por diversos fatores,
relacionados com a égua, o garanhdo e com o maneio reprodutivo.® A estimativa da
fertilidade/subfertilidade é frequentemente associada apenas a qualidade do sémen,
estando os fatores associados a égua e ao maneio reprodutivo, menos estudados, apenas
porque, na maior parte dos casos, existem menos registos. 3 Estd descrito que, se a
qualidade do sémen néo for extremamente baixa, a mesma é responsavel por apenas 20-
40% da variabilidade na fertilidade média, sendo os fatores associados a égua e ao
maneio, responsaveis por 60-80% da variabilidade na fertilidade média.  Assim, num

programa de IA, ha necessidade de avaliar parametros referentes a todos os potenciais
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fatores, para que se encontre a origem da diminuicado da fertilidade e deste modo, poderem
ser implementadas medidas corretivas e, consequentemente, conseguida uma maior

rentabilidade.

Neste trabalho comecarei por rever alguns aspetos da fisiologia reprodutiva na
espécie equina, avaliacdo da égua, recolha e processamento de sémen e maneio
reprodutivo. Serdo identificadas as bases para a implementacdo de um programa de IA,
bem como, os fatores que condicionam 0 seu sucesso. Apresentarei como trabalho de
investigacao o estudo retrospetivo dos dados de fertilidade num programa de inseminacéo
artificial em éguas Puro Sangue Lusitano (PSL), ramo Alter Real (AR) em 8 épocas

reprodutivas.

O principal objetivo deste estudo é a identificacdo dos principais fatores que podem
afetar um programa de 1A, nomeadamente o efeito na fertilidade dos seguintes fatores:
ano, més de IA, idade da égua, tipo de cio (normal ou cio do poldro), estado reprodutivo
(alfeira, parida ou nulipara), lado e tipo de ovulacdo, edema pré e pds inseminacao,
presenca de endometrite, consanguinidade na égua e no garanhdo, tipo de sémen (fresco,
refrigerado e congelado), efeito do garanhao e a motilidade do sémen preé e pés-diluicéo.

1. Revisao Bibliografica
1. Fisiologia reprodutiva e exame da égua reprodutora
Antes de iniciar um programa de IA importa conhecer as alteracdes associadas a
fisiologia reprodutiva da égua , nomeadamente o ciclo éstrico, sazonalidade reprodutiva,

endocrinologia e alteragdes ovaricas associadas, bem como a alteragdes comportamentais

associadas as diferentes fases do ciclo.

1.1. Ciclo éstrico

O ciclo éstrico, corresponde ao intervalo de tempo que decorre entre uma ovulagao
e a ovulagdo subsequente. Nas éguas, apresenta uma duracdo média de 21 a 22 dias. De
modo geral, o ciclo éstrico engloba quatro fases distintas, no entanto na égua apenas se

considera a existéncia de duas fases bem definidas: o estro (fase folicular), periodo em
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que a égua esta sexualmente recetiva ao garanhao; e o diestro (fase lutea) periodo no qual

a égua ndo aceita o garanhdo.*®

Durante o estro, que apresenta uma duracdo media de quatro a sete dias, a fémea
apresenta comportamento de cio devido a elevada concentragdo de estrogénios (figura 1)
fazendo com que esta se apresente sexualmente recetiva ao garanhdo. O trato genital
feminino esta preparado para aceitar e transportar o gameta masculino de encontro ao
gameta feminino, para possivel fertilizacdo, sendo nesta fase que ocorre a ovulagédo

(tipicamente 24 a 48h antes do final do estro). 46

Durante o diestro (o qual dura em média 14 a 15 dias) ocorre a formacéo do corpo
luteo (CL) e consequentemente, 0 aumento progressivo da concentracdo de progesterona
(figura 1). A qual é responsavel pela alteracdo comportamental da égua que nesta fase
rejeita o garanh&o, preparando o trato genital para receber o embrido. Esta fase termina

com a regressdo do CL e inicio da préxima fase folicular.*®

___ Esrogénio
— FSH
-« LH
— Progesterona
PGF»

Figura 1- llustracdo da duragéo e da alteracdo hormonal existente durante o estro e o diestro
no ciclo éstrico da égua. (adaptado de Brinsko, S. P., Blanchard, T. L., Varner, D. D.,
Schumacher, J., Love, C. C., Hinrichs, K., & Hartman, D, 2011).

A regulacdo do ciclo éstrico é feita através do equilibrio entre as hormonas
produzidas pelo hipotalamo, hipofise, glandula pineal, ovario e endométrio (figura 2),

através da coordenacéo realizada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-ovarios.*®

O hipotalamo é responsavel pela producdo de GnRH (fator de libertacdo de

gonadotrofinas), este € transportado atraves do sistema porta hipotalamo-hipofise e
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libertado diretamente na hipdfise anterior (adeno-hipd6fise) estimulando a libertacdo de
FSH (hormona foliculo-estimulante) e de LH (hormona luteinizante) (figura 2).4°

Estas duas gonadotrofinas entram na circulacédo sistémica produzindo diferentes
efeitos a nivel dos ovarios. A FSH é responsavel pelo recrutamento folicular, iniciando
0 processo de desenvolvimento de forma sincrona. Nas éguas este processo pode ocorrer
em uma ou duas ondas foliculares durante o ciclo éstrico até que ocorre a fase de selecédo
de um, dois ou, muito raramente, mais foliculos que comecam a crescer
preferencialmente. Nesta fase, associado aos elevados niveis de FSH, ocorre o
estabelecimento do foliculo dominante que cresce até atingir cerca de 13 mm.*’

Os foliculos em crescimento (sobretudo o foliculo dominante) produzem
estrogénio e inibina (figura 2). A inibina é responsavel pela sinalizacdo da existéncia de
foliculos em crescimento, inibindo a libertacdo de mais FSH pela hipdfise (feedback
negativo), ocorrendo a diminuicdo das concentraces de FSH que condiciona o

crescimento dos restantes foliculos de menores dimensdes. *’

A LH é responsavel pela maturacao folicular, producéo de estrogénio, ovulagéo e
luteinizacdo. Apresenta um papel importante no crescimento subsequente do foliculo
dominante com producédo de elevados niveis de estradiol intra-folicular. Este apresenta
maior nimero de recetores aumentando a sua responsividade e sensibilidade a
estimulacgdo pelas gonadotrofinas (FSH e IGF | livre [fator de crescimento semelhante a
insulina]) permitindo o seu crescimento apesar dos baixos niveis de FSH. Vai crescer, em
média, cerca de 3 mm por dia até um atingir o diametro pré-ovulatério que varia de 40-

55mm.*’

Apds a destruicdo do CL (lutedlise) ocorre a diminuicdo progressiva da
concentracdo de progesterona, o que combinado com o aumento dos niveis de estradiol
origina um feedback positivo na libertacdo de LH pela hipéfise, ocorrendo assim a
ovulacdo. Ao contrario das outras espécies, os niveis de LH ndo apresentam um pico pré-
ovulatério, mas sim um plateau, mantendo os niveis elevados durante o estro e ao longo

de varios dias, sendo que a sua concentragdo maxima € atingida apds a ovulagio.*®’
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Apo6s a mesma, ocorre o desenvolvimento do CL no ovério e consequentemente a
sintese e libertagdo de progesterona, que no caso de ocorrer fecundacéo, € responsavel

por manter as condigdes ideais para uma futura gestacio.*’

Caso néo haja fecundagéo e reconhecimento materno da gestagéo, a regulacéo do
tempo de vida atil do CL é feita pelo endométrio através da libertagdo de prostaglandina
F2a (PGF2q) entre os dias 13 e 16 ap0s a ovulacao (figura 1). No caso das éguas, a PGF,
¢ transportada até aos ovarios através da circulacdo sistémica, provocando assim a

lutedlise e permitindo desta forma a iniciagdo de um novo ciclo (figura 2).4°

E2

E2

P4

Hipofise

_P4 |

E2

Foliculo

E2

Ovario

Corpo | |«
uterino | L

Figura 2- Interacdo hormonal do eixo hipotalamo-hipofise-génadas. No lado esquerdo, com
linhas continuas, as principais hormonas sdo exemplificadas quando ha um foliculo pré-
ovulatério. No lado direito, com linhas a tracejado, as hormonas envolvidas quando a

estrutura ovariana predominante é o corpo lUteo. (adaptado de Rangel ,2018).
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1.3. Epoca reprodutiva — sazonalidade reprodutiva e periodos de

transicao

Os equinos sdo uma espécie denominada poliéstrica sazonal, pois apresentam
ciclos éstricos espontaneos em intervalos regulares recorrentes durante uma determinada
época do ano, designada de época reprodutiva, sendo ativos sexualmente nesta fase.*>8
Na grande maioria do resto do ano, encontram-se em anestro, que corresponde a fase de
inatividade reprodutiva. Entre épocas reprodutivas e fase de anestro, existem duas fases

de transicdo.®

O facto das éguas se reproduzirem preferencialmente numa determinada fase do
ano ¢ justificado pelo processo de selecdo evolutivo da espécie, numa tentativa de
minimizar as chances do parto ocorrer durante o inverno, onde a probabilidade de haver
escassez de alimento é superior. Desta forma, a altura reprodutiva ideal serd na primavera,
para que, apés 11 meses de gestacdo, os poldros possam nascer na mesma altura com
abundéancia de alimento na pastagem, tendo sido estes 0s animais que prevaleceram no

processo de selecdo natural.®

O fotoperiodo, periodo de duracdo da luz do dia, é um dos fatores que fortemente
influencia o desempenho reprodutivo das éguas.* Isto significa que os equinos, quando
expostos a uma quantidade crescente de luz (dias mais longos) apresentam uma resposta
positiva dando inicio a ocorréncia de ciclos éstricos, que ocorrem na primavera/verao.
Por outro lado, quando expostos a quantidades decrescentes de luz solar (dias mais curtos)
que correspondem ao outono/inverno, apresentam uma resposta negativa com diminuicéo
da sua atividade reprodutiva. Desta forma, no hemisfério Norte a época reprodutiva
ocorre, geralmente, entre abril e outubro, sendo que no hemisfério Sul esta decorre de

outubro a margo.*>’

O estimulo resultante da auséncia ou presenca da luz solar é entdo recebido pela
retina, que por sua vez, envia mensagens neurais percecionados pela glandula pineal
(figura 3), a qual controla a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-ovério atraves da
producéo de melatonina. Esta hormona € produzida pela glandula pineal durante a noite,

por isso, quando os dias s&o mais curtos, ocorre uma maior produgdo de melatonina que,
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nos equinos, inibe a sintese e libertacdo de GnRH pelo hipotalamo, inibindo todo o ciclo

hormonal sexual (anestro).?

A medida que os dias se tornam mais longos (época reprodutiva), ocorre uma
menor producdo de melatonina e consequentemente a inibicdo do eixo é removida,
permitindo que a GNRH seja sintetizada e libertada pelo hipotalamo, desencadeando todo

o ciclo reprodutivo (figura 3).4°

(*) Retina

Glandula
Pineal

(5 Melatonina

Hipofise

o
Unidade ¢ O
reprodutiva O
O

Ovario

Figura 3- Efeito do fotoperiodo na ciclicidade reprodutiva da égua. (adaptado de Ransom
J.1.,2013).

As duas fases de transicdo existentes entre periodos de atividade e inatividade
reprodutiva sdo a transicdo de primavera (inverno/primavera) que marca a transicao entre
0 periodo de anestro e o0 inicio da época reprodutiva e a transicdo invernal
(outono/inverno), que marca o final da época reprodutiva, entrando novamente em

anestro. 8

A transicdo de primavera é caracterizada por um periodo onde a duragdo dos dias

é crescente e as éguas sdo expostas a uma maior quantidade de luz, levando & diminuicéo

-18 -



da producdo de melatonina pela glandula pineal e consequentemente ao aumento dos
niveis de GnRH, estimulando a hipofise a libertar FSH e LH. A libertagdo permanece
altamente instavel, levando ao desenvolvimento de ondas foliculares (maiores e menores)
e ao crescimento de varios foliculos de grandes dimensdes (20-30mm). No entanto, esses
foliculos sdo muitas vezes anovulatorios, ndo ocorrendo a fase de dominéancia onde um
foliculo se torna dominante e cresce preferencialmente. Esta fase termina com o
aparecimento de uma onda maior ovulatoria, devido ao aumento das concentracdes de
LH e estrogenios, ocorrendo assim a diferenciacdo do foliculo dominante e

posteriormente ovulagdo.?’

Esta fase esta associada a uma maior frustracdo por parte dos criadores, pois a
égua apresenta comportamento de cio, com varios foliculos de grande dimensdo nos
ovarios, mas, na maioria das vezes ndo ocorre ovulacdo, levando a baixas taxas de
concecao ou, no caso de ocorrer ovulacdo, a uma elevada taxa de morte embrionaria
precoce, justificada pela manutencédo inadequada do CL. Uma época reprodutiva iniciada
demasiado cedo pode levar também a maior contaminacéo uterina e ao desenvolvimento

de endometrites, o que requer tratamento adequado e atrasa ainda mais todo o0 processo.
8

A transicao invernal tem menos impacto a nivel comercial, pelo que as razBes para
a diminuicdo da eficiéncia reprodutiva ndo sao tdo estudadas. No entanto, o padrao é
semelhante a transicdo de primavera, mas desta vez, 0 comportamento de estro é exibido
com menos intensidade. Ocorre o desenvolvimento de um grande foliculo, mas ndo ha
ovulacdo devido a baixa da secre¢do de LH. Outra razéo para nao ocorrer a ovulacdo é a

presenca de um CL persistente, mesmo associado a baixa concentragéo de progesterona.®

Existe ainda uma grande quantidade de éguas que ndo chega a transitar para o
periodo de anestro e continua com atividade reprodutiva ativa durante todo o inverno. °
E importante relembrar que a inatividade reprodutiva sazonal n&o depende apenas de uma
inibicdo direta de um fotoperiodo curto, sendo condicionada por multiplos fatores
nomeadamente as condicdes climaticas, a condigdo corporal das éguas e a presenca de

garanhdes que estimulam a secre¢do de GnRH. 1°

Esta estudado que a utilizacdo de protocolos de luz artificial seja com fotoperiodo

diario fixo de 16 horas ou gradualmente crescente, aplicado no meio do periodo de
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anestro, resulta na antecipacgdo da época reprodutiva em aproximadamente 2 meses, sendo
que os niveis hormonais se mantém muito semelhantes aos de uma estacdo reprodutiva

desencadeada naturalmente. 1

1.4. Exame da égua reprodutora

Este exame é constituido pela (0): historia reprodutiva detalhada da égua; exame
completo de estado geral; exame da genitalia externa; exame vaginal (vaginoscopia e
palpacdo vaginal); palpacdo transretal e ultrassonografia. Em caso de anomalias ou
suspeita de doenca, podem ainda ser realizados exames complementares de diagnéstico

tais como, citologia, microbiologia e biopsia.'?

E recomendada a sua realizacdo preventiva em todas as éguas reprodutoras
nomeadamente antes do inicio da época reprodutiva. E pretendido desta forma identificar
eventuais problemas e respetivos tratamentos necessarios, adequando ao maneio

reprodutivo da égua. *2

A sua realizacdo é particularmente importante em éguas com idade superior a 10 anos,
em todas as éguas problema (alfeiras da época anterior, que ndo ficaram gestantes ao fim
de trés ciclos reprodutivos ou que apresentam sinais de doenca reprodutiva) e num exame

de ato compra e venda.*?

1.4.1. Histéria reprodutiva

A revisdo da historia reprodutiva da égua é um passo crucial no inicio do processo
de diagndstico. Essas informacdes sdo essenciais para interpretar de maneira significativa
as anomalias que possam existir.*® Algumas das questdes que devemos ter respondidas
sdo: a idade da égua; o estado reprodutivo na época anterior; a paridade (nulipara,
multipara, alfeira); nimero de ciclos seguidos na época atual e épocas anteriores; nimeros
de poldros ja nascidos; a existéncia de complica¢cBes em partos anteriores; numero de
abortos ou nados-mortos; data do ultimo parto; qual a técnica reprodutiva utilizada;
quantas vezes ja foi coberta ou inseminada; garanhdo ou garanhdes utilizados; qualidade
e tipo de sémen utilizados; existéncia de secrecdes vaginais; existéncia de registo de

endometrite e quais os tratamentos ja realizados e quando; informag6es sobre o ciclos
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éstricos anteriores e sobre o seu comportamento sexual e resultados de exames

laboratoriais ja realizados, etc.124

1.4.2. Avaliacdo da genitalia externa

Antes de iniciar o exame, € necessario avaliar o comportamento da égua e assegurar
a sua adequada contengédo no tronco, garantindo assim condi¢fes de seguranca para o
animal e para 0 médico veterinario (MV). 1214 A preparacéo da area para 0 exame consiste
em enrolar/atar a cauda, a qual deve ser posteriormente elevada sobre a garupa de modo

a permitir uma melhor visualizagdo da genitalia externa. 14

A avaliacdo da genitalia externa é a primeira etapa do exame da égua reprodutora,

consistindo na avaliagdo da conformagao da vulva, do perineo e do anus.**

Iniciando pela avaliacdo da conformacdo vulvar, a vulva é composta por dois
labios e um clitdris.® Os labios da vulva incluem uma musculatura subjacente que atua
no encerramento da abertura vulvar, oferecendo uma camada adicional de prote¢éo contra
a entrada de substancias estranhas. Por conseguinte, a avaliacdo da conformacao vulvar
deve verificar a existéncia de uma boa coaptacdo dos labios vulvares (figura 4-A) ,visto
que, quaisquer lesbes que levem a incompeténcia do encerramento da comissura vulvar
requerem uma reparacdo ou reconstrucdo cuidadosa em éguas reprodutoras (figura 4-

B).1314.15 Nesta fase, também so avaliadas as secre¢des vulvares.'*

Figura 4- Conformacdo vulvar. A- boa conformagéo e boa coaptacdo vulvar; B- boa
conformacdo e ma coaptacdo vulvar. (adaptado de Bettencourt, E.M.V., Antunes, L.,
Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018)
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A integridade da barreira vestibulo-vaginal, a qual desempenha um papel crucial
na prevencdo da ascensdo de infecBes uterinas, é verificada através da separacéo delicada
dos labios da vulva. Na auséncia de integridade, ocorrera uma aspiracao de ar, percetivel
como um som caracteristico de succdo, aumentando o risco de formacdo de

pneumovagina (ar dentro da vagina). 34

O clitoris encontra-se ventral a comissura vulvar sendo dorsalmente constituido
por trés seios clitorianos e ventralmente por uma fossa clitoriana. Tendo em conta o
impacto negativo que as doencas venéreas equinas assumem na industria equina, é
fundamental realizar a recolha de amostras (da abertura uretral, fossa clitoriana e seios
clitorianos) (figura 5) para pesquisa de agentes atraves de cultura bacterioldgica. Os
agentes mais comuns sdo: a Taylorella equigenitalis, a Klebsiella pneumoniae e

Pseudomonas aeruginosa.'®*°

|

Figura 5- Recolha de amostras do clitéris. (adaptado de Bettencourt, E.M.V., Antunes, L.,
Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018)

A avaliacdo da conformacao perineal engloba o canal retal, o anus, o vestibulo, a
vulva, o clitéris, além dos musculos superficiais, nervos e pele.*® A conformagio normal
do perineo desempenha um papel crucial de protecdo do trato genital feminino. Quanto
maior o grau de afundamento do &nus, maior é a predisposi¢cdo a contaminagdo vulvar
durante a defecacdo, entrada de ar e bactérias, propiciando o desenvolvimento de
pneumovagina, urovagina (urina dentro da vagina) e acumulagdo de liquido

intrauterino.'+1’
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A conformac&o pode ser classificada segundo o indice de Caslick, multiplicando a
angulacdo da vulva em relacdo a vertical em graus (figura 6-o) pelo comprimento da

vulva dorsal ao assoalho do isquio em centimetros. (figura 6-1).16:17

A localizacdo do assoalho pélvico pode ser determinada fazendo pressdo com um
dedo de cada lado da vulva para palpar os tecidos mais profundos.® A abertura vulvar
total deve ter aproximadamente 12 a 15 cm de comprimento (figura 6-tl). Para uma boa
conformacdo perineal, sugere-se que ndo mais do que 4 cm da abertura vulvar estejam
dorsal ao assoalho pélvico (figura 6-1). A angulacéo da vulva relativamente a vertical ndo
deve ultrapassar os 10 graus (figura 6-o) e cerca de 80 % da vulva deve-se encontrar

ventral ao assoalho pélvico.'®

Figura 6- Relacao anatomica da zona perineal da égua, exemplificando os locais de medicao.
a-angulo de inclinagéo; I- comprimento da vulva acima do assoalho pélvico; tl-comprimento
total da vulva (adaptado de Pascoe, R.R. 2007).

Para interpretacdo de valores de indice Caslick, éguas com uma boa conformacéao
apresentam valores inferiores a 100; com conformacao intermediaria valores entre 100 a
150; com ma conformacéo apresentam indices superiores a 150. Associada a estes valores

verifica-se a necessidade de cirurgia Caslick (vulvoplastia). 11718

Esta avaliacdo deve ser realizada durante o estro devido ao maior relaxamento dos
tecidos, que permite uma avaliacdo mais precisa. Ao avaliar éguas com baixa condicéo

corporal ou mais velhas, é necessario considerar que a falta de gordura corporal pode, por
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si sO, provocar 0 aumento da angulagcdo vulvar, mesmo tendo esta uma boa

conformagdo.®

1.4.3. Exame fisico

A manutencdo de uma boa saude geral é fundamental para prolongar a vida
reprodutiva das éguas. Além de melhorar a sua capacidade de manter a gestacédo até ao
fim, ainda promove o fornecimento de colostro e leite de alta qualidade para o
desenvolvimento adequado do poldro. **

Este deve incluir a avaliacdo da cor e hidratacdo das mucosas, tempo de replecéao
capilar, avaliacdo do sistema cardiovascular, a avaliacdo do sistema respiratério,

auscultacdo abdominal e avaliagdo da condigo corporal. 1214

Os varios exames laboratoriais comuns podem ser usados em conjunto com um
exame fisico para avaliar a salde geral de uma égua. Além disso, é prudente realizar uma
avaliacdo da conformacdo para identificar caracteristicas defeituosas que possam ser

potencialmente hereditarias.'*

1.4.4. Exame vaginal

Para a sua preparacdo a égua deve ser contida no tronco, cumprindo todas as regras
de seguranca e executando-se sequencialmente as seguintes fases: a remocdao das fezes da
ampola retal para evitar a contaminacdo durante o exame; a lavagem da zona perineal e
vulvar com uma solucdo de pH neutro, iniciando sempre a limpeza do centro e
progredindo para a periferia; e a secagem da area com compressas estéreis, evitando assim

a contaminagao do trato reprodutivo.214

O exame completo da vagina inclui a inspecdo vaginal com espéculo para
visualizacao da cérvix e da vagina, a palpacgéo interna da vagina e da cérvix, adicionando

ainda a informacao recolhida por palpacao retal e ecografia da vagina e da cérvix.°
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1.4.4.1.Inspecéo vaginal com espéculo
Nesta fase do exame, é colocada uma pequena quantidade de lubrificante estéril
no espéculo vaginal (vaginoscopio) facilitando a sua entrada na cavidade vaginal. Uma
luz é usada para iluminar a cavidade atraves do espéculo, possibilitando a visualizacdo

do vestibulo, vagina e cérvix (figura 7-A e B).14

Figura 7- A-Exemplo de espéculo vaginal; B- Insercdo do espéculo na égua. (retirado de
Bettencourt, E.M.V., Antunes, L., Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018).

Anatomicamente a vagina € um canal alongado que se estende horizontalmente
com orientacdo dorso ventral de cranial para caudal, por 15 a 20 cm dentro da cavidade
pélvica, comecando na abertura externa da cérvix até a dobra transversal que cobre a
abertura externa da uretra. O seu limen é composto por epitélio escamoso estratificado.
E altamente eléstica e divide-se em duas porcdes, separadas pelo himen (se ainda
presente) a vagina cranial, localizada dentro da cavidade peritoneal e a vagina posterior,

numa posicao retroperitoneal >3

A vagina armazena secre¢des bactericidas &cidas a neutras provenientes da cérvix,
as quais desempenham um papel de protecdo e limpeza. Na presenca de restos de
espermatozoides (spz) ajudam também na sua eliminacdo através das suas propriedades
espermicidas. A vagina equina ndo possui glandulas. As variagdes hormonais ao longo
do ciclo reprodutivo da égua exercem controlo sobre a composicéo precisa da secrecéo
vaginal. Durante o estro, ocorre um aumento significativo da produgdo deste muco,
caracterizado por ser fluido e abundante, j& no diestro este muco torna-se espesso

apresentando menor quantidade. 82
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Vérias anomalias podem ser detetadas neste exame, tais como: himen persistente,
vaginite, cervicite, aderéncias, laceragdes, ruturas, presenca de conteldo purulento ou

urovagina. *

Este exame permite ainda visualizar a cervix, localizada na abertura do Utero.
Sendo um masculo robusto com paredes espessas, desempenha um papel crucial enquanto

ultima barreira do sistema de defesa uterino, prevenindo potenciais infecdes (figura
8)15,18,20

Figura 8- Observacéo da cérvix com espéculo vaginal. (Autoria Elisa Bettencourt).

E preciso considerar que, consoante a fase do ciclo éstrico, este exame deve ser
interpretado de maneira diferente. Durante o estro, a cérvix apresenta uma cor rosada,
descaida no assoalho vaginal, parece “florescer” na vagina com o seu revestimento
edematoso e limen aberto (figura 9-A) 4?22 Nesta fase do ciclo e em caso de
necessidade, é possivel realizar a colheita de amostras do endométrio para avaliagcdo

citolégica.'?

Durante o diestro, apresenta-se palida, seca e localizada centralmente na vagina
(figura 9-B). *° Nesta fase, podem ser colhidas amostras para cultura bacteriana através

da biopsia endometrial .12
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Figura 9- Observagdo endoscopica da cérvix da égua. A- Durante o estro; B- Durante o
diestro. (Retirado Zent, W.W., Steiner, V.J.,2011).

A palpacdo vaginal é realizada utilizando uma luva e lubrificantes estereis,
permitindo a avaliagio da espessura do muco cervical e o grau de relaxamento da cérvix.?
Para uma melhor avaliacdo da cérvix, pode ainda ser realizada a palpacéo digital, onde o
dedo indicador é inserido no limen cervical e o polegar na parte externa saliente. 4
Durante o estro, a cérvix apresenta-se himida com secrec¢des fluidas, relaxada, aberta e
com uma textura macia. Durante o diestro, a cérvix apresenta-se encerrada e firme ao
toque e 0 muco cervical esta esbranquicado, espesso e pegajoso (figura 10).4*° Este exame
permite ainda identificar a presenca de himen persistente, detetar pequenas laceracdes na

mucosa e aderéncias luminais.?

Figura 10- A- palpacéo vaginal; B- muco esbranquicado caracteristico de diestro. (retirado
de Bettencourt, E.M.V., Antunes, L., Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018).
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1.4.5. Palpacéo transretal

Este procedimento permite a palpacdo dos 6rgaos internos reprodutivos da égua,
avaliacdo de sinais de gestacdo, do tonus da cérvix e do Utero, da textura e tamanho dos
ovarios e da presenca de fluido intrauterino. A égua deve ser adequadamente contida e o
MYV devera proteger o braco com uma luva de palpacdo, aplicando gel lubrificante a base
de agua. Iniciando pela remogdo cuidadosa do méximo de material fecal da ampola retal
e coldn distal. Este exame deve ser abordado de forma sistematica, comegando primeiro

pela cérvix e seguindo para o Gtero e ovarios. 12141°

A primeira estrutura a ser identificada é a cérvix (figura 11) onde se avalia a sua
tonicidade, principalmente para auxiliar no estadiamento do ciclo éstrico. Durante o cio,
esta apresenta-se relaxada, o que pode dificultar a sua palpacdo. Durante o diestro, a sua
tonicidade estd aumentada, facilitando a sua identificacdo. No entanto, a maioria das
alteracGes anormais que ocorrem na cérvix afetam o limen, ndo sendo facilmente

detetaveis neste procedimento. 1214

Ovario Reto

-

- Vagina

N Do (r——111

|
\ . ‘ ~—— Vestibulo
- — -
Corno «~ o = '
uterino \

-
r I T Vulva
Corpo uterino — \
Bexiga Cervix

Figura 11- Vista lateral dos 6rgaos reprodutivos e estruturas adjacentes da égua. (adaptado
de Brinsko, S. P., Blanchard, T. L., Varner, D. D., Schumacher, J., Love, C. C., Hinrichs,
K., & Hartman, D. 2011).

A segunda estrutura a ser avaliada, continuando cranialmente, € o Utero. Este deve

ser avaliado quanto ao seu tamanho, tonicidade, consisténcia, simetria entre 0s cornos
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uterinos e a presenca de contetido luminal (figura 11).12* Anatomicamente o Utero da
égua é classificado como um atero simples bipartido, caracterizado pelo corpo uterino ser
significativamente maior em comparac&o com os cornos uterinos.* E constituido por dois
cornos uterinos (20 a 25 cm) ligados por um pequeno ligamento intercornual e um corpo
(18 a 20cm) sendo a sua forma designada em forma de Y. Esta suspenso pelo ligamento
largo na cavidade pélvica e no abddémen e os cornos uterinos encontram-se inteiramente

situados na cavidade abdominal a “flutuar”(figura 12). 1>18:20

A avaliacdo inicia-se pela palpacdo do corpo do Utero, prosseguindo para a
bifurcacdo uterina e em seguida para o corno uterino de um lado e depois para o outro.
Durante o estro, devido a presenca de edema uterino, o Utero apresenta uma consisténcia
mais “mole”, enquanto no diestro apresenta-se tonico ao toque, tubular e homogéneo.
Este exame permite a detecdo de varias anomalias uterinas, incluindo tumores e a

presenca de grandes quantidades de liquido anormal no Gtero. 4

Como uterino esquerdo Corno uterino direito

N /

Corpo uterino

Ligamento ovariano Oviduto

/

S

i - = |nfundibulo
Ovario esquerdo —= &

Artéria Ovarica

Ligamento largo

Ramo da artéria ovarica (mesomeétrico)

Ramo uterino da artéria ovérica *

x ( ~ w—— Uréter

Artéria uterina =~ Cérvix

Vagina '}
Prega transversal —s=" . T
Orificio uretral

Vestibulo

- " Labio vulvar
: -~
Fossa clitoriana .
Glande clitoriana

Figura 12- Vista dorsal do trato reprodutivo da égua. (adaptado de Brinsko, S. P.,
Blanchard, T. L., Varner, D. D., Schumacher, J., Love, C. C., Hinrichs, K., & Hartman, D.
2011).

Fazendo a ligacdo do Gtero aos ovarios (ndo detetados neste exame) estdo 0s
ovidutos (figura 12). Sdo longos ductos (20 a 30 cm) divididos em 3 partes: o infundibulo,

a ampola e o istmo. O infundibulo (figura 12) apresenta uma forma de leque e fixa-se a
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superficie lateral do ovario envolvendo a fossa de ovulacdo, local exclusivo onde ocorre
aovulacdo nas éguas, permitindo assim a entrada do évulo no oviduto durante a ovulacao.
A ampola é a parte central, apresentando uma forma expandida onde corre a fertilizacédo
e a clivagem precoce do dvulo fertilizado. Por fim, o istmo apresenta uma forma estreita
e muscular, fazendo a ligacdo da ampola ao corno uterino, funcionando como reservatorio
de spz e como canal de transporte dos mesmos do Utero para a ampola e dos embriGes da
ampola para o Utero. Conecta-se a extremidade do corno uterino através da papila

ovidutal, na juncéo Utero-tubarica.”® (figura 13)

Figura 13- Imagem endoscopica da papila ovidutal. (Retirado de Brinsko, S. P.,
Blanchard, T. L., Varner, D. D., Schumacher, J., Love, C. C., Hinrichs, K., & Hartman, D.
,2011)

No final de cada oviduto, encontra-se o ovario correspondente ao lado em que nos
encontramos. Normalmente, o ovario esquerdo pode ser mais facil de palpar devido a sua
localizagdo mais caudal do que o ovario direito.}? Ambos estdo localizados na regio sub-
lombar (figura 12) junto ao rim, suspensos por longos ligamentos largos. No entanto, a
sua localizacdo real no corpo apresenta-se bastante varidvel, devido aos longos
ligamentos que permitem uma ampla gama de movimentos e a sua relagdo com o sistema

digestivo.1>?°

Anatomicamente sdo descritos em forma de feijdo. O seu tamanho é bastante
variavel de acordo com a atividade ovarica, sendo maiores durante a eépoca reprodutiva
(primavera/verdo) e menores fora da época reprodutiva (inverno). O seu tamanho pode
variar desde uma “bola de golfe” a uma “bola de ténis”, estando totalmente revestido por
uma espessa camada protetora (tunica albuginea), exceto na fossa de ovulacao, por onde
ocorre a ovulacdo. Todo o desenvolvimento folicular e do CL ocorre internamente, sendo

a fossa de ovulagdo normalmente palpavel.*>'® O aumento do seu tamanho pode ser
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indicativo de um processo tumoral ou hematoma e a sua diminui¢do suspeita de

hipoplasia. Apds a ovulacio, ocorre a formagéo do CL, que ndo é palpavel. 14

1.4.6. Avaliacdo ultrassonografica

A avaliacdo ecogréfica do trato reprodutivo da égua é realizada atraves da palpacgéo
transretal, sendo utilizada preferencialmente a sonda linear transretal de 5 MHz
permitindo uma visualizagdo mais abrangente do trato reprodutivo. A preparacdo do
exame é semelhante ao descrito para a palpacao transretal, acrescendo o cuidado de evitar
a entrada de ar para 0 reto uma vez que a sua presenca dificulta a transmissdo dos
ultrassons. Esta avaliacdo deve ser precedida de uma palpacéo transretal completa de

forma a localizar previamente os 6rgéos. 122

A ecografia deve realizar-se sempre da mesma forma, comecando pela cérvix no
corte longitudinal, seguindo para o corpo do Utero, avancando até a bifurcacdo uterina,
rodando a sonda para obter um corte transversal, seguindo para o0 corno uterino e ovario
recuando novamente até a bifurcacdo e seguir para o corno e ovario opostos. A concluir
0 exame, o trato reprodutivo deve ser visualizado mais uma vez. Assim, a sonda deve ser
recuada novamente até a bifurcacdo, corpo uterino, cérvix e depois retirada do reto
calmamente. Durante todo o procedimento a sonda deve ser movida lentamente para

evitar lesdes e manter a imagem centrada no monitor. 122

Quando examinados, 0s ovarios sao de facil visualizacdo devido ao estroma que
apresenta uma ecogenicidade uniforme, apresentando-se no ecrd com coloragéo branca.
Os foliculos, sendo estruturas preenchidas por liquido, sdo visualizados como estruturas
circulares, mais ou menos irregulares, de coloracdo preta (anecdico) (figura 14). A
aparéncia do CL ¢ bastante variavel, mas identificavel pelo contorno da parede que 0s

permite diferenciar do estroma circundante (figura 15). 3
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Figura 14- Imagem ecografica do Figura 15-* Imagem ecogréafica do corpo
foliculo pré-ovulatdrio (Autoria luteo (CL) (Autoria propria).
propria).

Este exame permite diferenciar éguas que estao reprodutivamente ativas, de éguas
sazonalmente em anestro ou em fase de transicdo. Em estacdo de anestro, 0s ovarios
apresentam-se pequenos e em inatividade. Na fase de transi¢cdo, normalmente apresentam

maiores dimensdes com maltiplos foliculos em desenvolvimento e inexisténcia de CL. 1?

O estadiamento da fase do ciclo éstrico é feito com muito mais precisdo quando se
combina a informacdo das caracteristicas ecograficas dos ovarios e do Utero, com as

informagdes recolhidas através da palpagdo da textura do Utero e da cérvix.?

A ecografia do sistema reprodutor permite entdo identificar a fase do ciclo éstrico
em que a égua se encontra, permitindo avaliar o desenvolvimento folicular e a
proximidade da ovulacdo, assim como a avaliagéo dos diferentes graus de edema uterino
que auxiliam na identificacdo da fase do ciclo éstrico a partir das caracteristicas
imagioldgicas do Gtero (tabela 1)*22%, Durante o estro, na ecografia do Gtero, s3o visiveis
pregas endometriais edematosas, produzindo uma aparéncia de “laranja fatiada” ou “roda
de carroga” (edema 1 ¢ 2) (tabela 1), um pequeno volume de liquido normal pode estar
presente no Utero. Durante o diestro, o Utero apresenta-se tonico ao toque, tubular e

homogéneo sem edema (edema 0) (tabela 1). %2
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Tabela 1- Sistema de pontuagéo usado para avaliar a evolugdo do edema uterino em éguas.
(adaptado de McCueC.M.P, Scogging.F.C, Lindholm.R.G.A ,2011 e de Bettencourt, E.M.V.,
Antunes, L., Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018).

Score  Quantidade de Fase do ciclo Imagem ecogréfica

edema

0 Nenhum Diestro ou
Anestro

1 Ligeiro Estro precoce

2 Moderado Estro 1 a 2 dias

antes da ovulagéo
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Ndo ¢é normal

durante o estro.

3 Intenso Pode estar
associado a
inflamacéo
uterina.

A presenca de liquido intraluminal uterino deve ser avaliado consoante a sua

ecogenicidade, quantidade e fase do ciclo éstrico. 23

Durante o estro, pequenas quantidades de fluido anecéico livre no utero (< 1 cm)
podem ser encontradas em éguas reprodutivamente normais. Quando a quantidade de
liquido é superior a 1 cm ou o liquido apresenta maior ecogenicidade, deve ser
considerado anormal. Na presenca de liquido uterino superior a 1cm e inferior a 2 cm
(figura 16), a égua deve ser tratada com ocitocina. Quando a quantidade excede 0s 2 cm
(figura 17), deve ser feito uma lavagem uterina e testes de diagnostico e tratamentos
adequados. No entanto, acumulages de liquido, mesmo que com volume inferior a 1cm
e anecoico durante o estro e no periodo imediatamente pds-ovulacdo, pode afetar

negativamente a fertilidade. 23%*

Y ™ |
Figura 16- Imagem ecografica de liquido  Figura 17- Imagem ecografica de
intrauterino >1cm e < a 2cm (Retirado de  [iquido intrauterino > a 2 cm (Autoria

Bettencourt, E.M.V., Antunes, L., propria).
Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha,
A.,2018).
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Durante o diestro, a presenca de liquido livre intraluminal deve ser sempre
considerada anormal e indicativa de endometrite, estando associada a reducgdo das taxas

de fertilidade carecendo de tratamento adequado. 23

2. Maneio do garanhdo para utilizacdo num programa de inseminacao

artificial

O garanhdo é peca fundamental para a realizacdo de um programa de IA, sendo que
todas as fases desde a recolha ao processamento do semen podem condicionar 0 sucesso
ou insucesso do programa. Neste ponto ndo se pretende descrever os passos referentes ao
exame do garanhdo, mas apenas aos aspetos que se prendem com a recolha e
processamento do sémen para a aplicacdo num programa de IA. Assume-se que O
garanhdo quando incluido num programa reprodutivo de uma eguada ja tera sido
submetido ao exame de reprodutor e cumpre os critérios estabelecidos para a sua
aprovacao para reproducdo equina facilitada (REF).2*

2.1. Recolha de sémen

A recolha de sémen € um procedimento imprescindivel num programa de IA, sendo
através da utilizacdo de uma vagina artificial (VA) e com recurso a um manequim a forma
mais segura e eficiente de o fazer. No entanto, a colheita com VA também pode ser feita
com o garanhdo em estacdo. A aceitacdo do manequim por parte do garanhdo é
geralmente obtida rapidamente apds algumas tentativas, mas pode ser necesséria a
utilizacdo de uma égua em cio ao lado do manequim para facilitar o treino do garanhao.
Quanto mais experiéncia tiver o garanhdo, maior serd a facilidade em realizar uma
colheita.?®? Tendo em consideragdo o temperamento de cada garanhdo, deve ser
escolhida a minima contencdo, de forma que o procedimento ndo esteja associado a
estimulos negativos para o animal, mas mantendo sempre as condi¢des de seguranca

necessarias para todos os envolvidos. 28
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Um passo essencial que permite reduzir a contaminacdo do sémen recolhido é a
lavagem prévia do pénis. Este procedimento deve ser feito com &gua morna
(aproximadamente 38° graus) e com papel humedecido, da seguinte forma: o pénis deve
ser molhado na totalidade para amolecer os detritos; limpo desde a base do pénis até a
glande (tendo especial atencdo a fossa da glande, local propicio para a acumulacao de
smegma) e seco com papel absorvente no sentido inverso a lavagem (desde a glande até
a base do pénis) (figura 18). Este método ajuda a reduzir a probabilidade de contaminacgéo
do sémen e consequentemente, diminui o risco de infecdo nas eguas inseminadas. Além
disso, a remocao de residuos é crucial para minimizar possiveis erros na leitura da

concentragéo por espectrofotometria e avaliar a qualidade do sémen.?®

Figura 15- Lavagem do pénis do garanhdo antes da recolha de sémen. (Retirado de
Bettencourt, E.M.V., Antunes, L., Gongalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018).

Antes de iniciar a preparacdo da colheita, é necessario escolher o modelo de VA
que se pretende utilizar. Existem varios, sendo que todos se baseiam no mesmo tipo de
funcionamento, mas com atributos e particularidades. A escolha é feita com base em
requisitos especificos do garanhdo e a preferéncia da pessoa que a vai realizar. Alguns
dos modelos disponiveis sdo a INRA, Hannover, Colorado e Missuri. Deve-se garantir
gue a vagina estd bem montada e que todos os componentes da VA que entram em

contacto com o sémen sdo ndo espermicidas (figura 19).%°
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Figura 16- Vagina artificial INRA. A- componentes da VA, corpo de plastico rigido externo
(a), “liner” de borracha suave interno (b), bainha sanitaria (c), frasco de recolha (d); B- VA

INRA montada. (Autoria propria).

Imediatamente antes da recolha, a VA deve ser preenchida com agua quente (entre
0s 45° C a 50°C). Deve ser medida a temperatura interna, que deve variar entre 0s 44°C e
0s 48°C, visto que temperaturas acima da temperatura corporal auxiliam na estimulagéo
peniana, facilitando assim a ejaculacdo. No entanto, a resposta positiva do garanhdo a
temperatura € individual, podendo haver garanhdes que ejaculam mais facilmente quando
a VA est a temperaturas mais elevadas (55°C). E necessério ter em atencio que o sémen
pode ficar permanentemente danificado quando em contacto com superficies acima dos
45°C. Nestes casos, deve ser usado um modelo de VA que permita que, aquando da
ejaculacao, o sémen ndo entre em contacto com a superficie quente, como por exemplo a
Missouri. O preenchimento com agua deve ser feito de forma cautelosa, visto que a d&gua

é uma substancia espermicida e nunca pode entrar em contacto com o sémen. 2>

A pressdo deve ser também ajustada, permitindo a entrada de ar dentro da VA, de
forma a acomodar a expansdo do pénis até a erecdo completa. Esta é também uma
caracteristica que pode ser ajustada a preferéncia do garanhdo. Apds o ajuste de
temperatura e pressdo, um lubrificante estéril e ndo espermicida deve ser colocado no
“liner” interno, na extremidade proximal da VA e toda a superficie que estara em contacto
com o pénis, de modo a reduzir a friccdo e o desconforto do garanhdo. Acoplada a VA ¢
colocado um recipiente de recolha que deve ser mantido a temperatura corporal. Apés a
colheita, deve ser transportado imediatamente para o laboratorio, de modo a evitar que 0s
spz sofram um choque térmico (excesso de calor ou excesso de frio) com agitacdo minima
e evitando a exposicdo do mesmo a luz, correndo o risco de reduzir drasticamente a

qualidade do ejaculado.?>?"%8
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Ao recipiente de colheita de sémen pode ser adicionado um filtro, como por
exemplo, o filtro de micromalha de nylon (retém menos spz que os de poliéster e ndo sao
absorventes) com intuito de permitir a separacdo da Ultima fracdo do ejaculado (fracdo
gelatinosa) aumentando a quantidade de spz no ejaculado (figura 20). Embora, alguns spz
possam ficar retidos no gel e/ou no filtro, uma maior quantidade seria perdida se a
filtracdo fosse feita posteriormente, aumentando também o risco de contaminagdo

bacteriana. 2>

e e i+ i

Figura 17- Recipiente de recolha de sémen com o filtro adicionado (a esquerda) e filtro
isolado (a direita) (Autoria propria).

2.2. Analise de sémen

Apo6s a chegada do sémen ao laboratério, este deve ser rapidamente filtrado de
forma a separar a fracdo gelatinosa do resto do ejaculado, no caso do filtro ter sido
adicionado previamente ao recipiente de recolha este deve ser removido. E de extrema
importancia que todos os materiais que entram em contacto com o sémen sejam pré-
aquecidos a temperatura corporal (37°C) incluindo o diluidor de sémen, a placa do
microscopio, etc. Caso contrario, pode haver uma grande perda da fertilidade do garanhao

por causas iatrogénicas. 2>%’

A anélise do sémen consiste na avaliacdo dos seguintes parametros: cor, volume,
pH, concentracdo espermatica e motilidade individual e morfologia.?>?’ Esta avaliagdo
deve ser feita e registada de forma metddica e completa por uma pessoa experiente de

forma que os resultados sejam de elevada confiabilidade. 2°
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Relativamente a cor, 0 sémen deve apresentar uma cor branca leitosa ou cinzenta
(figura 21-A). Alteracdes de cor podem ser indicativas de alteracdo do estado de salde e
consequentemente, uma diminuicdo da qualidade do sémen, como no caso de urospermia
(sémen de cor amarela e cheiro a urina) hemospermia (cor avermelhada) (figura 21-B) ou
a presenca de material purulento no ejaculado. Um sémen normal apresenta-se turvo,
estando o nivel de turbidez relacionado a concentra¢do espermatica. Quanto mais turvo

se apresentar, maior sera a sua concentragao. 230

Figura 18 - A- sémen com cor normal; B- hemospermia (Autoria prépria).

O volume é determinado, apo6s a filtracdo, através da colocagdo do ejaculado num
copo graduado e feita a leitura ou pesado numa balanca em que cada grama corresponde
a um mililitro. Um volume normal varia entre 50 a 120 ml, sendo que a sua variacdo
depende de varios fatores: a idade (aumenta dos 2 aos 16 anos), raca do garanhdo, estacao
do ano (volumes maiores durante época reprodutiva e volumes menores fora da época
reprodutiva) nimero de vezes que o garanhdo é colhido, tempo de colheita e 0 nUmero de
provocacOes pré-copulatorias (quando em excesso, aumentam a secrecdo das glandulas

sexuais acessorias, aumentando o volume e diminuindo a concentracdo do ejaculado).
26,29,31

A medicdo do pH também € importante, sendo que os valores de referéncia sdo
entre 7,2 e 7,7. Valores acima destes estdo relacionados com um menor nimero de spz
no ejaculado e podem ser indicativos de lesdes inflamatdrias do trato genital masculino,
urospermia ou lubrificante em excesso. Este varia com a estacdo do ano, frequéncia de

recolha e concentragdo espermatica.?6:2%:30
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A medicdo da concentracdo espermatica é importante para determinar o nimero
de spz totais no ejaculado e a consequente preparacdo da dose inseminante. A
concentragio média varia entre 150 a 200 x 10° de spz/ml. Existem varios métodos para
determinar a concentracdo, como a espectrofotometria, contagem em hemocitometro,

NucleoCounter SP-100 e citometria de fluxo.?%:%%

A medicdo da concentracdo através de espectrofotometria (figura 22- A), é o
método mais pratico e mais rapido, no entanto, também é o método menos preciso, pois
ndo consegue diferenciar os spz de outros tipos de células (detritos, material purulento,
sangue ou células germinativas prematuras) levando alteracdo da absorvéncia na sua
presenca. Deve ser feita com sémen puro, tendo especial atencdo a presenca de bolhas de
ar ou de sujidade aquando do enchimento da célula de contagem (figura 22- B), o que
pode também prejudicar a leitura. Ndo deve ser usado quando o sémen apresenta
concentragbes demasiado baixas (< a 100 x10%mL) ou demasiado altas (> 300

XloG/m L).26’29’30

Figura 19- Exemplo de aparelho de medicdo da concentracéo por espectrofotometria; B-
Enchimento correto da célula de contagem. (Autoria prépria)

Na contagem através de hemocitometro, o mais frequente é o uso das camaras de
Burker e de Neubauer modificada. E um método mais demorado, mas muito mais preciso,
sendo que deve ser utilizado em amostras, com concentragdo inferior a 100 x 10%/mL ou
apos a adicdo de diluidores. O NucleoCounter NC-100, incorpora a tecnologia de
fluorescéncia, permite uma contagem rapida, pratica e precisa com amostras pouco

concentradas ou diluidas. As impurezas no ejaculado e outros tipos de células nédo
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interferem com a sua leitura, tendo como desvantagem o elevado custo do aparelho e o

facto de ndo puder ser usado com amostras néo diluidas.?529%

O numero total de spz (obtido através do produto da concentracdo do ejaculado
com o volume) é uma das medidas mais importantes que usada em conjunto com a
avaliacdo da motilidade nos permite saber 0 n° de spz moveis totais e com isso estimar o
n° de éguas que podem ser inseminadas com cada ejaculado obtido e preparar a dose
inseminante correta para cada uma delas. Este depende de varios fatores, incluindo a
sazonalidade, nimero de colheitas, idade, tamanho testicular (estando este altamente
correlacionado com o peso testicular e com o nimero de spz produzidos) existéncia de
doencas reprodutivas, eficiéncia espermatogénica, etc. Este nUmero varia entre 4 a 12
bilides em garanhdes maduros, mas pode ultrapassar os 20 bilides em garanhdes que ndo

realizam colheitas frequentemente. %31

Apbs a colheita do sémen (2 a 5 minutos apds a ejaculacdo) deve ser sempre
adicionado um diluidor, fonte de energia adicional e substratos, de forma a aumentar a
sua longevidade e manutencdo da viabilidade no decorrer da avaliagdo. Uma proporgéo
de diluicdo inicial de sémen/diluente de 1:1 ou de 1:2 é suficiente se 0 sémen ndo for
armazenado por mais de uma a duas horas antes da IA. Podem ser adicionados em caso
de necessidade antibioticos ao diluidor para auxiliar na eliminacdo de bactérias que

possam contaminar o ejaculado durante a colheita. 2262832

Posteriormente, é realizada a avaliacdo da motilidade do sémen (o mais
rapidamente possivel apds a colheita) sendo esta crucial para determinar a viabilidade e
a qualidade dos spz e consequentemente a sua capacidade fertilizante.?>3 Esta medic&o
é imprescindivel para o calculo e preparacdo de uma dose inseminante fértil, de modo a
garantir que é utilizado o nimero adequado de spz (200 e 500x 10° spz moveis

progressivos, para sémen congelado e refrigerado respetivamente).

Esta avaliacio pode ser efetuada de forma objetiva ou subjetiva.?®*® Dado a
importéncia desta analise e havendo alguns autores que defendem uma correlacéo
positiva entre a motilidade e a capacidade de fertilizacao, tém sido desenvolvidas cada
vez mais técnicas de avaliacdo objetiva da motilidade do sémen equino: sistema de
avaliacdo computorizada (CASA), citometria de fluxo, entre outras. 2%2° Os sistemas de

avaliacdo computorizada (CASA) permitem uma analise rapida, automatica e fornecem
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uma série parametros adicionais (percentagem de spz mdveis, percentagem de spz méveis
progressivos, amplitude de deslocamento lateral da cabeca durante 0 movimento para a
frente, velocidade média por segundo e velocidade curvilinea em micrometros por
segundo), sendo bastante util e cada vez mais utilizada para uma avaliacdo pormenorizada
(figura 23). 2°

Figura 20- Avaliacdo da motilidade do sémen de forma objetiva- sistema CASA (Autoria

prépria).

Dado que estes sistemas sdo bastante dispendiosos, na maioria das vezes a
motilidade do sémen é avaliada de modo subjetivo, através da utilizacdo de um
microscopio com platina aquecida a (37°C) (figura 24). Uma gota do sémen é colocada
entre a lamina e a lamela e a observacdo € feita na objetiva de 10x, 20x e 40x. Pode ser
feito com sémen puro ou diluido, sendo que o primeiro apresenta maior tendéncia a
aglutinar, o que pode dificultar a avaliacdo, levando a subestimacgdo ou sobrestimacao por
dificuldade de visualizagdo dos spz individuais por excesso concentragdo. Normalmente,
é feita inicialmente como controlo do efeito potencial do diluidor. E muito importante
utilizar sempre 0 mesmo volume (5 a 10 ul) e com concentragdes semelhantes (25-50x
108 spz/mL) para diminuir a possibilidade de erro na leitura do observador. Devem ser
observados diferentes campos (4 a 6) ao redor do centro da lamina e ter atencdo a

existéncia de bolhas de ar na mesma que podem prejudicar a avaliagéo.?6:2%33
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Figura 21- Avaliagdo da motilidade do sémen de forma subjetiva. (Autoria propria).

Esta avaliacdo permite avaliar a motilidade total, que se caracteriza pela
percentagem de spz moveis (independentemente do tipo de movimento), sendo que a
motilidade progressiva, que € a percentagem de spz mdveis progressivos (que apresentam
movimento répido e linear) e a velocidade dos spz (numa escala arbitraria de 0 a 4, em
que 0 é imdvel e o0 4 é motilidade rapida) sdo muitas vezes mais subjetivas, e raramente
quantificadas na prética clinica. 262%3% Apesar de subjetivo, ¢ 0 método mais utilizado,
tendo um maior grau de fiabilidade quanto maior for a experiéncia do observador em

analise de motilidade espermatica.?®3°

Quando avaliado sémen refrigerado e congelado as limitacGes das técnicas de
avaliacdo da motilidade (microscopia e CASA) tornam-se mais evidentes, uma vez que a
qualidade e o numero de spz para a inseminagdo sdo frequentemente limitados quando

comparado com o sémen fresco.>*

Existem varios fatores que podem influenciar a motilidade espermatica, uns
relacionados diretamente com o garanhdo, como a idade (puberdade e geriatricos), o
estado de salde (processos inflamatorios, febre, processos degenerativos, trauma
testicular), a sazonalidade (no inicio da época reprodutiva geralmente a motilidade é mais
baixa) e causas iatrogénicas associadas a manipulacdo (como o uso excessivo de gel

lubrificante na VA e a temperatura de todos os materiais que contactam com o sémen). 2
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Por ultimo, deve ser realizada a avaliagdo morfoldgica dos spz, sendo estes
classificados como normais e anormais. As formas anormais séo classificadas quanto ao
tipo de anomalia (cabecas soltas, defeitos de cabeca, perda ou anomalia de acrossoma,
gota citoplasmatica proximal e distal, defeitos da peca intermediaria e caudas enroladas
)(Figura 25) sendo que um elevado nimero de anomalias esta associado a subfertilidade
ou até mesmo a infertilidade. 26+ E entfio, um exame (til para avaliar a qualidade do
sémen e pode ajudar na identificacdo de problemas como a inflamacao testicular, stress
térmico, espermatogénese anormal, degeneracdo testicular, visto que todos alteram a

morfologia dos spz. ¥

A avaliacdo é feita em esfregacos de sémen corados (com colorac@es de eosina-
negrosina ou MG Quick, entre outras) e vista a0 microscépio 6tico com uma ampliacao
de 1000x com a objetiva de imersdo em 6leo. Esta avaliacdo também pode ser feita sem
coloracdo, através da imobilizacdo dos spz (diluidos em formol salino ou numa solucéao
de glutearaldeido a 0,2% em solugdo tampao) com recurso a microscopia de contraste de
fases. Estudos indicam que este método reduz a ocorréncia de artefactos visualizados com

frequéncia em laminas coradas. °

Devem ser observados no minimo 100 spz, mas idealmente entre 200 a 300 spz e
registada a sua classificacdo morfologica. A manipulacdo incorreta da amostra pode levar
a alteracBes da morfologia e consequentemente a classificacdo incorreta do ejaculado por
causas iatrogénicas (calor, frio, choque hiposmdtico). As anomalias da cabeca sdo
classificadas como mais incapacitantes a nivel reprodutivo do que as da peca
intermediaria e estas mais graves que as da cauda. Na generalidade dos casos, um
ejaculado é considerado normal se ndo tiver mais que 30% de anomalias nem mais que

10% da mesma anomalia, no entanto, é imprescindivel uma avaliagio caso a caso. 26:2%30

Para uma avaliacdo do sémen mais avancada e pormenorizada, estdo ainda
disponiveis testes de avaliacdo da longevidade, bacteriologia e citologia, teste de inchago
hiposmotico, coloragdo de mortos-vivos e ainda a utilizagdo de tecnologia fluorescente
(estado acrossomal, capacitacéo e integridade do DNA). Apesar da disponibilidade de
maultiplas analises que podem ser feitas ao sémen, é importante referir que a baixa
qualidade do mesmo estd normalmente associada a subfertilidade, mas um sémen de boa

qualidade ndo assegura necessariamente fertilidade. Para esta observacdo contribui o
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facto de ainda ndo haver uma compreensdo completa de todos os elementos necessarios
para que um spz cumpra com sucesso o seu papel de fertilizacdo. No futuro, podera ser
possivel prever a fertilidade do garanhdo com base na sua analise gendémica, o que

facilitara o sucesso dos programas de IA. °

"‘r. ]

.

e

Figura 22- Alteragdes da morfologia dos espermatozoides. A- espermatozoide normal; B-
cabeca destacada; C- cabeca dupla; D e E- anomalia do acrossoma; F- peca intermédia
enrolada; G- peca intermédia dobrada; H- gota citoplasmética distal; I- cauda
enrolada/dobrada (Coloracdo MGQuick ampliagdo 1000x). (Autoria de Bettencourt,
E.M.V., Antunes, L., Goncalves, A.R., Branco, S., Rocha, A.,2018).

2.3. Processamento do sémen

O processamento do sémen inclui a refrigeragdo ou congelacdo, precedido de
centrifugacdo quando necessario. Perante uma amostra que apresente uma concentracao

espermatica demasiado baixa (insuficiente para a preparagdo de uma dose inseminante
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eficaz) e perante um sémen que ndo consegue manter a qualidade apos a refrigeracéo ou
congelacdo (para armazenamento e/ou transporte) a utilizagdo da centrifugacéo pode ser

extremamente benéfica.?*32

A centrifugacéo permite a remocéao do plasma seminal (devendo ser mantida uma
quantidade de plasma seminal de cerca de 5%, aquando da remocéo do sobrenadante) que
posteriormente sera substituido pelo diluidor, permitindo melhorar a motilidade e a
longevidade do sémen.?**2 O objetivo deste processamento é a recupera¢io do maximo
de spz com o minimo de lesbes associadas a centrifugacdo, sendo que esta descrito que a
taxa de recuperacdo de spz com esta técnica é de 75%, estimando-se 25% de perdas

durante o processamento. 24

Pode ainda ser adicionada a este processo uma “almofada”- cushion fluid (figura
26) que € um fluido de alta densidade que funciona como “almofada” que vai amparar os
spz durante a centrifugacdo, permitindo centrifugacdes com maior forca e duracéo, com
menos danos para 0s spz e apresentando taxas de recuperacao de aproximadamente 100%,

sem que ocorra a diminuicio da viabilidade espermatica.?*3?

Um estudo demonstrou que a colheita e subsequente centrifugacdo da fragéo rica

em spz proporcionou melhor qualidade do sémen ap6s a descongelagéo.3®

Figura 23- Tubo de centrifugacéo conico de 50 ml que contém sémen diluido (branco) e o
cushion (*). Apés a centrifugacéo, o sémen desloca-se para a area subrejacente ao cushion.
(=) (adaptado de Brinsko, S. P., Blanchard, T. L., Varner, D. D., Schumacher, J., Love, C.
C., Hinrichs, K., & Hartman, D. 2011).

- 46 -



Apols a preparacdo do sémen e verificado que a amostra apresenta uma
concentracdo normal, ele pode ser refrigerado. O uso de sémen refrigerado é cada vez
mais utilizado de modo a prolongar o tempo de vida til dos spz e possibilitando o seu
transporte. Este método apresenta inimeras vantagens no que diz respeito a0 maneio
reprodutivo, no entanto o processo de refrigeracéo causa lesdes nos spz que obviamente,

condicionam a qualidade do ejaculado.®’

Devido a exposicdo ao frio, estes podem sofrer lesdes de forma direta (por
alteracdo ou rutura da sua estrutura) ou indireta (devido a alteracéo da fungéo celular). A
reducdo rapida de temperatura dos 20°C para 5°C causa danos diretos na membrana
plasmatica, com perda de lipidos da membrana para o meio extracelular e libertacdo de
ibes e moléculas intracelulares, reduzindo o metabolismo celular, que leva a alteracdo dos

padrdes de movimento e culminando com perda de motilidade dos spz. ¥’

De forma a reduzir o impacto do processo de refrigeracdo na membrana dos spz,
tém sido adicionados diluidores com lipoproteinas e fosfolipidos de outras fontes
(provenientes do leite, leite desnatado e produtos de soja, antes do sémen ser
refrigerado).®’

Para além disso, vérios estudos demonstraram uma reducdo significativa dos
danos, quando o processo de refrigeracdo € feito sobre determinadas condicdes
(velocidade vs reducdo temperatura). O estudo indica que dos 37°C aos 19°C pode ser
feita uma refrigeracdo rapida. Seguido de um periodo critico dos 19°C aos 9°C, em que
deve ser garantida uma reducdo lenta de 0,05%minuto, para manutencdo maxima da
viabilidade dos spz. A partir dos 9° e até aos 5°C a refrigeracdo pode voltar a ser feita

rapidamente.®’

A temperatura de armazenamento ideal, que mantém a viabilidade dos spz por 48
horas, situa-se entre os 4°C e os 6°C.%’

Relativamente ao retorno do sémen a temperatura corporal, desde que seja
mantida uma taxa razoavel de aquecimento, hd manutencdo da funcéo celular, sendo

considerada uma fase menos critica que a refrigeragéo. ¥’

Outro processamento ao qual o sémen pode ser submetido € a criopreservacao.

Esta apresenta varias vantagens nomeadamente para a exportagdo, criacdo de uma reserva
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de sémen de garanhdes que sdo usados predominantemente para competicdo, antes de
uma castracdo, no caso do garanhdo sofrer de alguma doenca, preparacdo de uma reserva

genética em caso de morte prematura ou raga em vias de extinggo. 8

E um procedimento que consiste na conservacio de sémen em azoto liquido (-
196°C) por tempo indeterminado. No entanto, apresenta alguns desafios na manutencao
da qualidade do sémen criopreservado, uma vez que quando utilizado em programas de

IA, a fertilidade dos garanh@es ¢ frequentemente comprometida. 3832

Durante a congelacdo e descongelacdo, o sémen pode sofrer diversos danos
celulares vindos de diferentes fontes, tais como: choque térmico até atingir os 0°C,
formacéo de gelo intracelular e extracelular, alteracdes devido a desidratacao (provocada
pela formacdo de gelo extracelular e altas concentracbes de sal); deformacdo da
membrana (inchaco e encolhimento); alteragdes osméticas durante a adi¢do e remocao

dos crioprotetores e toxicidade quimica associada aos mesmos. 323839

A sobrevivéncia celular depende do cumprimento rigoroso das taxas de
refrigeracdo. Para os spz de garanhdes estdo descritas taxas entre -10°C/min e -60°C/min,
dependendo do tipo de crioprotetor utilizado. Taxas de refrigeracdo demasiado rapidas ou
demasiado lentas podem levar a danos irreparaveis nas células. A taxa de aquecimento
depende da taxa de refrigeracao utilizada, sendo que as amostras devem ser aquecidas no

mesmo tempo em que foram arrefecidas.®

O crioprotetor é uma substancia que quando adicionada aos spz antes da sua
criopreservagdo, melhora a sua sobrevivéncia. Existem dois tipos, ndo penetrantes e 0s
penetrantes através da membrana plasmatica, estando descrito uma maior eficacia dos
segundos (como o glicerol, o etilenoglicol, o dimetilsulfoxido e varias amidas). No
entanto, a sua velocidade de penetragdo na membrana plasmatica € mais lenta do que a
agua, induzindo a altera¢des temporarias no tamanho dos spz que podem levar a danos
irreparaveis da membrana (figura 27). Sendo os spz do garanhdo muito sensiveis as
alteracbes osmoticas provocadas pela adicdo e remocdo do glicerol do que outras

espécies, o diluidor de criopreservacio contém apenas entre 4 a 5% de glicerol. °
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Figura 24- Quando uma célula em solugdo isosmotica (a) é colocada em solugdo contendo
glicerol (G) nas concentracGes necessarias para a criopreservacao (b), a agua saira da célula
(seta grande) a uma taxa mais rapida do que o glicerol se move para dentro da célula (seta
pequena) e a célula encolhera (c). A medida que o glicerol entra lentamente na célula e a
Agua volta para dentro da célula mantendo o equilibrio osmético, a célula restabelece o seu

volume original (retirado de Graham, K.J, 2011).

Durante este processamento, € vital que ndo seja ultrapassado o limite maximo de
concentragéo de spz (400 a 800x 10 © de spz/mL) sob o risco de ndo haver diluidor e
espaco suficiente para que as células sejam criopreservadas, com reducao significativa da

sua capacidade fertilizante. 3°

E importante ainda referir que as palhinhas utilizadas para a criopreservagio
(figura 28-A e B) que contém o sémen congelado, quando expostas a diferentes
temperaturas, ndo tém a capacidade de manutencdo da temperatura de criopreservacao,
pelo que estas exposi¢Oes podem levar ao aquecimento das células, o que é suficiente
para causar danos irreparaveis. Assim, quando ha a necessidade de manuseamento, este

deve ser feito o mais rapidamente possivel e 0 menor niimero de vezes. 3
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Figura 25- Processo de congelacdo manual. A- Arrefecimento em azoto liquido B- Colocacéo

das palhinhas no contentor de azoto liquido (Autoria propria).

2.4. Sazonalidade reprodutiva no garanhéao

O garanhdo, assim como a égua, € um reprodutor sazonal, sendo que a sua estacao
reprodutiva estd menos definida do que no caso da égua e por isso, se for devidamente
estimulado, é capaz de se reproduzir ao longo de todo o ano. Ainda assim, a estacdo do
ano influencia notavelmente caracteristicas como o volume seminal, 0 nimero de spz por

ejaculagdo, o nimero de montas por ejaculacio e 0 comportamento sexual.*

O mecanismo regulador da producéo de hormonas € influenciado pelos estimulos
ambientais (duracdo do dia e temperatura) através da secrecdo de melatonina pela

glandula pineal de forma semelhante ao que foi descrito anteriormente para a égua.*°

Esta descrito que o volume seminal é fortemente influenciado pela estacao do ano,
sendo bastante maior durante os meses de primavera/verdo.*>** Num estudo realizado no
Kuwait, isto foi verificado apresentando valores maximos na primavera/verdo.*> No
entanto, num estudo realizado no Egipto foi verificado, que o volume de sémen sem gel

foi superior no inverno e no vero e inferior na primavera e no outono. 43

O numero de montas necessarias para conseguir uma ejaculacéo é maior nos meses
de inverno/outono e o comportamento sexual apresenta-se mais exuberante durante a

estacio reprodutiva. ‘o4
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Esté descrito que o nimero de spz por ejaculado também é afetado pela estacdo
do ano, apresentando uma média de menos 50% de producdo durante a época ndo
reprodutiva. 4>4* No entanto, um estudo realizado em Espanha constatou que o nimero
total de spz num ejaculado foi ligeiramente superior no outono.** Sendo que noutros
estudos realizados no Egipto e em Portugal, este niumero foi significativamente maior na
primavera e verdo.** E ainda noutro estudo realizado no Kuwait, ndo foram registadas

diferencas significativas independentemente da estagdo do ano.*?

Num estudo em Espanha e outro em Portugal, a motilidade progressiva média e a
percentagem média de spz com membranas plasmaticas intactas foram maiores durante
0s meses da primavera, sendo que noutro estudo no Egipto os resultados foram
significativamente superiores no verdo quando comparado com a primavera.**444® Ainda
num outro estudo, realizado no Kuwait, a motilidade apresentou valores elevados e

semelhantes na primavera e verdo.*?

A concentracdo espermatica atingiu valores menores durante o inverno e
superiores no verdo/primavera no estudo realizado no Egipto, sendo que noutros estudos
realizados em Portugal e no Kuwait, os valores mais elevados foram atingidos durante o

outono/inverno. 424345

Num estudo realizado no Egipto, a percentagem de spz com anomalias atingiu
valores superiores no outono e no inverno, atingindo o valor mais baixo na primavera. 3

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos em Portugal e no Kuwait .24

Um estudo realizado na Finlandia, constatou que a fertilidade do sémen
refrigerado ndo foi afetada pelo més de cobricdo, tendo sido os meses avaliados entre

marco a setembro. ¢

As avaliagdes referentes a estes estudos foram feitas em grupo, sendo estes 0s
resultados obtidos com base no valor médio. No entanto, verificou-se uma grande
variabilidade individual, havendo uma necessidade de avaliagdo do garanh&o

individualmente no que diz respeito aos efeitos da sazonalidade na qualidade do sémen.
44,45

Pode ser entdo, bastante interessante selecionar individualmente os garanhdes com

base na sua eficiéncia reprodutiva, levando em consideracdo a estacdo em que cada
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garanhdo atinge seu desempenho reprodutivo maximo. Este € um fator importante a ter
em conta, visto que, os garanhdes geralmente sdo escolhidos com base em caracteristicas
como a morfologia ou o fenétipo apresentando, por isso, uma maior variabilidade nas
caracteristicas do sémen quando comparado com outros machos de outras espécies
(touros por exemplo) uma vez que estes s@o selecionados especificamente com base nas

suas caracteristicas reprodutivas. 444

3. Maneio reprodutivo

Um dos principais pontos que, muitas vezes é negligenciado é a avaliacdo do maneio
reprodutivo praticado. Este deve ser articulado de acordo com as possibilidades em cada

exploracdo e com a facilidade de execucdo das diferentes praticas.

3.1. Seguimento da égua para IA com sémen fresco, refrigerado e
congelado

No seguimento de uma égua para IA e apés a identificacdo de que a égua se
encontra em estro, a previsdo do momento da ovulagédo é essencial e inclui a avaliagdo de
um conjunto de diferentes critérios, visualizados atraves da intensidade dos sinais de cio
€ COm recurso as caracteristicas uterinas e ovaricas avaliadas por palpacdo transretal e por

ecografia.*

Os sinais comportamentais de cio estdo presentes quando a égua se encontra em
estro, sendo que a expressdo destes sinais apresenta uma intensidade maxima a medida
que se aproxima do momento de ovulagdo. Tais sinais incluem: o levantamento e
arqueamento da cauda ou desvio para um dos lados (permitindo a exposi¢do da zona
vulvar); o agachamento da pélvis; membros traseiros ligeiramente abduzidos; miccao
frequente e urina com cor amarela, brilhante e com odor caracteristico; vocalizacao;
orelhas relaxadas; eversdo ritmica dos labios e exposi¢do do clitéris (“piscar”) e

comportamento calmo e submisso relativamente ao garanhao (figura 29)4°2
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Figura 26- A égua apresenta sinais tipicos de estro: agachar-se com a cauda levantada,
urinar e exposic¢do do clitdris. (retirado de Brinsko, S. P., Blanchard, T. L., Varner, D. D.,
Schumacher, J., Love, C. C., Hinrichs, K., & Hartman, D. 2011).

Adicionando a esta informacdo, através da palpacédo transretal, sdo observadas
caracteristicas uterinas e da cérvix como descritas anteriormente durante o estro. Na
palpacdo dos ovarios, € possivel palpar o tamanho e a tonicidade do foliculo pré-
ovulatorio que fica aumentada. A palpacéo do foliculo pré-ovulatério ou na sequéncia de
uma ovulacdo recente nas éguas pode resultar numa resposta dolorosa. J4 0 CL maduro

ndo pode ser detetado por palpagéo. 2

O recurso a ecografia transretal pode auxiliar na previsdo do momento de
ovulacdo, através da avaliacdo do tamanho, forma e a ecogenicidade do fluido folicular
do foliculo dominante, sendo considerado diametro folicular pré-ovulatério quando
atinge mais de 35 milimetros. No entanto, este valor € bastante variavel consoante a raca
(éguas maiores tendem a ovular foliculos maiores e eéguas menores foliculos menores).
Dentro da mesma raca, o tamanho do foliculo na ovulacdo ¢ menor em éguas idosas,
éguas pos-parto, éguas em foi administrado agentes indutores de ovulacdo e em éguas

com a existéncia de foliculos pré-ovulatérios unilaterais duplos. 222347
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Relativamente a forma, 24h antes da ovulacdo, a forma dos foliculos muda de
esférico para mais eliptico, ocorre o desenvolvimento de um &pice normalmente na zona
da fossa de ovulacdo, a parede apresenta um aspeto irregular com aumento da espessura
(serrilhado da granulosa) ocorre uma diminuicao da turgidez e a ecogenicidade do liquido
folicular aumenta ligeiramente (figura 30). **' O grau de edema uterino é uma
caracteristica também a ter em conta, visto que, aumenta progressivamente durante o estro
e diminui 1 a 2 dias antes da ovulacdo (tabelal). A cérvix e o Utero, nesta fase encontram-

se ambos relaxados.*

Figura 27- Imagem ultrassonogréfica de um foliculo pré-ovulatorio tipico (1 dia antes da
ovulacdo), A parede folicular apresenta as bordas espessadas e perda da forma
arredondada. (Retirado de Brinsko, S. P., Blanchard, T. L., Varner, D. D., Schumacher, J.,
Love, C. C., Hinrichs, K., & Hartman, D. 2011).

Pode ainda recorrer-se ao uso da ultrassonografia com o modo Doppler para
prever o momento da ovulacdo, visto que permite o estudo do fluxo sanguineo que estara

aumentado no foliculo pré-ovulatério devido ao seu aumento de vascularizagio.*®

O tempo de sobrevivéncia dos spz no trato reprodutivo da fémea é de 24 a 72
horas, dependendo do processamento do mesmo (fresco, refrigerado, congelado). E de
notar que o ovulo tem um tempo de vida de 18 horas apds a ovulacéo e que o tempo de
capacitacdo dos spz dentro do trato reprodutivo da égua demora cerca 12 horas. >%2
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Face ao exposto, num programa de IA com a utilizacdo de sémen fresco ou refrigerado,
a previsdo da hora de ovulagdo ndo necessita de ser exata, desde que a inseminacgao seja

realizada até 24h a 48h da ovulag&o. >??

A previsdo do momento exato de ovulagdo torna-se muito mais importante quando é
utilizado sémen congelado, visto que este apresenta um tempo médio de vida de 12 a 24
horas no trato reprodutivo da égua, com viabilidade 6tima préxima das 12 horas, sendo
imprescindivel o estadiamento da egua de 4 em 4 horas ou de 6 em 6 horas de forma a

garantir melhores taxas de sucesso. >2

3.2 Préaticas de maneio e manipulacéo do ciclo reprodutivo da égua

Devido ao facto dos equinos serem animais sazonais e a época reprodutiva estar
confinada a um determinado periodo de tempo no ano, foram desenvolvidas préaticas de
maneio e administracdo de hormonas com intuito de antecipar o inicio da época
reprodutiva, garantindo que a égua fica gestante o mais cedo possivel com o menor

nimero de inseminagoes. *°

Como verificado anteriormente, o fotoperiodo tem um grande impacto no inicio
da época reprodutiva, podendo esta ser manipulada artificialmente através da alteracédo
do fotoperiodo natural por exposicdo a programas de luz artificial. Estudos indicam que
14/16 horas de exposicao ao estimulo luminoso, seja artificial ou natural, durante 8 a 10
semanas, sdo necessarios para as éguas iniciarem a atividade ciclica. Os programas mais
comuns sdo a manutencdo diaria e constante de 14/16 horas de luz ou aumentar 30
minutos de exposicdo de luz gradualmente até serem atingidas as 14/16 horas. Estudos
demonstram que os melhores resultados sdo obtidos quando a luz adicional é repartida e
adicionada ao inicio e ao fim do dia ou adicionada toda ao final do dia, mimetizando o

melhor possivel o que acontece naturalmente. 4°

O periodo de transicdo também pode ser antecipado através da administracdo de
hormonas. Uma das hormonas usadas para este efeito € a progesterona, cujo proposito é
a inibicdo da libertacdo de LH. Este efeito € importante porque durante o periodo de

transicdo, a incapacidade de ovulacdo do foliculo dominante deve-se ao facto de nédo
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haver LH suficiente armazenado. Assim, durante a administragdo de progesterona, ocorre
a inibicdo da libertacdo de LH, proporcionando tempo suficiente para que ocorra a
producdo e armazenamento desta hormona em quantidade necessaria para induzir a
maturacdo do foliculo e sua posterior ovulacdo, que ocorrerd 15 dias apds o término do
tratamento. Este método € eficiente apenas em éguas em periodos de transicdo tardios.
Neste periodo, também € possivel o uso de hCG, mas existem poucos estudos feitos nesse

sentido, dado que nesta fase ndo é garantido que um foliculo pré-ovulatério ovule em 48h.
10,49

Em periodo de anestro, € possivel a administragdo de GnRH ou dos seus anélogos,
de forma a potenciar o crescimento folicular e a ovulagédo, sendo mais eficaz no periodo
final de anestro (quando o periodo de duracdo do dia e o diametro do foliculo séo
maiores). Os programas de administracdo pulsatil apresentam resultados superiores aos
programas de administracdo continua. Estudos demonstram que quando combinado com
hCG, podem ter resultados positivos. 1%*° E ainda possivel o uso de antagonistas dos
recetores de D2 dopamina para acelerar a saida do anestro sazonal, estando descrito a
administracdo diaria de domperidona ou sulpirida, com resultados positivos na
antecipacdo da ovulacdo. Nesta fase de transicao, a ovulacao é induzida apés 12 a 22 dias
de tratamento, sendo que em anestro sdo necessarios 50 a 60 dias de tratamento, com

melhores respostas quando aplicado juntamente com programas de iluminacdo artificial.
10

Durante a época reprodutiva, de modo a aumentar as taxas de fertilidade e do
consequente sucesso do programa reprodutivo, esta estudado que a ovulacdo devera
ocorrer dentro de 24 a 48 horas ap6s a inseminac¢do. Quando se esta a controlar um
namero elevado de éguas é extremamente Util a administracdo de hormonas para induzir
a ovulacdo em éguas ciclicas, garantindo que ocorre naquele periodo pds- inseminacao,
minimizando o n° de observagdes e 0 n° de inseminacdes. Este facto passa a ter ainda
mais importancia quando utilizados garanhdes subférteis ou sémen congelado, visto que
devemos garantir que a IA deve ser realizada o mais proximo possivel da ovulagéo. Para
este efeito, pode ser usada a administracdo de hCG para induzir a ovulacéo de foliculos
pré-ovulatorios de grandes dimensdes, sendo o seu efeito mais eficaz quando usado no 2°
e 3° dia do estro, nos primeiros meses da época reprodutiva e quando administrado por

injecéo intravenosa (1V). Com uma resposta semelhante a hCG, pode ser usado também

-56-



o reLH (LH recombinante equino). Sendo também muito frequente para este efeito a
administracdo de analogos de GnRH, como a triptorrelina e a deslorelina, que apresentam
um periodo de vida mais longo que a GnRH exogena e sdo altamente bem sucedidos a

induzir a ovulagdo em éguas ciclicas.*®

A administracdo de hormonas pode ser usada também para auxiliar na
sincronizacdo do estro numa égua ou em grupos de éguas ciclicas. Na presenca de um
CL, pode ser administrado PGF2q, para reduzir o tempo de vida atil do CL, induzindo o
estro (em 2 a 4 dias) e consequentemente uma ovulacdo mais rapidamente (em 7 a 12
dias). Fator importante a ter em conta na presenca de um CL € saber h4 quanto tempo o
CL se desenvolveu, visto que sé a partir do quinto dia de vida Gtil do CL é que este passa

a ser responsivo a PGFz. , induzindo assim a lutedlise.*

Outra hormona que pode ser usada para sincronizacao € a progesterona ou 0s seus
analogos. Quando administrada durante um periodo de 14 a 15 dias, bloqueia a libertacédo
de LH pela hipdfise, blogqueando assim a ovula¢do, mas permitindo a regresséo do CL.
Quando a administracdo de progestagénios é terminada as éguas retornam ao estro e

ovulam. #°

4. Como avaliar a eficacia e eficiéncia de um programa de 1A

A avaliacdo de um programa de IA ¢ feita recorrendo a medicdo de parametros
(taxas) que permitam verificar a eficiéncia e/ou eficacia reprodutiva. Em racas de puro-
sangue os parametros sdo frequentemente medidos por ciclo éstrico ou por época

reprodutiva (tabela 1).505!

Quando as taxas sdo calculadas para a época reprodutiva é avaliada a eficacia
global de alcancar o resultado pretendido, ndo tendo em conta o0 nimero de IA que foram

necessarias para atingir esse resultado.’%°!

Por outro lado, quando as taxas sdo calculadas por ciclo éstrico é medida a
eficiéncia de alcancar o resultado, sendo esta particularmente importante quando o
objetivo reprodutivo é um poldro/por égua/por ano.>® Quanto maior a eficiéncia, mais

cedo os poldros vdo nascer durante a época aumentando assim o seu valor comercial,
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reduzindo simultaneamente também o custo associado ao maneio veterinario, por

necessidade de um menor nimero de intervengdes. >

Tabela 2- Pardmetros de avaliacdo da eficiéncia e eficacia reprodutiva. Adaptado de Nath,

L. C. (2011)

PARAMETROS

Taxa de gestacao (geralmente calculada
aos 14, 21, 45 dias)

Taxa de gestacao por ciclo

Taxa de gestacéo ao 1°cio

Taxa de fertilidade ao parto

Taxa de mortalidade

embrionaria precoce

Taxa de nados mortos

Taxa de aborto

N° de inseminacdes ou cobrigcdes por
gestacdo (IA’s por gestacdo)

Ciclos por gestacao

Servicos por ciclo

DESCRICAO

Numero (n° de éguas gestantes /n° de
éguas inseminadas ou cobertas para uma
determinada data (* 100)

n® de éguas gestantes num ciclo/ n° de
éguas inseminadas ou cobertas em cada
ciclo (* 100)

n° de éguas gestantes no 1°cio/ n° de éguas
inseminadas ou cobertas no 1°cio(* 100)
n® de éguas paridas/ n° de éguas
inseminadas ou cobertas ( *100)

n® de embriGes absorvidos antes dos 40
dias de gestacdo/ n° de embrides totais (*
100)

n° de poldros nascidos mortos/ n° de

poldros nascidos totais (* 100)

n° abortos/ n° de éguas gestantes (* 100)

n° de inseminagcbes ou cobricdes por
gestacdo positiva até diagnostico

n°® médio de ciclos éstricos seguidos por
gestacgdo positiva

n° de 1As ou cobricGes por ciclo éstrico
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De todos estes parametros, a taxa de gestacdo por ciclo e o nimero de cobri¢oes
ou inseminagOes por gestacdo sdo considerados oS parametros mais relevantes para
avaliar um programa de IA. ! A taxa de gestacao por ciclo reflete a verdadeira fertilidade
da égua e do garanhdo, visto que tem em conta o nimero de IAs por gestacdo.’>*? Neste
contexto na avaliacdo da fertilidade individual de um garanh&o, esta é mais valiosa no

fornecimento de informacdes do que a taxa de gestagdo por época. >*

A taxa de gestacdo por época, ndo tem em conta o nimero de 1As/ciclos em que a
égua foi inseminada até um diagndstico de gestacdo positivo e por isso, esta pode ser
muito melhorada através do trabalho do MV ao longo da época, podendo mascarar casos

de subfertilidade.>1%2

A taxa de fertilidade ao parto, € uma medida importante a ter em conta, visto que,

engloba as perdas gestacionais sendo a mais representativa a nivel econémico. 2

A taxa de gestagdo ao 1°cio, é normalmente mais alta do que a taxa global de
gestacdo, isto ocorre porque a grande maioria das éguas mais férteis ficam gestantes logo
na primeira inseminacao, sendo que s6 as eguas menos férteis precisaram de um maior
namero de IAs. Neste contexto, as éguas podem ser consideradas ligeiramente menos
férteis em cada ciclo subsequente, pois exigem maior nimero de inseminacbes para

ficarem gestantes.>

A eficiéncia reprodutiva tem vindo a melhorar ao longo dos anos, devido ao facto
do maneio veterinario de éguas e garanhBes estar em constante evolugdo. Um estudo no
Reino Unido refere uma evolugéo crescente de 13% na taxa de gestacdo aos 14 dias por
ciclo, do ano 1982 para 2002. °* Na Australia e Nova Zelandia foi relatado um aumento

de 15% entre os anos 80 e a atualidade.®®

Num estudo, a taxa de fertilidade ao parto foi de 68%, a taxa de gestacao por ciclo
foi de 55,3 % para éguas problema e 61,4% para éguas paridas. > Estudos realizados no
Reino Unido e na Suécia relataram que 78,5% de todas as gestacdes confirmadas ao dia
15 resultaram em poldros vivos. ** Num outro estudo na Finlandia, foram obtidas taxas
de gestacdo por ciclo de 47%, taxa de gestacdo por época de 80%, taxa de fertilidade ao

parto foi de 65,9%, taxa de gestacdo ao 1°cio inferior a 50%. 53
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Num estudo realizado na Noruega, a taxa de fertilidade ao parto foi de 74,3%, a
taxa de gestacdo por época foi de 79,0%, taxa de fertilidade no 1°cio de 47%, taxa de
fertilidade no 2°cio foi de 46,3%.>

Num estudo no Reino Unido, foi verificado taxas de gestacdo ao 15°dia por ciclo
de 59,92 % que diminui para 53,69% quando registado no dia 35. >

5. Descricéo de fatores com potencial impacto num programa de 1A
5.1. Fatores relacionados com a égua

5.1.1. Epoca do ano

Um estudo realizado no Reino Unido, verificou uma taxa global de gestacédo por

ciclo superior em maio (62,7%) do que em junho e julho combinados (52,6%).

Num outro estudo realizado no Iraque, a maior taxa de gestacdo foi obtida na
primavera (30,13%) nas estacdes de outono e verdo foram obtidos resultados semelhantes
(24,65% e 23,28% respetivamente) tendo sido no inverno que foram atingidos os valores
mais baixos (21,91%). Relativamente aos meses em questdo, foi em agosto e outubro que
a percentagem de éguas gestantes foi superior (13,96% em ambos) seguida de marco
(12,32%) depois de janeiro (10,95%) fevereiro, abril e setembro com igual percentagem
de éguas gestantes (8,21%) tendo sido registado em julho, novembro e dezembro os

valores mais baixos de fertilidade (2,73% para todos).>’

Um estudo realizado em Franca, constatou que inseminacGes precoces no ano
favoreceram a fertilidade (marco), no entanto, inseminagdes demasiado precoces
(janeiro-fevereiro) ndo obtiveram essa vantagem pelo facto das éguas ainda estarem em
transicdo, visto que todas as inseminag6es foram feitas pré-ovulacao onde o risco de ndo
ocorrer ovulacdo em épocas de transicdo € elevada. Tendo sido, no outono que foram

registados os desempenhos reprodutivos mais baixos.*

5.1.2. ldade da égua

Num programa de IA, outro fator a ter em conta € a idade das éguas, 0 que pode

afetar a eficiéncia reprodutiva. A atividade reprodutiva inicia-se na puberdade, com inicio
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dos ciclos éstricos, entre os 10 e 0s 36 meses de idade, correspondendo ao grupo de éguas
nuliparas (éguas que vao iniciar a sua vida reprodutiva).>*® Esta descrito que a fertilidade
da égua aumenta da puberdade até aos 5 anos de idade, ocorrendo um periodo de

estabilizacio entre 0s 6 e 0s 15 anos, sequido por um declinio até a senescéncia.®°

De acordo com a literatura, a eficiéncia reprodutiva € menor em animais mais
velhos e a animais muito jovens, ndo havendo uma idade precisa a partir da qual ocorre
uma reducdo significativa da fertilidade. Alguns autores definem essa reducéo a partir
dos 15-16 anos, outros a partir dos 12 anos e ainda outros defendem a redugéo da
fertilidade a partir dos 10 anos de idade.®

Outros estudos demonstraram que éguas jovens (2 a 5 anos) antecipam o periodo
de anestro quando comparado com éguas mais velhas (> 10 anos), sendo estas mais
propensas a exibir atividade reprodutiva continua durante a estacdo nao reprodutiva. Uma
das razbes apresentadas para este facto prende-se com o facto de as éguas mais velhas
apresentarem uma condicdo corporal superior e por conseguinte, concentracdes mais

elevadas de leptina circulante, o que afeta a sua sazonalidade. %

Existe uma correlacdo negativa entre o0 avango da idade das éguas e a eficiéncia
reprodutiva. A medida em que, as éguas se aproximam da faixa etaria de 12 a 14 anos,
observa-se uma reducéo na fertilidade dentro da populacio equina.®*® Um estudo, onde
foi utilizado a transferéncia de embrides obteve em égua jovens (6-10 anos) taxas de

gestacdo muito superiores (83%) do que com animais mais velhos (20-26 anos) (19%).5?

Outros estudos demonstraram que o0s parametros de eficiéncia reprodutiva
avaliados, como namero de IA/Ciclo, numero de 1A/ciclo gestante e o niamero de 1A/Ciclo
vazio, foram semelhantes nos grupos de éguas de todas as idades. No entanto, 0 nUmero

de ciclos por concecao foi superior no grupo de éguas entre os 15 e os 19 anos. &

Apesar de muitas éguas ainda apresentarem ciclicidade reprodutiva apds os 20
anos, esta descrito em estudos que é a partir desta idade que o processo de senescéncia €
mais evidente, caracterizando-se pelo alongamento da fase folicular e o crescimento mais

lento do foliculo pré-ovulatorio.5063

-61-



5.1.3. Tipo decio

A limitada época reprodutiva e a longa duracdo da gestacdo das éguas (tempo
médio de 335 a 340 dias) fazem com que o objetivo reprodutivo de um poldro por égua
por ano, sO seja alcancéavel perante a existéncia de uma nova conce¢do numa janela
temporal de 25 a 30 dias pos-parto. Este objetivo exerce uma pressdo consideravel para
que a reproducdo da égua ocorra o mais rapido possivel apds o parto, tornando muito
atrativo a utilizagcdo do cio do poldro na préatica do maneio reprodutivo reproducao

equ ina 64,65,66

O cio do poldro é definido como o primeiro estro apds o parto, que ocorre 5 a 12
dias depois do parto na grande maioria das éguas, sendo que a ovulagdo ocorre geralmente
entre 9 a 20 dias pds-parto.+®6566:67

O sucesso e a utilizagdo do cio do poldro em relagdo aos cios subsequentes tém
sido objeto de divergéncia entre investigadores.%® Alguns autores defendem que a
utilizacdo deste cio tem inGmeras vantagens, tais como: reducdo da probabilidade de
entrada em anestro apos a ovulacdo do cio do poldro para éguas que parem no inicio do
ano, 0 que aumentaria o intervalo entre o parto e a concecao; evitar o atraso na data do
parto do ano seguinte e taxas de gestacdo por época frequentemente semelhantes entre
éguas inseminadas no cio do poldro ou no cio seguinte. Outros autores evitam a sua
utilizacdo com base nas seguintes desvantagens: taxas de gestacdo inferiores e maior

probabilidade de perdas de gestacio.®

Devido a grande proximidade com o momento do parto, estd descrito que a
utilizacdo deste cio apresenta uma taxa de gestacdo 10 a 20% mais baixa e uma taxa de

morte embrionaria precoce superior do que quando utilizado o cio seguinte. 9656667

A taxa de sucesso da utilizacdo do cio do poldro depende da rapida involugédo
uterina (remodelacg&o tecidual, contratilidade uterina, reducéo do tamanho e do contetdo
de fluidos).**® Existem alguns métodos que podem auxiliar na aceleragdo da involugio
uterina, tais como: lavagens uterinas repetidas durante a primeira semana apés o parto; a
administracdo de ocitocina nos primeiros 10 dias apés o parto (promovendo a

contratilidade uterina e a expulsao de liquido intrauterino) e administragdo de hormonas,
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sendo que nenhuma delas garante uma reducgdo significativa da taxa de involugéo

uterina.*®

Tendo isso em conta, a melhor forma para melhorar as taxas de sucesso utilizando
o cio do poldro é esperar para que a involucdo uterina esteja completa. Esta pode ser feita
de trés formas: atrasar o cio do poldro, diminuir o intervalo entre o cio do poldro e o cio
seguinte e a sua utilizacdo sem qualquer tratamento, mas atrasando a IA dentro do periodo

de cio do poldro.%®

Para atrasar o cio do poldro, pode ser feita uma terapia com progesterona durante
8 a 15 dias ap6s o parto, sendo também utilizada a combinacdo de progesterona com
estradiol-17. Muitos autores desaconselham a administracdo de progesterona em éguas
com risco de desenvolvimento de infeces uterinas (muito perto do periodo pds-parto)
porque a progesterona reduz a capacidade do Gtero de atrair neutrdfilos, comprometendo
a capacidade de prevenir eventuais infecdes, ndo sendo recomendado para éguas que

apresentem complicacdes no parto. &

Para diminuir o intervalo entre o cio do poldro e o cio seguinte, deve ser

administrado PGF2 5 a 7 dias apds a ovulagio do cio do poldro. 4°

E importante referir que muitos autores defendem que o melhor maneio para a
utilizacdo do cio do poldro € a sua utilizacdo na auséncia de qualquer tratamento,
atrasando a data da A dentro do periodo do cio do poldro. ®* Estando descrito na literatura
que éguas que ovulam 10-11 dias ap6s o parto (ovulacdo mais tardia) apresentam taxas
de sucesso superiores quando comparado com éguas que ovulam precocemente (< 10

dias) dentro do cio do poldro.*

A maioria dos autores descrevem resultados inferiores com a utilizacéo do cio do
poldro, sendo que em éguas mais novas a diminuicdo da fertilidade é menos

pronunciada.%8 701

Relativamente a perda embrionaria quando utilizado o cio do poldro, os dados
também sdo contraditorios, havendo alguns estudos que ndo encontram diferencas
independentemente do cio utilizado e outros que relatam maior perda com a utiliza¢éo do

cio do poldro.”
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Apesar da maior parte dos estudos relatar menores taxas de gestacdo quando utilizado
o0 cio do poldro, estas taxas podem ser suficientemente altas para justificar a colocar a

égua a reproducéo neste cio.®

Contradizendo os estudos anteriores, existem ainda estudos que relatam taxas de
fertilidade muito semelhantes, independentemente do uso do cio do poldro ou os cios
seguintes e ainda outros que relatam maior taxa de sucesso com utilizacdo do cio do

poldro.”3"

E importante ainda mencionar que tudo o que foi descrito anteriormente se refere a
éguas com parto normal. Eguas com problemas no parto (distocia ou retencdo de
membranas fetais) apresentam uma involugdo uterina retardada, ndo sendo boas

candidatas para a utilizagdo do cio do poldro.

5.1.4. Estado reprodutivo

O estado reprodutivo da égua no inicio da época, é um fator importante que pode
influenciar a fertilidade.”™ A gestdo reprodutiva e 0 maneio das éguas, consoante o seu
estado reprodutivo, vai influenciar fortemente as taxas de gestacdo passiveis de ser

alcancadas.’

O estado reprodutivo das éguas pode ser definido por nulipara, parida ou em

lactacéo e alfeira. >

Uma égua nulipara € uma égua virgem que nunca foi colocada a cobricdo
anteriormente. Normalmente corresponde a um grupo de éguas jovens, no entanto, este
grupo também pode englobar éguas mais velhas nunca colocadas a reprodugdo que

ingressaram em programas de reproducéo apos o final da carreira desportiva.®!

Uma égua parida ou em lactacdo é uma égua que pariu recentemente um poldro
resultante de uma cobricdo bem-sucedida na época anterior. Elevadas taxas de gestacao

por ciclo sdo esperadas neste grupo, devido ao seu historico reprodutivo favoravel. 5

As éguas alfeiras sdo éguas que foram cobertas na época anterior, mas que nao
ficaram gestantes, nestas estdo incluidas éguas que sofreram uma perda embrionéaria ou

que abortaram (éguas problema) e portanto, é esperado taxas de gestacdo mais baixas por
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ciclo, contudo as taxas de gestacdo por época podem apresentar resultados superiores,
visto que englobam todas as tentativas que foram feitas durante toda a época.>!

Varios estudos identificaram as éguas nuliparas e as paridas como as mais férteis
de um grupo de éguas reprodutoras e éguas alfeiras como as éguas com menos

probabilidade de produzir poldros saudaveis.

Varios autores que obtiveram menores taxas de fertilidade em grupos de éguas
nuliparas quando comparado com o0s restantes grupos, verificaram que 0 mesmo
apresentava uma grande percentagem de éguas mais velhas e em fim de carreira

desportiva. 587

Num estudo no Reino Unido, foi verificado uma maior taxa de morte embrionaria
em éguas paridas do que em éguas nuliparas, embora as taxas de gestacdo finais tenham
sido semelhantes entre os grupos de éguas com estados reprodutivos diferentes. Equas
paridas apresentaram ainda uma menor percentagem de ovulagdes duplas do que éguas

alfeiras.”®

5.1.5. Lado e tipo de ovulacdo

A frequéncia do lado em que ocorre a ovulagdo em éguas nao esta bem esclarecida,

mas pode envolver o efeito da idade ou estado reprodutivo da égua. ’’

Num estudo onde foi avaliado as desigualdades no lado da ovulagdo, constatou-
se que a ovulacdo correu com maior frequéncia no ovario esquerdo (61%) do que no
ovario direito (39%) em éguas nuliparas. Em éguas paridas e alfeiras a frequéncia do lado
de ovulagéo foi igual em ambos os ovarios. ’’ Relativamente as ovulacdes duplas estas
acorreram com maior frequéncia em éguas alfeiras do que em éguas paridas. As taxas de
gestacdo foram superiores para ovulacdes duplas, com 0 a 2 dias de intervalo entre ambas

(84%) do que para ovulagBes singulares (54%). ’

Num estudo realizado no Reino Unido, foram registadas ovulagfes unilaterais em
85,7% das ovulagdes, sendo que 14,3% foram ovulagOes duplas, das quais 10%

(bilaterais) e 4,3% (unilaterais). *°
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Noutro estudo realizado no Reino Unido, os resultados obtidos indicaram uma
incidéncia semelhante na ocorréncia de ovulagdo do lado direito (49,5%) e do lado
esquerdo (50,5%). Foram registadas ovulacfes duplas em 22,4% dos ciclos éstricos, das
quais 57,2% foram bilaterais e 42,8% unilaterais. A idade ndo afetou o lado em que ocorre
a ovulagédo, mas foi verificado uma menor percentagem (15%) de ovulacfes duplas em
éguas jovens (3-5 anos) com valor crescente associado ao aumento da idade, atingindo

valores maximos (35,1%) no grupo de éguas mais velhas (18-22 anos). '8

Noutros estudos realizados nos EUA e no Irdo, também ndo foram verificadas

alteracdes significativas na frequéncia de ovulacdo relativamente ao lado de ovulagéo.
79,113

5.1.6. Endometrite

A maioria dos problemas de infertilidade nas éguas sdo complexos e multifatoriais.
Estes fatores isolados ou em combinacdo podem levar a infertilidade. Todos os anos
existem éguas que nao ficam gestantes de um ano para o outro, sendo que, essa falha
representa uma perda econémica e genética significativa para a inddstria equestre.®’
Existem trés tipos de égua problema (éguas subférteis): as éguas que ndo entram em ciclo
éstrico; as éguas que apresentam um estro regular, mas que nao ficam gestantes; as éguas
que apresentam ciclo regular, ficam gestantes, mas sofrem de morte embrionaria precoce.
Em muitos estudos, a endometrite tem sido descrita como a causa mais frequente para o

desenvolvimento das duas dltimas condiges.®’

A endometrite € uma inflamacdo aguda que envolve o endométrio. Sdo fatores
predisponentes ao seu desenvolvimento: o parto, os exames reprodutivos (devido a
manipulacdo mesmo quando respeitadas todas as condic¢des higiénicas), a A ou a monta
natural (como resposta ao sémen) e por auto contaminagdo (em caso de ma conformacao
do perineo com valores de indice de Caslick superiores a 150 aumentando a probabilidade
de contaminacéo por fezes, uma ma coaptacao dos labios vulvares e falta de integridade

da barreira vestibulo-vaginal).2

Apbs a |A ou monta natural, é desencadeada uma resposta inflamatéria transitéria
ao sémen, caracterizada pela ativacao dos mecanismos de defesa, recrutamento de células

polimorfonucleares (PMNS), libertagdo de prostaglandinas e aumento da contratilidade
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uterina, de forma a tentar eliminar bactérias e excesso de spz introduzidos no Utero. Este
processo € um mecanismo natural do corpo e é designado de endometrite fisiologica apds
cobricdo/inseminacao, que em éguas saudaveis apresenta uma duracdo maxima de 48
horas, tendo o seu pico cerca de 6-12 horas apds a inseminacéo. 88182 Apos a ovulacio e
fecundacao o embrido demora entre 5-6 dias a chegar ao Utero. Assim, o endomeétrio deve
estar completamente livre de inflamacéo até 96h apds a ovulacdo de forma a maximizar

a possibilidade de sobrevivéncia do embrido. 8

Eguas que apresentam uma resposta imunoldgica deficiente e mecanismos fisicos
de defesa contra a infecdo comprometidos (éguas suscetiveis) ndo conseguem resolver a
inflamacao fisioldgica induzida em menos de 48 horas, permitindo o desenvolvimento de
uma endometrite persistente pds-cobri¢do/inseminacio (EPPC).8283 Esta é descrita como
a 3% condicdo médica mais frequente em éguas adultas, sendo que, estudos referem que
10-15% das éguas so suscetiveis ao desenvolvimento de EPPC.8283

A presenca de liquido intrauterino identificado por ecografia é sugestiva de
endometrite, no entanto, algumas éguas ndo apresentam liquido, mas podem apresentar
PMNs e outras apresentam liquido na auséncia de PMNs.8 O diagndstico de endometrite
envolve uma abordagem multimodal em conjunto com a avaliacdo da sua historia clinica,
sendo a cultura microbiana endometrial, a citologia e a biopsia as técnicas mais

frequentemente usadas.®

Tem sido estabelecida uma relacdo muito forte entre o desenvolvimento de EPPC
e um conjunto de condi¢bes da égua (como a idade, a conformacdo perineal, a
contratilidade uterina, a competéncia cervical e posi¢édo do Utero), levando a manutencéao
de excesso de liquido intrauterino, a neutrofilia persistente e a producéo prolongada de
citocinas pré-inflamatorias. Sendo todas estas substancias embriotoxicas, comprometem
0 estabelecimento de uma gestacédo, assim como o desenvolvimento de infecdo bacteriana

concomitante (endometrite infeciosa).8883

Estudos demonstraram que a atividade mioelétrica, que indica o aumento das
contragdes uterinas observado em éguas saudaveis apos a inseminacdo, ocorre em média
2 horas mais tarde em éguas suscetiveis. Estas sdo frequentemente éguas mais velhas e
multiparas, que apresentam varios fatores predisponentes, nomeadamente defeitos

anatomicos ou degenerativos, conformagcdo ou alteracdo adquirida dos Orgéos
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reprodutivos internos e externos. Tendo sido descrito por diversos autores taxas de

mortalidade embrionaria precoce 3 vezes superiores em éguas com endometrite. 882

No entanto, estudos demonstram que a idade média das éguas saudaveis (14 anos)
e éguas suscetiveis (16 anos) ndo é significativamente diferente, sendo que a falha no

relaxamento cervical foi encontrada em ambas.8284

A 1A realizada mais de 12 horas apds a ovulagdo também pode predispor ao
desenvolvimento de EPPC, devido ao aumento dos niveis de progesterona que reduzem

as defesas uterinas.

Quando a inflamacdo se prolonga por véarias semanas, passa a designar-se
endometrite cronica, podendo levar a uma condicdo fibrotica grave, progressiva e
irreversivel no endométrio da égua. A presenca de linfocitos e células plasmaticas de
forma prolongada contribui para o desenvolvimento de alteracGes degenerativas cronicas,
induzindo luteolise prematura e resultando numa perda embrionéria, devido ao aumento
nas concentracdes de PGF2q e subsequente deficiéncia em progesterona. 8° Quando esta

condicao se mantém por anos, passa a designar-se endometrose. 84

5.1.7. Consanguinidade

Um animal é considerado consanguineo quando é descendente de dois parentes que
possuem uma relacdo de parentesco. Através da consanguinidade, ao longo de geracdes,
0 nimero de individuos heterozigotos diminui, a medida que o nimero de homozigotos
aumenta, resultando em uma populagdo mais homogénea que tende a ser
predominantemente homozigética. Animais consanguineos sdo caracterizados por uma

maior prevaléncia de pares de genes homozigoticos.

Sendo a raca Puro Sangue Lusitano uma raca de populagdo fechada, o nimero de
animais inscritos no livro genealégico € limitado, sendo que foi observado um aumento
no coeficiente de consanguinidade desde o encerramento do livro geneal6gico em 1989.8
O facto de ndo ser permitida a utilizacdo de animais néo registados no livro genealdgico
como reprodutores, provocou uma diminui¢do significativa no tamanho efetivo da
populacdo, aumentando o nimero de acasalamentos de animais com uma relacdo de

parentesco, sendo a principal causa do aumento das taxas de endogamia.®” Nos Gltimos
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anos, os valores médios de consanguinidade na populacdo de Puro Sangue Lusitano
variaram entre 9% e 10%.% No entanto, a utilizagcdo de um maior niimero de garanhdes

em relacdo ao nimero de fémeas na populacéo tem ajudado a controlar este valor.8®

A grande maioria dos acasalamentos sdo selecionados com base no desempenho
desportivo e caracteristicas morfoldgicas, sem ter em conta a fertilidade como critério de
selecdo, desvalorizando a alta sensibilidade das caracteristicas reprodutivas a altos niveis

de consanguinidade.®’

Esté descrito que a endogamia excessiva esta associada ao aumento da retencdo
de placenta em éguas.®® Num estudo em que foi utilizada uma combinacio de analise
gendémica de alto rendimento e estimativas genéticas de fertilidade, os resultados
demonstraram uma correlacdo forte e negativa entre a homozigosidade gendmica e a
fertilidade. 8" Noutro estudo, verificou-se que altos niveis de endogamia apresentam uma
correlacdo positiva com o aumento da perda gestacional no meio e no final da gestacdo
(desde o 70° dia de gestacdo até 24h ap0s o parto) ja que no concerne a perdas gestacionais
no inicio da gestacdo, ndo foram associadas a uma diferenca significativa nas métricas de

endogamia. &

Num estudo, a quantidade de descendentes diminuiu entre 0,5 a 1% para
coeficientes crescentes de 1% de endogamia. 8

5.2. Fatores relacionados com o garanhéo

5.2.1. Parametros sazonais

Apesar de haver varios estudos que tentam relacionar os caracteres seminais com
a fertilidade, sabe-se hoje que um Unico parametro ndo pode ser relacionado com a
fertilidade. Nesta tentativa diversos estudos verificaram que o aumento da motilidade
total do sémen e da sua velocidade, estava associado a um aumento da taxa de gestacdo
tanto por ciclo como por época e 0 aumento da percentagem de anomalias morfologicas
foi associada a sua diminuigdo. 8% Relativamente & avaliagio da motilidade progressiva
do sémen, como meio de avaliacdo de fertilidade dos garanhdes, apenas quando avaliadas

para a taxa de gestacdo no cio do poldro se conseguiu discriminar grupos de alta, média
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ou baixa fertilidade, demonstrando assim a dificuldade de relacionar caracteres de forma
individualizada com a fertilidade.®°

5.2.2. Processamento do sémen

Diversos estudos compararam a fertilidade do sémen fresco, refrigerado e congelado,
tendo sido obtidos resultados de fertilidade superiores quando a IA foi realizada com

sémen fresco 51,54,58,76,89,91

Outros autores, compararam a fertilidade por ciclo do semen refrigerado com o sémen
congelado, sendo que foram obtidos resultados semelhantes para ambos, 59,4% e 51,3%
, respetivamente. Quando avaliada a fertilidade por época ndo foram encontradas
diferencas significativas, entre os dois tipos de sémen sendo que neste estudo o sémen
fresco ndo foi avaliado.®? Outros estudos, relatam taxas de fertilidade significativamente

superiores para o0 sémen refrigerado quando comparado com o sémen congelado. 5%

Outro estudo, onde se avaliou a fertilidade do sémen refrigerado, relatou uma taxa de
gestacdo média por ciclo de 48%, a baixa taxa de sucesso foi associada a outras causas
secundarias que possam prejudicar o sémen e ndo a alteracdo da temperatura de
refrigeragdo, sendo que os garanhdes ndo foram selecionados com base nas suas

caracteristicas reprodutivas.®®

5.2.3. ldade do garanhéo

Assim como nas éguas, a atividade reprodutiva nos garanhdes inicia-se na
puberdade, estendendo-se ao longo de toda a vida. A partir dos 3 anos, a maioria dos
animais ja atingiu a puberdade e é capaz de cobrir éguas, no entanto, a sua capacidade de
producdo de spz é limitada. A idade em que o animal é capaz de produzir spz em nimero
suficiente para cobrir um conjunto maior de éguas ocorre geralmente a partir dos 5 anos

de idade.*®

Diversos estudos constataram que os garanhdes mais férteis tinham idades entre
0s 5 e 0s 8 anos, sendo que ocorre uma reducdo significativa, mas lenta da fertilidade do

garanh@o com o aumento da idade, sobretudo a reducdo da qualidade do sémen, a partir
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dos 20 até aos 29 anos. Ao contrario das éguas 0s garanhGes amadureciam mais tarde,

mas também envelheciam mais tarde e mais lentamente,36:40.58.94

A medida que o garanhdo vai envelhecendo, a concentracdo de sémen por
ejaculado tendo a diminuir, o volume do ejaculado e a motilidade dos spz tendem a
apresentar niveis mais baixos, verificando-se 0 mesmo em garanh8es muito jovens. Foi
constatado que a concentracdo espermatica maxima foi verificada na faixa etaria entre os
10 e os 14 anos e a minima em garanhdes entre os 20 e 0s 26 anos.** Noutro estudo, os
valores de concentragdo superiores foram obtidos nos garanhdes mais jovens (entre os 4

e 0s 6 anos). 42

A idade do macho é uma das principais causas de variacdo na morfologia e nas
dimensdes morfométricas dos spz com impacto na fertilidade. > Um estudo refere que a
maior percentagem de spz com anomalias foi encontrada na faixa etéria entre os 10 e 0s
14 anos, apresentando valores muito semelhantes entre os 15 e 0s 26 anos e um valor
minimo em idade inferior a 10 anos. 3 Noutro estudo, a maior percentagem de spz com
anomalias foi identificada no grupo dos garanhdes mais velhos (entre os 15 e os 22

anos).*?

5.2.4. Doencas do garanhao que afetam a fertilidade

Existe uma grande variedade de doencas relatadas em garanhdes que afetam a
fertilidade, sendo que algumas sdo particularmente importantes de ser referidas, por

serem mais comuns ou como potenciais causadoras de baixa fertilidade.%

Neste contexto, é importante referir a degeneracdo testicular (DT) estando descrita
como uma causa comum e progressiva de infertilidade em garanhd@es. Esta pode ser focal
ou difusa, unilateral ou bilateral. E definida por um conjunto de achados clinicos, como
a diminuicdo do tamanho testicular, da fertilidade e da qualidade do sémen. Esta pode ser
subdividida de duas formas. A DT de causa conhecida (como por exemplo, subsequente
a um trauma, exposi¢do ao calor e ao frio, a radiacdo, a toxinas especificas ou isquemia,
etc.) sendo que, a gravidade depende do tempo de exposicao, havendo possibilidade de

recuperacdo quando apenas uma area é afetada e ndo € progressiva.®
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A segunda forma de degeneracdo testicular é a DT de causa idiopatica (sem causa
conhecida). Esta associado mais frequentemente a animais mais velhos, sendo que
também pode afetar animais jovens. Geralmente, é progressiva, a medida que o garanhéo
envelhece (a partir dos 20 anos) afetando negativamente as funcgdes testiculares
(producdo de gémetas e de hormonas) resultando numa diminuicdo da fertilidade,
podendo levar mesmo a esterilidade.®>% A sua patogénese ainda é pouco definida, mas
varios estudos hormonais feitos em garanhes mais velhos e subférteis indicam que a
possivel causa se encontra nos testiculos e ndo no eixo hipotalamo-hipofise.*® Em casos
avancados, o desenvolvimento da doenca pode levar a azoospermia (auséncia de spz no

liquido seminal).*®

Relativamente ao pénis, € importante relatar as doencas infeciosas sexualmente
transmissiveis, sendo a mais comum em garanhdes causada pelo herpesvirus equino tipo
3 (EHV-3), responsavel pelo exantema coital equino (ECE). E um virus extremamente
contagioso, mas ndo invasivo, provoca lesdes como erosdes e/ou ulceracbes na genitalia
externa da égua e do garanhao, provocando dor e podendo levar a infertilidade temporaria,
sendo na maior parte dos casos benigno. %% A interrupcio forcada e temporaria da
reproducdo de animais infetados e a possibilidade de disseminacdo e surtos em centros
reprodutivos sdo a principal preocupacdo com impacto negativo a nivel econémico para
a industria equina. %8 A realizacio de IA diminuiu os surtos da doenca, sendo que foram
registados surtos em centros de IA e transferéncias de embrides (TE) associados a

utilizacdo de materiais contaminados em varias éguas.*®

Existem uma grande variedade de bactérias colonizadoras da genitalia externa do
garanhdo. A maior parte destas pertencem a sua flora comensal, sendo que outras séo
patogénicas e podem provocar 0 desenvolvimento de uma infecdo no garanhdo, com
eliminacdo da bactéria durante a monta e/ou no sémen, com possibilidade de transmissédo
para éguas suscetiveis, resultando no desenvolvimento de endometrite aguda e
consequentemente numa diminuicdo da fertilidade. As bactérias mais frequentemente
isoladas sdo a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa e Taylorella

equigenitalis. 100101
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A K. pneumoniae esta presente sobretudo nas fezes, sistema respiratorio e
reprodutivo, pode provocar infe¢do genital, estando localizada sobretudo na pele do pénis

ou na fossa glandular.*

A P. aeroginosa é frequentemente encontrada na pele da genitalia externa do
garanhdo e da égua, podendo ndo causar infecGes. No entanto, na presenca de lesdes na
pele ou na mucosa, torna-se altamente infeciosa, levando ao desenvolvimento de
endometrites nas éguas, podendo levar a aborto e a infertilidade.'® Um estudo que
utilizou um garanh&o portador de P. aeroginosa como reprodutor, tanto para monta
natural como para IA, relatou que ndo houve incidéncia da reducdo da fertilidade. No
entanto, mais de 50% das éguas sujeitas a monta natural desenvolveram doenca uterina e
metade das éguas reproduzidas por monta natural testou positivo para P. aeroginosa,

comparando com as 22% que desenvolveram doenca apds a 1A.1%?

A Taylorella equigenitalis € o organismo responsavel pelo desenvolvimento da
metrite contagiosa equina (MCE), sendo considerada a Unica verdadeira doenca venérea
sexualmente transmissivel em cavalos.!®% S3o bactérias colonizadoras da genitalia
externa do garanh&o (fossa uretral, uretra ou bainha) sendo este portador assintomatico.
No entanto, em éguas é responsavel pelo desenvolvimento de vaginite purulenta grave,
cervicite e endometrites graves. %1% Este também pode ser transmitido por instrumentos
contaminados (espéculos vaginais, VA, luvas, etc.) e sémen contaminado seja fresco,
refrigerado ou congelado.’®® Nas éguas, é responsavel por graves lesdes a nivel do
endomeétrio, provocando uma grande diminuicdo da fertilidade e pode mesmo causar
aborto. As éguas ao recuperarem, ficam portadoras da doenca e a bactéria pode ser

cultivada a partir da fossa clitoriana.*?%1%3

As vesiculas seminais também podem ser afetadas pela infecdo bacteriana,
desenvolvendo uma vesiculite seminal infeciosa em garanhBes, onde 0s principais
agentes isolados sédo a P. aeroginosa, K. pneumoniae, Streptococcus spp., Staphyloccocus
spp., Proteus vulgaris e Brucella abortus. Apesar de ndo ser muito comum, é importante
referir devido a sua possibilidade de transmissdo venérea e efeito deletério na

fertilidade.1®3

A presenga de sangue no sémen, conhecida como hemospermia, pode manifestar-

se de maneira regular ou intermitente e foi identificada como um fator vinculado a
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reducéo da fertilidade ou subfertilidade em garanhdes. Ocorre mais frequentemente em
garanhdes muito usados para reproducdo e esta associado a diversas lesdes e doencgas do
trato reprodutivo masculino. 1 Um estudo demonstrou que apenas a presenca do sangue
no sémen nao € indicativo de subfertilidade. Os resultados demonstraram que a
quantidade de sangue no ejaculado era determinante. Ejaculados com até 5% de sangue
obtiveram taxas de gestacdo elevadas, contrariamente a ejaculados com concentragdes

sanguineas elevadas (50%).1%

5.3. Consanguinidade

Em garanhdes esta descrito que elevados niveis de endogamia afetam a qualidade

do sémen, com um maior impacto na concentracio de spz no ejaculado. 894101

Foi sugerido que a diminuicdo da fertilidade masculina é uma das primeiras
consequéncias relacionadas com o aumento da endogamia, uma vez que as mutagdes
ocorrem com maior frequéncia na linhagem germinativa masculina. Assim, é plausivel
inferir que a reducéo observada no desempenho reprodutivo em uma populagéo altamente
endogamica é principalmente atribuida & diminuigdo da fertilidade masculina, o que se

pode manifestar na reducéo da qualidade do sémen. "

Um estudo realizado com cavalos Puro Sangue Lusitano verificou que a medida
que endogamia aumentava, ocorreu um declinio significativo na motilidade dos spz, na
sua concentrac&o, no ndmero total de spz e no nimero total de spz moveis por ejaculado.®*
Outro estudo realizado com poneis demonstrou que animais com elevados niveis de
consanguinidade apresentavam uma reducdo da percentagem de spz moveis progressivos

e aumento de anomalias morfoldgicas.

A endogamia resulta em carga mutacional nas populaces que pode impactar
negativamente a viabilidade populacional. A preservacdo da diversidade genética é
crucial uma vez que desempenha um papel fundamental na manutencao da saude global
da populacdo. Através da introducdo de individuos geneticamente diferentes em
populagbes com elevados niveis de endogamia, é possivel reduzir a consanguinidade

numa populagdo.1ot
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I11- Estudo de caso

1. Objetivos

O objetivo do presente estudo retrospetivo foi avaliar os principais fatores que podem
afetar a fertilidade de um programa de inseminacéo artificial em éguas de Puro Sangue

Lusitano. Foi avaliado o efeito do:

1) Ano;

2) Meésde IA;

3) Idade da égua;

4) Tipo de cio;

5) Estado reprodutivo;

6) Lado e tipo de ovulacao;

7) Edema pré e pds inseminacao;

8) Presenca de endometrite;

9) Consanguinidade da égua e do garanhdo;
10) Efeito do garanhdo;

11) Tipo de sémen;

12) Motilidade do sémen (antes e depois da adi¢do de diluidor).

2. Material e métodos

Foram avaliados os registos de 447 éguas da coudelaria de Alter Real distribuidas ao
longo de 8 épocas reprodutivas diferentes, correspondentes aos anos de 2016 a 2023. Em
média por ano, foram utilizadas 56 éguas. Foram seguidos e registados 824 ciclos, sendo

gue o numero de ciclos seguidos em cada época varia de 88 a 121.

A caracterizacdo da amostra para as éguas inclui informacBes sobre o estado
reprodutivo do ano anterior, idade, tipo de cio e consanguinidade e para os garanhdes
sobre 0 sémen utilizado e consanguinidade. A idade média das éguas por época foi de 12
anos. Para a analise estatisticas as éguas foram agrupadas em classes de idade, 0 mesmo
procedimento sendo utilizado para avaliar o efeito da consanguinidade. As classes

formadas podem ser identificadas na seguinte tabela (tabela 3).
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Os dados disponiveis incluem informagdes sobre os 36 garanh@es utilizados para as
inseminagdes, com um total de 824 colheitas de sémen e a frequéncia de uso de cada um
na amostra. O garanhdo mais utilizado apresenta um total de 76 colheitas e 0 menos

utilizado apenas 1 vez.
Foi calculada a fertilidade com bases nas seguintes formulas:

+ Fertilidade aos 14 dias por ciclo= n° de éguas gestantes aos 14 dias/ n° de éguas

inseminadas ou cobertas por ciclo (* 100)

 Fertilidade por época= n° de éguas gestantes/ n° de éguas inseminadas ou cobertas

na época (* 100)

Foi utilizado o programa SPSS versdo 24, sendo realizados testes de analise de
variancia e qui quadrado. As diferencas foram consideradas significativas para um valor
de p<0,05.

Tabela 3- Diviséo em classes dos fatores de estudo e sua representatividade em percentagem
no presente estudo. (n= 8687)

Animais Fatores de estudo Classes Representatividade (%)
Eguas Estado reprodutivo  Parida 63,1
Alfeira 28,4
Nulipara 8,5
Idade (anos) <10 anos 40,6
>10 e < 15 anos 19,4
>15 anos 40
Tipo de cio Cio normal 89,6
Cio do poldro 10,4
Consanguinidade <10 50,7
(%) > 10 49,3
Garanhdoes Sémen Fresco 80,0
Refrigerado 2,1
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Congelado 18,0
Consanguinidade <10 46,6
(5) > 10 53,4

Todas as éguas foram sujeitas a controlo reprodutivo (anexo 1) atraves de palpagéo e
ecografia transretal utilizando uma sonda de 5 MHz ao longo da época reprodutiva, onde
foram registadas informaces relativamente ao desenvolvimento folicular e edema
uterino, de forma a monitorizar e a controlar a fase do ciclo éstrico em que esta se

encontrava.

Durante o acompanhamento ecogréafico, apds ser verificada a existéncia do foliculo
dominante, este era seguido e registado o seu tamanho. Quando o didmetro médio era
igual ou superior a 35 mm, era feita a inducdo da ovulagdo ( hCG ou triptorrelina) e a
égua inseminada 24h depois, aquando da utilizacdo de seémen fresco. Na utilizacdo de
sémen congelado a égua era seguida de 6 em 6 horas, a partir das 24 horas apos a inducao,

sendo a inseminacao realizada 12 horas antes da ovulacdo ou até 6 horas apos.

No caso de ser utilizado sémen fresco ou refrigerado, o0 método de inseminacéo
utilizado foi a IA intrauterina onde o sémen € introduzido diretamente no Utero. Neste
caso, uma sonda de inseminacdo com uma seringa acoplada que contém o sémen é guiada
através da cérvix até ao Utero com auxilio do dedo indicador. Apds confirmar que a sonda
se encontra no local correto o émbolo da seringa € pressionado de forma a depositar o

sémen no Utero.

No caso de ser utilizado sémen congelado, o0 método de inseminacdo utilizado foi a
IA intrauterina profunda, no qual o sémen é depositado no corno uterino do lado
ipsilateral a ovulacéo. Neste caso, a sonda de inseminacao é mais comprida, e ap0s passar

0 Cérvix é guiada para o corno uterino através de palpacéo transretal.

O agente indutor de ovulagéo, foi a triptorrelina (Decapeptyl ®,0,1 mg/ml, SC),
agonista de GnRH, de forma a estimular a ovulagdo em 36 a 48h ou a hCG (Chorolun®,
1500 UI).118
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Quando no controlo ecogréfico, foi registado a presenca de CL h& mais de 5 dias, foi
administrado dinoprost (Dinolytic® 5 mg/animal, IM), PGF2alfa, de forma a provocar a

regressdo do CL e retorno a atividade ciclica mais rapidamente.!*®

Em relacdo ao edema, foi registado o grau pré-1A e pds- A, segundo o sistema de
pontuacdo usado para avaliar a evolucdo do edema uterina em éguas (retirado de McCue,
2011) em 0 (nenhum), 1 (ligeiro), 2 (moderado) e 3 (intenso).

Foi considerada a existéncia de endometrite para éguas com presenca de liquido
intrauterino visualizado ecograficamente, 24 horas apés a IA, ou a presenca de citologia
inflamatoria. Na presenca de liquido uterino (>1cm e < 2 cm) a égua foi tratada com
ocitocina (Facilpart ® 25-100 Ul/animal, SC,IM,IV). Quando a quantidade excedeu os 2

cm, foi realizada a lavagem uterina e posterior administragdo de ocitocina. 18

O diagndstico de gestacéo foi efetuado aos 14 dias pds-ovulacéo através de ecografia

transretal.

O sémen foi obtido nas instalac6es da Coudelaria de Alter, com recurso a manequim
e vagina artificial INRA. Ap0s a recolha, o sémen, foi avaliado e processado de forma a
obter-se a dose inseminante, tal como descrito anteriormente. Foi utilizado sémen fresco,
refrigerado e congelado. A dose inseminante preparada para sémen fresco e refrigerado
foi de 500-1000 milhGes de spz/mdveis e para sémen congelado de 200 milhdes de

spz/moveis.
3. Resultados

3.1. Efeito do ano

O ano ndo teve influéncia estatisticamente significativa na fertilidade avaliada aos
14 dias (por ciclo) (p=0,7) (tabela 4).
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Tabela 4- Efeito do ano na fertilidade aos 14 dias (n= 824).

Média +
ANO n Desvio padréo
2016 88 0,51 +0,503
2017 121 0,45 + 0,500
2018 85 0,54 + 0,501
2019 100 0,56 + 0,499
2020 110 0,52 + 0,502
2021 121 0,45 + 0,500
2022 109 0,52 + 0,502
2023 90 0,48 + 0,502
Total 824 0,50 + 0,500

Do mesmo modo o ano ndo apresentou influéncia estatisticamente significativa na
fertilidade por época reprodutiva (p=0,3) (tabela 5).

Tabela 5- Efeito do ano na fertilidade da época (n=447)

Média +
ANO n Desvio padréo
2016 48 0,63 + 0,489
2017 59 0,76 £ 0,429
2018 52 0,71+ 0,457
2019 58 0,76 £ 0,432
2020 57 0,74 £ 0,444
2021 61 0,79+0,413
2022 58 0,83+0,381
2023 54 0,67 +0,476
Total 447 0,74 £ 0,440

3.2.Efeito do més em que ocorreu a inseminacao

O més em que foi realizada a 1A apresentou uma influéncia estatisticamente
significativa (p=0,015) na fertilidade avaliada aos 14 dias (por ciclo) (tabela 6). A maior

taxa de fertilidade foi obtida no més de margo (57%) seguida do més de maio (54%)
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fevereiro (51%) abril (46%) junho (36%) tendo sido 0 més de janeiro 0 més com a taxa
de fertilidade mais baixa (30%).

Tabela 6- Efeito do més na fertilidade aos 14 dias (n=824)

A Média +
MES IA n Desvio padrdo
Janeiro 20 0,30 £ 0,470
Fevereiro 72 0,51 £ 0,503
Marco 209 0,57 + 0,496
Abril 252 0,46 + 0,499
Maio 216 0,54 + 0,500
Junho 55 0,36 + 0,485
Total 824 0,50 + 0,500

A grande maioria das insemina¢6es ocorreu em marco € maio. O més em que foi
realizada a IA teve uma influéncia estatisticamente significativa (p<0,001) quando
avaliada para a fertilidade geral da época (tabela 7). Das 5 éguas que ficaram gestantes
aos 14 dias no més de janeiro nenhuma perdeu a gestacao o que leva a que a fertilidade
da época por ano seja de 100% em janeiro, seguido de marco (95%) e fevereiro (83%),
abril (81%), maio (69%). Na medida em que as éguas deixam de ser inseminadas a 10 de
junho, na maioria dos anos, as éguas que ndo ficaram gestantes nesse més ndo voltaram

a ser inseminadas, pelo que em junho a fertilidade por época foi inferior (23%).

Tabela 7- Efeito do més de inseminacao na fertilidade por época (n=447)

i Média + Desvio
MES IA n padrédo
Janeiro 5 1,00 + 0,000
Fevereiro 24 0,83 £ 0,381
Marco 102 0,95+ 0,217
Abril 119 0,81 + 0,397
Maio 144 0,69 + 0,462
Junho 53 0,23 +0,423
Total 447 0,74 + 0,440
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3.3.Efeito da idade da égua

A idade da égua ndo apresentou um efeito estatisticamente significativo (p=0,275)

quando avaliada para a fertilidade por ciclo (tabela 8).

Tabela 8- Fertilidade aos 14 dias em fun¢do da idade (n=824)

Meédia + Desvio
IDADE n padréo
< 10 anos 378 0,53 + 0,500
> 10 anos e < 15 anos 259 0,50 £ 0,501
> 15 anos 187 0,45 + 0,499
Total 824 0,50 + 0,500

A idade da égua teve um efeito estatisticamente significativo (p<0,001) quando
avaliada para a fertilidade geral da época (tabela 9). A anélise sugere que o grupo dos
animais com idades inferiores a 10 anos e o grupo dos 10 aos 15 anos obtiveram valores
superiores de fertilidade (ambos com 78%) quando comparado com o grupo dos animais

mais velhos (58%).

Tabela 9- Fertilidade por época em fun¢ado da idade (n=447)

Média + Desvio
IDADE n padrdo
< 10 anos 213 0,78 +0,412
> 10 anos e < 15 anos 139 0,78+0,418
> 15 anos 95 0,58 + 0,496
Total 447 0,74 £ 0,440

A idade da égua ndo teve efeito estatisticamente significativo (p=0,289) no

namero de ciclos seguidos por égua por época (tabela 10).
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Tabela 10- Numero de ciclos médios seguidos em funcéo da idade (n=446)

Média £ Desvio
IDADE n padréo
<10 anos 212 1,7925 + 1,03234
> 10 anos e < 15 anos 139 1,8849 = 1,05005
> 15 anos 95 1,9895 + 0,99461
Total 446 1,8632 + 1,03061

3.4. Efeito do tipo de cio

O efeito do tipo de cio teve uma influéncia estatisticamente muito significativa
(p<0,001) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (tabela 11). A anélise sugere que a
fertilidade por ciclo é superior quando a IA ¢ realizada no cio do poldro (98%) quando

comparado com a utilizag&o do cio normal (45%).

Tabela 11- Efeito do tipo de cio na fertilidade aos 14 dias (n=824)

Meédia + Desvio
TIPO DE CIO n padrdo
Normal 738 0,45 + 0,498
Cio do poldro 86 0,98 £ 0,152
Total 824 0,50 + 0,500

O efeito do tipo de cio teve uma influéncia estatisticamente significativa (p=0,009)
quando avaliada para a fertilidade geral da época (tabela 12). A analise sugere que a
fertilidade por época é superior quando a IA é realizada no cio do poldro (85%), quando

comparado com a utilizacdo do cio normal (71%).
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Tabela 12- Efeito do tipo de cio na fertilidade por época (n=447)

Média + Desvio
TIPO DE CIO n padréo
Normal 361 0,71 £ 0,454
Cio do poldro 86 0,85 + 0,360
Total 447 0,74 £ 0,440

3.5. Numero de ciclos seguidos e 0 nUmero de inseminacdes

O namero de ciclos seguidos para que a égua ficasse gestante variou em funcéo da
época, sendo que esta variacdo nao apresentou efeito estatisticamente significativo
(p=0,3) na fertilidade (tabela 13). A analise sugere que o0 ano de 2017 foi ano em que
foram necessarios seguir mais ciclos até que as éguas ficassem gestantes, sendo no ano

de 2023 o ano que se foi necessario seguir menos ciclos.

Tabela 13- Namero de ciclos seguidos por égua por época (n=447)

) Média + Desvio
EPOCA n padrdo

2016 48 1,8333 + 1,19098
2017 59 2,0847 + 1,05517
2018 52 1,6346 + 0,95031
2019 58 1,7414 + 1,03552
2020 57 1,9474 + 1,12474
2021 61 1,9836 + 1,11791
2022 58 1,8966 + 0,89226
2023 54 1,7222 + 0,81070
Total 447 11,8613 +1,03026

O numero de inseminacg0es totais realizadas por égua durante toda época teve uma
influéncia estatisticamente significativa (p<0,001) (tabela 14). A analise sugere que 0 ano
de 2017 foi o que necessitou de maior numero de 1A"s por égua por época (3,2203) sendo

que foi no ano 2023 que esse valor atingiu valores mais baixos (1,7593).
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Tabela 14- Namero de 1A’s totais por égua por época (n=445)

) Média + Desvio
EPOCA n padréo

2016 48 3,1259 + 2,81806
2017 59 3,2203 £ 2,52619
2018 52 2,5000 + 1,48852
2019 57 2,7544 + 1,86395
2020 57 2,2982 +1,56941
2021 61 2,2295 + 1,55342
2022 57 2,0351 +1,01708
2023 54 1,7593 + 0,84530
Total 445 |2,4831 +1,85701

3.6.Efeito do estado reprodutivo
O estado reprodutivo da égua ndo apresentou efeito estatisticamente significativa

(p=0,6) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (tabela 15).

Tabela 15- Efeito do estado reprodutivo na fertilidade aos 14 dias (n=824)

. Média + Desvio
REPRODUCAO ANTERIOR n padréo
Alfeira 234 0,48 + 0,501
Parida 520 0,51 + 0,500
Nulipara 70 0,54 + 0,502
Total 824 0,50 £ 0,500

O estado reprodutivo da égua ndo apresentou efeito estatisticamente significativa
(p=0,216) quando avaliada para a fertilidade geral por época (tabela 16).

Tabela 16- Efeito do estado reprodutivo na fertilidade por época (n=447)

3 Média + Desvio
REPRODUCAO ANTERIOR n padrédo
Alfeira 124 0,73 +£0,448
Parida 282 0,73 £ 0,446
Nulipara 41 0,85 + 0,358
Total 447 0,74 £ 0,440
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3.7. Efeito do lado e tipo de ovulagio

O lado e o tipo de ovulacdo tiveram uma influéncia estatisticamente significativa
(p=0,003) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (tabela 17). A analise sugere que a
fertilidade atingiu valores méaximos (100%) quando a ovulacéo foi dupla. Tendo sido

verificado a fertilidade mais baixa (47%) quando a ovulacdo ocorreu do lado esquerdo.

Tabela 17- Efeito do lado e tipo de ovulagio na fertilidade aos 14 dias (n=823)

) Média £ Desvio
OVARIO n padrdo
Direito 348 0,54 + 0,499
Esquerdo 467 0,47 £ 0,500
Dupla 8 1,00 £ 0,000
Total 823 0,50 £ 0,500

O lado e o tipo de ovulacdo ndo apresentaram um efeito estatisticamente

significativa (p=0,597) quando avaliada para a fertilidade geral por época (tabela 18).

Tabela 18- Efeito do lado e tipo de ovulacao na fertilidade por época (n=447)

Média £ Desvio
OVARIO n padréo
Direito 199 0,74 £ 0,438
Esquerdo 241 0,74 £ 0,440
Dupla 7 0,57 £0,535
Total 447 0,74 + 0,440

3.8. Efeito da presenca de edema pré e pds-1A

A presenca de edema antes da IA, ndo apresentou um efeito estatisticamente
significativa (p=0,075) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (Tabela 19).
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Tabela 19- Efeito do edema pré-1A na fertilidade aos 14 dias (n=777)

Meédia + Desvio

EDEMA PRE- IA n padrio

0 190 0,43 + 0,497
1 343 0,52 + 0,500
2 185 0,56 + 0,497
3 59 0,47 £ 0,504
Total 777 0,50 = 0,500

A presenga de edema depois da IA, ndo teve um efeito estatisticamente

significativa (p=0,723) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (Tabela 20).

Tabela 20- Efeito do edema p6s-1A na fertilidade aos 14 dias (n=660)

Meédia + Desvio

EDEMA POS-IA n padrio

0 401 0,51 + 0,501
1 191 0,53 + 0,500
2 56 0,46 + 0,503
3 12 0,42 +0,515
Total 660 0,51 + 0,500

3.9. Efeito de endometrite

A presenca de endometrite apresentou influéncia estatisticamente significativa

(p=0,003) quando avaliada para a fertilidade por ciclo (Tabela 21). A anélise sugere que

a fertilidade atingiu valores superiores (53%) em animais sem endometrite quando

comparado com animais gque apresentavam a inflamacéo (40%).

Tabela 21- Efeito da presenca de endometrite na fertilidade aos 14 dias (n=806)

Meédia + Desvio

ENDOMETRITE n padréo

Auséncia de sinais de endometrite 645 0,53 + 0,500
1 161 0,40 £ 0,491
Total 806 0,50 + 0,500
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3.10. Efeito da consanguinidade

A consanguinidade teve efeito estatisticamente significativo na fertilidade dos
garanhdes ao ciclo (p=0,003) (Tabela 22). A anélise dos valores sugere maior fertilidade

quando o nivel de consanguinidade do garanhdo € inferior a 10% (56%).

Tabela 22- Efeito da consanguinidade nos garanhdes na fertilidade aos 14 dias (n=824)

Meédia + Desvio

CONSANGUINIDADE n padréo

<10 384 0,56 + 0,497
>10 440 \ 0,45 + 0,498
Total 824 \ 0,50 + 0,500

A consanguinidade das éguas ndo teve efeito estatisticamente significativo na
fertilidade da época (p=0,111) (Tabela 23).

Tabela 23- Efeito da consanguinidade nas éguas na fertilidade por época (n=447)

Média + Desvio
CONSANGUINIDADE n padréo
<10 227 0,77 £ 0,421
>10 220 0,70 + 0,457
Total 447 0,74 £ 0,440

3.11. Efeito do garanhao

O efeito do garanhdo teve influéncia estatisticamente significativa (p<0,001) quando
avaliado para a fertilidade por ciclo (tabela 24). A andlise sugere uma grande
variabilidade da fertilidade consoante o garanhéo utilizado que vai desde 100% a 0% de
fertilidade.
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Tabela 24- Efeito do garanh&o na fertilidade aos 14 dias (n=824)

~ Média + Desvio

GARANHAO n padrédo

1 2 1,00 + 0,000
2 76 0,51 + 0,503
3 9 0,78 £ 0,441
4 22 0,82 + 0,395
5 72 0,53 £ 0,503
6 18 0,61 + 0,502
7 45 0,31 + 0,468
8 1

9 66 0,45 + 0,502
10 36 0,56 + 0,504
11 22 0,45+ 0,510
12 23 0.61 + 0,499
13 27 0,44 + 0,506
14 54 0,24 £ 0,432
15 11 0,91 £ 0,302
16 4 0,50 £ 0,577
17 9 0,78 £ 0,441
18 10 0,60 £ 0,516
19 22 0,55 + 0,510
20 33 0,55 + 0,506
21 11 0,73 £ 0,467
22 5 0,00 + 0,000
23 7 0,71 £ 0,488
24 1

25 36 0,50 + 0,507
26 30 0,83 £0,379
27 31 0,45 + 0,506
28 16 0,19 + 0,403
29 6 0,67 £0,516
30 30 0,33 +£0,479
31 32 0,50 + 0,508
32 6 0,17 £ 0,408
33 7 0,43 + 0,535
34 8 0,50 + 0,535
35 4 0,75 + 0,500
36 32 0,50 + 0,508
Total 824 0,50 + 0,500

-88 -



O efeito do garanh&o, ndo apresentou efeito estatisticamente significativo (p=0,09)
quando avaliada para a fertilidade geral por época (tabela 25).

Tabela 25- Efeito do garanh&o na fertilidade por época (n=447)

Média + Desvio

GARANHAO n padrio

1 2 1,00 £ 0,000
2 48 0,71 +£ 0,459
3 5 1,00 £ 0,000
4 17 0,76 £ 0,437
5 39 0,72 + 0,456
6 11 0,73 + 0,467
7 18 0,56 + 0,511
8 1

9 33 0,61 + 0,496
10 22 0,77 +0,429
11 15 0,60 + 0,507
12 15 0,87 £ 0,352
13 14 0,79+ 0,426
14 15 0,47 £0,516
15 8 0,750,463
16 2 1,00 £ 0,000
17 5 0,80 + 0,447
18 8 0,750,463
19 12 0,92 + 0,289
20 18 0,83 £0,383
21 8 0,88 + 0,354
22 1

23 6 0,50 + 0,548
25 15 0,93 + 0,258
26 25 0,88 £ 0,332
27 14 0,93 + 0,267
28 3 0,33 +£0,577
29 4 1,00 £ 0,000
30 13 0,69 £ 0,480
31 17 0,88 £ 0,332
32 2 0,50 + 0,707
33 4 0,50 £ 0,577
34 4 0,50 + 0,577
35 3 0,67 £0,577
36 20 0,65 + 0,489
Total 447 0,74 £ 0,440
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3.12. Efeito do tipo de sémen

O tipo de sémen teve uma influéncia estatisticamente significativa (p=0,007) quando
avaliado para a fertilidade por ciclo (tabela 26). A analise sugere que a fertilidade foi
superior e igual quando utilizado sémen fresco e refrigerado (53% para ambos) e inferior

para 0 sémen congelado (39%).

Tabela 26- Efeito do tipo de sémen na fertilidades aos 14 dias (n=824)

) Média + Desvio
TIPO DE SEMEN n padrédo
Fresco 659 0,53 = 0,500
Congelado 148 0,39 + 0,488
Refrigerado 17 0,53+0,514
Total 824 0,50 + 0,500

O tipo de sémen ndo apresentou efeito estatisticamente significativo (p=0,296)
quando avaliada para a fertilidade geral por época (tabela 27).

Tabela 27- Efeito do tipo de sémen na fertilidade por época (n=447)

) Média £ Desvio
TIPO DE SEMEN n padréo
Fresco 375 0,74 £ 0,440
Congelado 61 0,77 £ 0,424
Refrigerado 11 0,55 + 0,522
Total 447 0,74 + 0,440

3.13. Efeito da motilidade do sémen

A motilidade pré-diluicdo ndo apresentou um efeito estatisticamente significativo
(p=0,511) na fertilidade por ciclo (tabela 28).
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Tabela 28- Efeito da motilidade pré-diluicdo na fertilidade aos 14 dias (n=454)

) ~ Média + Desvio

MOTILIDADE PRE-DILUICAO n padrdo
,10 13 0,54 +0,519
,15 2 0,00 + 0,000
,20 20 0,40 £ 0,503
,30 37 0,54 +0,505
40 40 0,45 + 0,504
,50 83 0,48 £ 0,503
,60 86 0,52 + 0,502
,65 1

70 108 0,56 + 0,498
75 2 0,50 £ 0,707
,80 54 0,61 +0,492
,85 2 0,00 + 0,000
,90 6 0,33 +0,516
Total 454 0,52 + 0,500

A motilidade pos-diluicdo ndo teve um efeito estatisticamente significativo (p=0,131)

quando avaliada para a fertilidade por ciclo (tabela 29).

Tabela 29- Efeito da motilidade p6s-dilui¢do na fertilidade aos 14 dias (n=344)

) ~ Média + Desvio

MOTILIDADE POS-DILUICAO n padréo

,20 7 0,43 £ 0,535
,30 8 0,63 +£0,518
,35 3 0,67 £ 0,577
,40 23 0,30 £ 0,470
,50 34 0,47 £ 0,507
,60 38 0,50 + 0,507
,65 3 1,00 + 0,000
,70 95 0,56 + 0,499
,80 100 0,62 + 0,488
,85 2 0,00 £ 0,000
,90 31 0,61 + 0,495
Total 344 0,55 + 0,498
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4. Discussao

4.1. Efeito do ano

No presente trabalho, o efeito do ano néo teve influéncia estatisticamente significativa
na fertilidade avaliada aos 14 dias (por ciclo) por ano (p=0,7) nem quando a avaliada para
a fertilidade geral da época reprodutiva por ano (p=0,3). Tendo sido encontrado uma
tendéncia para os valores fertilidade manterem-se constantes ao longo dos anos (2016-
2023). Contrariando o que foi descrito em estudos anteriores onde foram verificadas
valores de fertilidade crescentes de um ano para o outro.* No entanto, é necessario ter em
conta que estes estudos foram realizados comparando os anos 80 até os anos 2000, onde
ocorreu uma grande alteracdo do maneio utilizado em garanhdes e em éguas.® No
presente estudo, ao longo destes anos as técnicas de maneio mantiveram-se semelhantes

ndo tendo sido alvo de grandes alteragdes.

No entanto, podemos verificar que os valores de fertilidade quando avaliados ao ciclo
apresentaram uma média total mais baixa (50%) do que quando a fertilidade foi avaliada
por época reprodutiva (74%) apresentando assim uma melhor eficacia do que eficiéncia.
Isto deve-se ao facto de a taxa de gestacdo por época ndo ter em conta o nimero de
servicos/ciclos que foram necessarios até um diagnostico de gestacdo positivo, podendo
ser muito melhorada através de um bom maneio, gestdo e trabalho do MV. 152

O numero de ciclos seguidos e 0 nimero de inseminagcbes por égua por época
representam a variavel de resposta perante a variacdo de fertilidade, sendo que pode ser
interessante comparar o impacto econdémico entre dois anos com a mesma fertilidade. Por
exemplo, nos anos de 2017 e 2019 ambos obtiveram 76% de fertilidade, porém no ano de
2017 foram seguidos em média 2,08 ciclos/égua/época e necessarias em média 3,22
IA/égua/época e no ano 2019 foram seguidos em média 1,14 ciclos/égua/época e
necessarias em média 2,15 1A/égua/época, verificando-se uma maior rentabilidade

econodmica no ano de 2019, devido a uma menor utilizacdo de recursos.

Uma justificacdo por este acontecimento sdo as condi¢des climaticas variaveis a que
os diferentes anos sdo sujeitos, tendo sido verificado que o ano de 2017, na regido de

Portalegre em Portugal foi sujeito a um periodo de seca moderado, enquanto o0 ano de

-92-



2019 foi registado um periodo de seca fraco. A eguada de Alter Real encontra-se
predominantemente em regime extensivo pelo que alteragdes na quantidade de oferta de
pastagem, tem impacto na sua condi¢do corporal e consequentemente na sua capacidade

reprodutiva. 1t/

4.2. Efeito do més de 1A

O més de cobricdo em que foi realizada a I A apresenta uma influéncia estatisticamente
significativa na fertilidade quando avaliado ao ciclo (p=0,015) assim como, quando

avaliada por época (p<0,001) estando de acordo com o verificado em diversos estudos.
56,46,58

Quando avaliada por ciclo, a maioria dos meses correspondentes a primavera
obtiveram valores de fertilidade mais altos (excecéo de abril) seguido dos meses de verdo
e por ultimo os meses de inverno com menor fertilidade (com excecdo de fevereiro).
Estando de acordo com a bibliografia e a maior parte dos estudos, que constaram que a
primavera corresponde a estacdo mais fértil.*>>® Estes resultados podem ser justificados
pelo aumento do fotoperiodo devido ao aumento da duracdo dos dias, que normalmente
esta associado também ao aumento da temperatura. °> O més de fevereiro foi 0 3° més
mais fértil da época, apesar de ser inverno, o fotoperiodo ja comeca a ser maior, sendo o
més que muitas éguas saem do periodo de transi¢do entrando na época reprodutiva. Nesta
fase as éguas comecam a ser inseminadas e alta taxa sucesso pode ser justificada, pelo
facto da maior parte das éguas ainda se encontrar por inseminar, sendo que as éguas mais

férteis apresentam uma taxa de sucesso elevada logo nas primeiras inseminagdes.>

Em abril ocorreu uma ligeira quebra da fertilidade, isso pode ser justificado pelo facto
de nesta fase a maior parte das éguas ja se encontrar gestante, sendo que o grupo que fica
normalmente para esta fase sdo éguas que ndo ficaram gestantes nas primeiras tentativas
e por isso requerem mais tempo e maior nimero de inseminagdes (éguas problema)

levando a quebra da fertilidade deste més. *

Quando avaliada a época, no presente estudo os meses de inverno apresentaram 0s
valores de fertilidade mais elevados (sobretudo janeiro), no entanto o numero reduzido

de animais inseminados e a possivel sobreposi¢cdo com éguas em cio do poldro ndo
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permite tirar conclusdes. A primavera apresentou valores de fertilidade elevados (com
excecdo de maio), tendo sido o verdo a estacdo com valores de fertilidade mais baixa, o
que se pode justificar por em maio serem inseminadas as éguas ndo gestantes até essa
altura, ou seja que eventualmente tém um maior n° de ciclos anteriores ou entdo éguas
que pariram tardiamente na época reprodutiva, ndo tendo por isso muitas oportunidades
de ficar gestantes. Estes resultados vao de encontro a maior parte dos estudos onde a taxa

de fertilidade por época se manteve elevada nos meses de primavera. 46:51:58

4.3. Efeito da idade da égua

No presente estudo, a idade da égua ndo apresenta efeito estatisticamente significativo
(p=0,275) quando avaliada para a fertilidade por ciclo. No entanto, foi notado uma
tendéncia de decréscimo de fertilidade com o aumento da idade.

O mesmo fator quando avaliado para a fertilidade geral da época teve um efeito muito
significativo (P<0,001). A analise sugere que as éguas com idades inferiores a 10 anos
até aos 15 anos obtiveram valores iguais e superiores de fertilidade (78%) quando
comparado com o grupo dos animais mais velhos (58%), estando de acordo com a
literatura que defende uma correlacdo negativa entre o aumento da idade e a eficiéncia
reprodutiva e uma reducéo da fertilidade a partir dos 15 anos. >°°%° Estando também de
acordo com os resultados obtidos noutros estudos. 862

Uma justificacdo para uma baixa taxa de fertilidade de um grupo pode ser entdo a
manutencdo de éguas idosas e de grande valor genético na populagdo reprodutora,
normalmente por apresentarem as caracteristicas ideais que se quer transmitir a
descendéncia. As principais causas para a diminuicdo da fertilidade de éguas com idades
superiores aos 15 anos e multiparas estdo associadas, a ma conformacao perineal, a menor
capacidade de contratilidade uterina, a incapacidade de relaxamento cervical, ao maior
tamanho do Utero e subsequente maior grau de afundamento do mesmao. Estes levam ao
aumento da probabilidade de acumulacao de liquido intrauterino e de corpos estranhos,
consequentemente ao desenvolvimento de endometrites (infeciosas e EPPC).5%60.105
Podem ainda estar associadas ao atraso na entrada da época reprodutiva, aumento da
duragdo do estro, resposta reduzida a farmacos de inducdo de ovulacdo e aumento de

perdas embrionérias e fetais. 1%
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Outras causas associadas a subfertilidade de éguas mais velhas é o desenvolvimento
de oocitos anormais afetando a fertilidade, independentemente de esta ndo apresentar
patologia ovidutal e uterina. ®2 Esta ainda relatado, em éguas mais velhas o alongamento
da fase folicular e uma taxa de crescimento mais lenta do foliculo ovulatério que pode
afetar o meio folicular e a viabilidade oocitaria.®? Podendo ainda estar associado a

expressdo diferencial de recetores uterinos de progesterona.®®

Associado ao aumento da idade, foi estudado também o aumento do desenvolvimento
do nimero de quistos endometriais, com efeito depreciativo das taxas de gestacdo,

desempenhando um papel na reducio da fertilidade.1%

Na coudelaria de Alter ndo é comum a utilizacdo de éguas com idade inferior aos 4
anos para reproducéo, pelo que estas ndo fizeram naturalmente parte do presente estudo,
no entanto esta descrito que a atividade da égua aumenta da puberdade até aos 5 anos e
que os piores resultados reprodutivos podem ser devidos a utilizacdo de animais

demasiado jovens, podendo ser a causa da reducdo da taxa de fertilidade de um grupo.

O efeito da idade ndo apresentou influéncia significativa no namero de ciclos
seguidos/égua/época (p=0,289), no entanto, verifica-se uma tendéncia de aumento do
namero de ciclos necessarios para obter uma gestagdo com o aumento da idade da égua.
Sendo que a partir dos 15 anos, o numero de ciclos necessarios apresenta valor maximo
de 1,99.

4.4. Efeito do tipo de cio

No presente estudo, o efeito do tipo de cio utilizado na IA teve influéncia
estatisticamente significativa na fertilidade, tanto quando avaliada ao ciclo como por
época (p<0,001 e p=0,009, respetivamente). Em ambos os casos, foi verificado uma
fertilidade bastante superior quando utilizado o cio do poldro (98% e 85%, respetivamente
por ciclo e por epoca) em comparagdo com os valores obtidos através da utilizacdo de um

cio normal (45% e 71%).

Estes resultados séo contraditorios ao descrito, onde seria esperado taxas de
gestacdo 10 a 20% inferiores com a utilizagdo do cio do poldro.*%:656667 Contradizendo a
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maior parte dos estudos, onde foram obtidos piores resultados quando a inseminagao foi
feita no cio do poldro comparando com os cios subsequentes.>>®7%"1 Djscordando
também de um estudo onde se verificou taxas de fertilidade semelhantes
independentemente do cio utilizado. " E de outro estudo que obteve taxas de gestacio
superiores para o0 cio do poldro, mas nédo significativamente diferentes das taxas de

gestacdo de um cio normal. ™

No presente estudo, as taxas de gestacdo foram superiores para o cio do poldro e
significativamente diferentes das taxas de gestacdo do cio normal, isto pode ser justificado
pela selecdo das fémeas (relativamente & idade, auséncia de problemas ao parto,
inseminacdo apenas a partir dos 10 dias pds-parto e condicéo corporal) em que foi feita a

reproduc&o no cio do poldro .6

A média da idade das éguas de Alter Real é de 12 anos. Tendo sido verificado em
estudos que em éguas mesmo que mantidas em boas condi¢des corporais, por cada ano
de aumento de idade, existe menos 6% de probabilidade de sucesso no cio do poldro,
verificando-se que o sucesso do mesmo é dependente da idade.*®8 O sucesso do cio do
poldro no presente estudo, pode entdo estar associado ao facto da idade média ser inferior
aos 15 anos, idade onde a maior parte os autores defende um decréscimo da fertilidade.
80 Eguas jovens estdo também associadas a uma mais rapida involucdo uterina, fator

imprescindivel para uma boa taxa de sucesso no cio do poldro.*%1%7

A elevada taxa de sucesso no presente estudo, pode ser também justificada pelo
facto de apenas serem inseminadas éguas no cio do poldro que ndo apresentem problemas
ao parto, a escolha de éguas apenas reprodutivamente saudaveis influéncia os resultados
obtidos. % Foi demonstrado que éguas com distocia ou retencéo de placenta, atrasam a
involucdo uterina, ndo sendo claramente boas candidatas para a inseminacao no cio do
poldro e podendo levar a baixas taxas de fertilidade. % A inseminago de éguas no cio do
poldro com acumulacdo de liquido intrauterino deve ser evitada e as éguas que
acumularem liquido apos a inseminagdo uma lavagem uterina deve ser realizada para
garantir o sucesso0.%® Foi constatado que a taxa de mortalidade embrionaria é 3 vezes
superior em éguas com acumulagdo de liquido intrauterino durante o cio do poldro quando

comparado com éguas com auséncia de liquido.’

-96 -



Este sucesso pode também ser justificado pelo facto de na coudelaria de Alter Real
apenas serem inseminadas éguas no cio do poldro depois dos 10 dias pos-parto. Estando
descrito na literatura que éguas que ovulam 10-11 dias ap0s o parto (ovulacdo mais tardia)
apresentam taxas de sucesso superiores quando comparado com éguas que ovulam
precocemente (< 10 dias) dentro do cio do poldro.*® Isto pode ser justificado porque,
quando mais tarde ocorrer a ovulagdo, maior sera a margem temporaria para que se dé o
restabelecimento do endomeétrio e a expulsdo total do liquido antes da entrada do embrido
no Utero, garantindo melhores condicGes uterinas para o desenvolvimento de uma nova

gestacdo.

E importante ainda referir que a eguada é mantida durante todo o ano com uma boa
alimentacdo (sistema de producdo extensivo onde as pastagens representam a dieta
principal das éguas e a adi¢do de racdo consoante as necessidades e a época do ano) o que
Ihes permite ter e manter uma boa condi¢do corporal (> ou = 3) mesmo no periodo pés-
parto. Estando de acordo com um estudo realizado em Portugal com cavalos lusitanos,
foi verificado valores superiores de fertilidade quando os animais apresentavam score de

condicdo corporal a concegdo de 3.0 numa escala de 0 a 5. 198

A variabilidade de sucesso no cio do poldro demonstra que a sua utilizacdo depende
muito do maneio da exploracdo, tornando-se imprescindivel avaliar as taxas de sucesso
de anos anteriores para cada égua e ver se esta € uma boa candidata a inseminar nesta

fase. 49

4.5. Efeito do estado reprodutivo

No presente estudo, o estado reprodutivo da égua nao teve influéncia
estatisticamente significativa para a fertilidade, nem quando avaliada ao ciclo (p=0,6)
nem por época (p=0,216). No entanto, verificou-se uma tendéncia para os melhores
resultados de fertilidade serem atingidos quando s&o utilizadas éguas nuliparas, estando
de acordo com os estudos.” Ainda assim, contraria os resultados obtidos noutros estudos

que concluiram que o grupo menos fértil era o das éguas nuliparas. 518

Isto pode ser justificado pelo facto de na coudelaria de Alter Real o grupo das

éguas nuliparas, ser constituido sobretudo por éguas jovens, sendo a média das idades 9
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anos (existe apenas uma égua com 12 anos, tendo a maioria 5 anos quando colocadas a

reproducéo pela primeira vez).

Nos outros estudos, em que foram atingidas taxas de fertilidade baixas com a
reproducdo de éguas nuliparas, estava associado ao facto de nos mesmos o grupo ser
constituido por éguas mais velhas nunca antes reproduzidas que ingressaram em
programas de reproducdo apos o final da carreira desportiva. °* Nestas é frequente a
acumulacao de liquido intrauterino, devido ao inadequado relaxamento da cérvix durante
0 estro e alteracBes dos tecidos como consequéncia do envelhecimento, sendo suscetiveis
a EPPC levando a dificuldades reprodutivas embora nunca tenham sido reproduzidas

antes. ° O mesmo n&o se verificou na eguada de Alter.

4.6. Efeito do lado e tipo de ovulagdo

No presente estudo, o lado em que ocorreu a ovulagéo e o tipo de ovulacdo foi um
fator que influenciou de forma significativa a fertilidade quando avaliada ao ciclo
(p=0,003) néo tendo sido verificado 0 mesmo quando avaliada por época (p=0,597). Os
valores maximos de fertilidade foram atingidos quando ocorre uma ovulacao dupla, sendo
que estas ocorrem com menor frequéncia, estando de acordo com os resultados obtidos
em outros estudos.> " Esta descrito que uma das vantagens da superovulacéo € o aumento
da fertilidade em éguas normais e subférteis, pois aumenta a probabilidade de haver um
embrido bem-sucedido, aumentando também a eficiéncia reprodutiva quando é usado

sémen de garanhdes subférteis. 109110411

Verificou-se que as ovulagdes ocorreram com maior frequéncia do lado esquerdo,
estando em concordancia com o estudo, no entanto, neste estudo foi verificado apenas a
frequéncia de ovulagdo de um lado ou de outro, ndo tendo sido associado a fertilidade. 7/
Estes resultados estdo em discordancia com os obtidos noutros estudos, em que néo foram
verificadas alteracdes significativas na frequéncia de ovulagdo relativamente ao lado da

ovulaggo. "®113

No presente estudo, a ovulacéo ocorreu com maior frequéncia do lado esquerdo,

sendo que o lado direito apresentou taxas de fertilidade ligeiramente superiores, ndo
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justificaveis. Nas éguas a técnica de IA, ndo varia consoante o lado de ovulagédo, por isso
a fertilidade apresenta valores semelhantes.

4.7. Efeito da presenca de edema pré e pos-1A

No presente estudo, a variacdo dos graus de edema antes da IA (p=0,075) e ap0os
a IA (p=0,723) nédo afetaram significativamente a fertilidade. No entanto, foi verificado
uma tendéncia de fertilidade superior quando antes da IA o grau de edema era 2 e apos a
IA o grau de edema era 1. Estando de acordo com o citado por diversos autores, onde
antes da IA a égua encontra-se em estro, nesta fase esta descrito que ecograficamente o
utero apresenta evidéncia de edema, produzindo um efeito de “laranja fatiada” e variando
entre o grau 1 a 2. Apos a IA, se a égua ficar gestante ird entrar em diestro e o edema deve

reduzir de grau 1 a 0.4%2

4.8. Efeito da presenca de endometrite

No presente estudo, a presenca de endometrite influenciou de forma significativa a
fertilidade (p=0,003), sendo que, animais que desenvolveram esta inflamacdo do
endométrio apresentaram uma reducdo de 13% da fertilidade quando comparados com
animais saudaveis. Estando de acordo com os estudos que descreveram a endometrite
como a principal causa associada a éguas problema e consequentemente a reducdo da

fertilidade. %7

Na coudelaria de Alter Real ao longo deste periodo de 8 anos, aproximadamente 20
% das éguas desenvolveram endometrite, estando de acordo com estudos, onde se
verificou que a endometrite € uma condi¢do bastante frequente e que 10-15% das éguas

s30 suscetiveis ao desenvolvimento de EPPC 8283

Ao desenvolvimento da mesma foi estabelecida uma relagdo forte com um
determinado conjunto de condi¢cfes da égua, nomeadamente a idade, estando esta por si
sO associada a outras condices como: a ma conformacdo perineal; a contratilidade

uterina reduzida; a incapacidade de relaxamento cervical e Gtero pendular. 8818 Estg
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descrito que éguas mais velhas e multiparas, apresentam mais frequentemente estes

fatores, sendo mais suscetiveis do que éguas mais novas. 8!

No presente estudo, a idade média das éguas que desenvolveram endometrite foi de
12 anos, estando em discordancia com os resultados obtidos noutros estudos onde se
verificou que a idade de éguas suscetiveis foi de 16 anos. 8 Outro estudo, demonstrou
que determinadas condi¢des predisponentes como a falha no relaxamento cervical, é

encontrada em éguas independentemente da idade. 8

Esté descrito a administracdo preventiva de ocitocina em éguas suscetiveis 4 a 6 horas
apos a IA, para auxiliar na expulsdo do liquido intrauterino. Apos a 1A, deve ser realizada
uma avaliacdo ecografica, no caso de ser detetado liquido intrauterino, deve ser avaliado
a quantidade de liquido para decidir a terapéutica mais adequada. Entre 1 a 2 cm de
liquido deve ser administrado ocitocina. Quando a quantidade de liquido é superior a 2
cm, recomenda-se a lavagem com fluidos isotonicos (nomeadamente LR) antes da

administracéo de ocitocina.'!*

Eguas com histérico de endometrite cronica, se possivel deve ser feita apenas uma 1A
por estro, devendo receber uma infuséo de antibioticos ou lavagem com fluidos isotdnicos
apos a inseminacao. No caso de serem feitas mais inseminacgdes por estro, as lavagens
devem ser realizadas ap6s cada IA. Se a égua tiver predisposi¢do para o desenvolvimento
de infecdo uterina pode ser adicionado antibi6ticos ao LR. Apds a ovulacdo, existe um
periodo de seguranca de 2 dias, onde podem ser realizadas as lavagens uterinas, apds esse

periodo existe o perigo de interferir com o desenvolvimento do embrido. 14

4.9. Efeito da consanguinidade

No presente estudo, a consanguinidade foi um fator com influéncia estatistica na
fertilidade dos garanhdes ao ciclo (p=0,003) tendo sido registada um queda na fertilidade

de 11% quando os valores de consanguinidade ultrapassam 0s 10% nos garanhdes.

Foi estudado também o seu impacto nas éguas, tendo sido verificado que o0 mesmo
ndo afetou a fertilidade das éguas (p=0,111), estando de acordo com o descrito onde se

sugere que o aumento da endogamia, tem principal impacto na fertilidade masculina,
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devido a maior frequéncia de mutagdes na linhagem germinativa masculina, levando a
reducdo da qualidade do sémen, sendo que o impacto no mesmo nao foi estudado no

presente estudo.8’:101

A endogamia pode ser reduzida pela introducdo de individuos geneticamente
diferentes, sobretudo garanhdes e pela escolha de individuos com base no seu
desempenho reprodutivo como acontece com outras espécies, como por exemplo 0s

touros 86,87,101

4.10. Efeito do garanhéo

No presente estudo, o garanhdo foi um fator com influéncia estatisticamente
significativa na avaliacdo da fertilidade ao ciclo (p<0,001) no entanto, ndo teve efeito

significativo quando avaliado para a fertilidade geral da época (p=0,09).

Através destes resultados conseguimos constatar que a fertilidade varia com
individualidade do garanhdo escolhido, havendo animais que apresentam fertilidade de
100% e outros de 0%, estando de acordo com os estudos onde se observou uma grande
variabilidade individual na fertilidade ao ciclo dos garanhdes, tendo uma variagdo de
17,7% a 73,0% no estudo realizado na Noruega e de 37% a 90% no estudo realizado no
Reino Unido. >** Estas percentagens aumentaram sempre quando avaliadas para a
fertilidade geral da época, sendo que o mesmo se verifica no presente estudo para a grande

maioria dos garanhdes. 4%

4.11. Efeito do sémen

No presente estudo, o tipo de sémen influenciou significativamente a fertilidade
por ciclo (p=0,007), no entanto ndo teve influéncia quando avaliado para a fertilidade
geral da época (p=0,296), estando de acordo com verificado em diversos estudos onde 0
tipo de sémen ndo influenciou a fertilidade quando todas as tentativas de obter uma

gestacdo durante a época foram contabilizadas.”®%2
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Neste estudo constatou-se taxas de fertilidade superiores e iguais quando utilizado
sémen fresco e refrigerado (53%) e valores inferiores de fertilidade quando utilizado o
sémen congelado (39%), contrariando os resultados obtidos noutros estudos onde se
verificou taxas de fertilidade superiores com a utilizagdo de sémen fresco.>*%768% Em
relacdo ao sémen congelado os resultados do presente estudo vao de encontro ao obtido
noutros estudos, onde se atribuiu ao sémen congelado a taxa de fertilidade mais baixa,
comparativamente com o sémen refrigerado % No entanto, contraria os resultados doutro
estudo onde as taxas de fertilidade do semen refrigerado e congelado foram semelhantes.
76 Os resultados no presente estudo, encontram-se dentro dos valores que foram descritos

na literatura para a fertilidade com sémen congelado (dentro de 32% a 73% por ciclo).>%

A avaliacdo da qualidade do sémen fresco e refrigerado € feito praticamente através
das mesmas técnicas. A qualidade do sémen fresco tende a representar a qualidade
inerente ao sémen do garanhdo, enquanto o semen refrigerado reflete também fatores que
afetam a manutencédo da qualidade do sémen ou problemas inerentes a longevidade dos

spz. 115

O facto de no presente estudo a fertilidade do sémen refrigerado se ter igualado a
fertilidade do sémen fresco, da indicios que os principais problemas encontrados num
programa com sémen refrigerado, nomeadamente problemas associados ao garanhdo, ao
maneio do sémen no laborat6rio, ao transporte e ao médico veterinario, que sdo
responsaveis pela reducdo comum da fertilidade do sémen refrigerado quando comparado
com a IA com sémen fresco, no presente estudo foram realizados de forma a manter e a
potenciar ao maximo a qualidade do sémen, permitindo atingir valores equiparaveis aos

do sémen fresco. 116

4.12. Efeito da motilidade do sémen

No presente estudo, o valor da motilidade do sémen antes (p=0,511) e depois
(p=0,131) da diluicdo ndo teve efeito estatisticamente significativo na fertilidade avaliada
ao ciclo. O que nos indica que no presente estudo ndo houve relagdo entre o valor da
motilidade do sémen e a obtencdo de mais ou menos fertilidade, contrariando os
resultados obtidos num estudo onde se verificou que sémen com maior motilidade estava

associada a taxas de fertilidade superiores. &
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Por outro lado, os resultados do presente estudo estdo de acordo com 0s obtidos
por outros autores onde nédo se conseguiu estabelecer uma relagéo entre a motilidade e a
taxa de gestacdo ao ciclo. No entanto, essa relacdo foi estabelecida para a fertilidade
avaliada a época sendo que, a taxa de gestacdo por época apesar de ser usada
historicamente para descrever a fertilidade do garanhdo, ndo é a medida mais sensivel de
fertilidade, porque ndo considera o nimero de ciclos em que a égua foi inseminada até
diagnostico de gestagdo.%® Neste mesmo estudo, os autores conseguiram estabelecer uma
relacdo entre a motilidade e a fertilidade quando a analise foi realizada para as taxas de
gestacdo no cio do poldro, podendo ser uma hipotese para avaliacéo eficaz da fertilidade
do garanh&o.®°

Constatou-se ainda, que dos parametros de avaliacdo do sémen aqueles que mais
se relacionaram com a fertilidade do garanh&o foram a percentagem de spz moveis totais
(motilidade total) e a percentagem de spz morfologicamente normais. Destacando a
importancia de avaliar em conjunto tanto a motilidade como a morfologia para determinar

e avaliar a fertilidade de garanhdes reprodutores. %

5. Conclusao

Os fatores que afetam um programa de IA, sdo diversos e cada um apresenta um

impacto diferente a nivel reprodutivo, que se traduz em resultados diferentes.

Neste trabalho, verificou-se que os diferentes fatores que afetaram a fertilidade da
eguada PSL tiveram diferentes origens, sendo imprescindivel que sejam avaliados
isoladamente e em conjunto, de forma a serem implementadas medidas corretivas que

visam melhorar a rentabilidade geral do programa.

Na avaliacdo de um programa de IA é importante ter em conta tanto a eficiéncia
como a eficécia do programa.

A eficécia é avaliada por época reprodutiva, sendo a avaliagdo que mais expressa
o rendimento econodmico direto, visto que se traduz na producao ou nao do produto final,
que neste caso é o poldro saudavel. Esta medida contabiliza todas as tentativas que foram
executadas ao longo da época reprodutiva para obter uma gestacdo, sendo por isso uma

métrica que reflete menos a fertilidade dos animais e mais o trabalho do médico
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veterinario, gestdo do programa, maneio dos animas e tratamento de animais subférteis.
No presente estudo, a idade da égua foi o fator que mais influenciou a producéo de um
poldro saudavel independentemente dos esforcos e do trabalho aplicado durante toda a
época reprodutiva, sendo que correu uma gqueda de 20% de fertilidade quando os animais

tinham mais de 15 anos.

A eficiéncia € avaliada por ciclo éstrico, reflete a verdadeira fertilidade dos
animais, pois contabiliza 0 nimero de ciclos seguidos e inseminacdes necessarias ate se
obter um diagndstico positivo de gestagdo. E cada vez mais importante, pois reflete a
capacidade do programa de cumprir o objetivo de um poldro/égua/época, aumentando
assim o valor comercial do poldro, tendo como vantagem ainda a reducdo de custos
devido a diminuicdo do numero de intervencdes e manuseamento necessario e ainda

melhorando pela mesma razdo a qualidade de vida do animal

No presente estudo, a eficiéncia foi superior, quando a ovulacao foi dupla (100%)
e ocorreu do lado direito (54%) comparativamente com o lado esquerdo; Quando animais
ndo apresentaram endometrite (53%); quando o garanhdo utilizado tinha uma taxa de
consanguinidade inferior a 10 % (56%), quando as IA’s foram realizadas com sémen de
garanhdes individualmente mais férteis e quando foi usado sémen fresco ou refrigerado
(53%).

Por ultimo, dois dos fatores avaliados mostraram influenciar tanto a eficiéncia
como a eficacia do programa, sendo eles o més da IA e o tipo de cio em que esta foi
realizada. O més em que a eficiéncia maxima foi atingida foi marco (57%), sendo 0 més
de janeiro (100%) onde se registou a méaxima eficacia. A utilizacdo do cio do poldro
resultou numa melhoria tanto na eficiéncia como na eficacia do programa, refletindo a

importancia dos fatores relacionados como o maneio.

Este estudo reforca a importancia de avaliar as diversas fontes de fatores que
podem influenciar o programa de IA, visto que, tanto fatores com origem nas éguas, como
no maneio, como no garanhdo se demonstram determinantes para o sucesso do mesmo.
Tornando-se imprescindivel uma abordagem multimodal de forma a atingir a maxima

rentabilidade.

-104 -



Algumas limitagOes deste estudo prendem-se na forma como os dados foram
obtidos, sendo que todos os registos séo feitos de forma manual, o que pode levar a uma
maior taxa de erro e possivel falta de dados. Outro foi a forma como as éguas obtiveram
o diagnostico de endometrite, neste estudo esta foi baseada na presenca de fluido
intrauterino 24 horas apos IA sendo que, para que o diagndstico seja confirmado seria

necessario realizar uma citologia e cultura microbiana endometrial.

Para futuros estudos podera haver interesse adicionar na consanguinidade outros
parametros de avaliacdo do sémen para se averiguar com maior profundidade o impacto
que este pode ter. Visto a fertilidade ser afetada por multiplos de fatores, existem muitos
que poderdo ser adicionados em futuros estudos com condic¢do corporal das éguas, a

temperatura ambiental, idade dos garanhdes, etc.
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V1. Anexos

Anexo 1- Folha de registo das éguas

propria).
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Anexo 2- Descricdo do estagio curricular

O estagio curricular foi dividido em duas partes, a primeira parte do estagio
curricular decorreu na Unidade Clinica, Coudelaria de Alter, sob a orientacdo da
Professora Doutora Elisa Bettencourt e da Professora Doutora Susana Monteiro. Este
estagio teve inicio no dia 3 de janeiro a 31 de marc¢o de 2023, tendo a duracao de 3 meses.
Durante este periodo, foi acompanhado o trabalho de 3 médicos veterinarios, Doutora
Helena Guimaraes, Doutora Madalena Pinto Cardoso e Doutor Jodo Cascais, na préatica
das atividades diarias na area de reproducéo equina, clinica geral e ortopedia no dia a dia

da Coudelaria, sendo que os estagiarios faziam fins-de-semana alternados.

A segunda parte do estagio curricular decorreu no Centro de Colheita e
Congelacdo de Sémen Equino, Lusopecus, sob a orientacdo da Professora Doutora Elisa
Bettencourt e da Doutora Cristina Rebelo Cosinha, teve inicio no dia 3 de abril a 30 de
maio de 2023, tendo a duracdo de 2 meses. Durante este periodo foi acompanhado o
trabalho de 3 médicos veterinarios, Doutora Cristina Rebelo Cosinha , Doutora Margarida

Resende Guedes e Doutor José Carlos Duarte, na pratica das atividades diarias.

Ambas as partes do estagio, incidiram essencialmente na area de reproducdo
equina e neonatologia, sendo possivel dividir as atividades realizadas e acompanhadas

em trés grupos principais: éguas, garanhdes e poldros.

Na sec¢do das éguas as principais atividades realizadas e acompanhadas foram a
palpacdo transretal do trato reprodutivo da égua, o controlo reprodutivo ecogréfico,
inducdo da ovulacdo, inducdo da lutedlise , inseminacdo artificial com sémen fresco,
refrigerado e congelado, diagndstico de gestacdo, monitorizacdo ecografica da gestacéo,
lavagens uterinas, tratamentos uterinos, recolhas e transferéncias de embriGes, bidpsias
uterinas, citologias uterinas, zaragatoas uterinas, avaliacdo da condicédo corporal, colheita
de sangue e de colostro para avaliacdo dos niveis de anticorpos. Foram acompanhados
também casos clinicos tais como, casos de endometrite, feridas por traumatismo com

ligagéo ao canal vaginal.

Na seccdo dos garanhdes, as principais atividades realizadas e acompanhadas
foram o exame do trato reprodutivo do garanhdo através da palpacéo, medicdo com fita

métrica e ecografia testicular e das glandulas acessorias, preparacdo e limpeza do pénis
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para colheita de sémen, preparacao da vagina artificial, colheita de sémen em manequins
de monta, espermogramas, processamento de doses de sémen fresco e refrigerado e
congelacdo de sémen. Foram acompanhados também casos clinicos tais como, ampolas

obstruidas e castraces.

Por Gltimo na seccdo dos poldros, as principais atividades realizadas e
acompanhadas foram o exame fisico do poldro neonato, colheita de sangue para avaliacéo
dos niveis de anticorpos, elaboragéo de resenhos, colocacdo de microship e avaliagcdo da
condicdo corporal. Foram acompanhados também casos clinicos tais como, hérnia
umbilical, hérnia abdominal, atresia do ducto nasolacrimal, deformidades flexurais,

impactacao do meconio e diarreias neonatais.

Figura 29- A- Inseminacdo artificial com sémen fresco; B- Recolha de sémen recorrendo a
vagina artificial e manequim; C- Alimentacao de um poldro com leite de substitui¢do. (Autoria
propria).
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Gréfico 1- Distribuicdo da casuistica pelas &reas clinicas (n= 1328)

m Exame fisico completo- 8% m Neonatologia - 2%

Cirurgia- 2% Reproducdo, Andrologia e obstetricia- 60%
Reabilitacdo-5% Ortopedia- 15%
m Odontoestomatologia-2% m Profilaxia e identificacdo- 5%

m Exames de ato compra e venda - 1%
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