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Resumo

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria que realizei,
decorreu nas instalagbes da Fundacdo Alter Real (FAR), sede da Coudelaria Alter Real em
Alter do Chéo. Nas 16 semanas de estagio compreendidas entre Fevereiro e Junho de 2009,
participei no acompanhamento reprodutivo das éguas da Fundacgédo Alter Real, éguas do Posto
Hipico, garanhdes da Fundacédo Alter Real e garanhdes externos a institui¢ao.

A realizacao deste estagio foi de grande importancia na minha evolugéo profissional além
de me p6r a par da realidade pratica no nosso pais, complementando a formacéo adquirida ao
longo dos passados cinco anos de Licenciatura com Mestrado Integrado.

Devido ao grande nimero de garanhfes e éguas que sao acompanhadas diariamente e
as boas infraestruturas e equipamentos disponiveis, foi possivel atingir o objectivo deste
estagio, nomeadamente no que respeita ao aprofundar dos conhecimentos ao nivel da clinica
reprodutiva equina. Em termos praticos, este estagio foi realizado com éguas da Coudelaria
Nacional e com aquelas que pertencem a particulares, e que foram para as instalacdes da FAR
para serem acompanhadas reprodutivamente e beneficiadas. Ainda no que respeita as éguas,
foi possivel praticar inseminacao artificial com sémen fresco e participar nos procedimentos
envolvidos na manipulacdo de sémen refrigerado e congelado. Realizei também toda a
componente pratica no que respeita aos garanhdes. A possibilidade de acompanhar o trabalho
de um veterinario com grande experiéncia nesta area, Dr.Vitor Gracio, foi muito enriquecedora,
pela continua aprendizagem pratica e teorica, assim como adquirir conhecimentos da
experiéncia de um veterinario com longo palmarés na pratica da reproducao equina, Dr.Mario
Barbosa. Tive também oportunidade de acompanhar e cooperar em casos pontuais de clinica e
cirurgia de equinos na Unidade Clinica da FAR.

Pretendo com este relatorio, fazer a descricdo das actividades realizadas durante o meu
periodo de estagio na area de reproducao equina.
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Abreviaturas

CL — Corpo Luteo

°C — graus centigrados

erLH — Hormona Luteinizante recombinante equina
FAR - Fundacao Alter Real

FSH - Hormona Foliculo-Estimulante
GnRH - Hormona Libertadora de Gonadotrofinas
IA - Inseminacéo Artificial

i.m. - administracdo intra-muscular
i.v. - administracéo intra-venosa

Kg - Kilograma

LH - Hormona Luteinizante

MHz - MegaHertz

Mg - micrograma

mg - miligrama

mL — mililitro

PGF,, - Prostaglandina-F-2-alfa
PSA — Puro Sangue Arabe

PSI — Puro Sangue Inglés

PSL - Puro Sangue Lusitano

SF - Sela Francés

spz - espermatozoides

Ul — Unidades Internacionais
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Introducéo

Hoje em dia, a inseminacdo artificial (IA) é uma técnica frequentemente usada na
reproducdo equina, nomeadamente quando a cada garanhao é atribuido um grande namero de
éguas, como sao exemplo, as coudelarias.

Este trabalho € assim dividido em duas partes. A primeira diz respeito a égua onde é
realizado um estudo sobre a resposta ao tratamento com a hormona Prostaglandina Fyq
(PGF4,) para inducao da lutedlise e antecipacédo do cio. Uma vez que a maioria das éguas com
que trabalhei foi beneficiada recorrendo a IA, o diametro do foliculo pré-ovulatério foi um dado
Gtil para a previsao da ovulagdo e possivel inducdo da mesma, e por isso foi também objecto
de estudo neste relatério. A indugéo da ovulacéo foi um tratamento frequentemente utilizado no
maneio reprodutivo das éguas durante o estagio e por essa razao é também aqui realizado um
estudo da resposta a administragdo da hormona Coridnica Gonadotréfica humana (hCG) como
indutora da ovulagéo.

A segunda parte faz referéncia ao garanhdo, salientando-se algumas caracteristicas do
sémen avaliadas por rotina (volume, motilidade e concentragdo), uma vez que estas sao
indicadores da capacidade reprodutiva do garanhdo, e compara-se o primeiro ejaculado da
época reprodutiva com os restantes, pois aquele é muitas vezes eliminado, sem sequer ser
considerado para se utilizar na Inseminacdo. Faz-se também referéncia a percentagem de
diagnosticos de gestagdo positivos, associada aos varios valores de motilidade progressiva,
uma vez que este €, dos parametros normalmente avaliados, o mais correlacionado com a
fertilidade.

1. EGUA

1.1.Reviséo Bibliogréfica

A sazonalidade sexual da égua e a consequente limitagcdo de tempo para se obter uma
égua em gestacdo em cada época reprodutiva, leva a necessidade de adoptar determinadas
praticas a nivel do maneio reprodutivo para que, no final dessa época, o0 nimero de éguas
gestantes seja o maior possivel. Devido a longa duracdo do estro nas éguas e a
imprevisibilidade do dia da ovulacdo, € de grande utilidade recorrer a métodos que prevejam a
ovulacdo, com o objectivo de realizar o menor nimero de inseminac¢des possivel (Ivkov et al.
1999), além das limitagBes implicitas na inseminagdo com sémen refrigerado como exemplo,

em que é necessario um tempo prévio para que seja realizada a recolha (Brinsko et al. 2000) e
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envio do sémen para o local onde se encontra a égua. A deteccao do cio permite identificar a
fase do ciclo éstrico da égua, o acompanhamento ecogréafico traduz a dinamica ovérica, e a
partir dessas informacdes pode-se manipular o ciclo éstrico através de tratamentos hormonais.

As éguas sdo animais poliéstricos sazonais, existindo uma altura do ano em que a maioria
das fémeas néo apresenta actividade reprodutiva (anestro). A fase de actividade reprodutiva,
em que ocorrem ciclos regulares e repetidos situa-se nos meses de Primavera, Verdo e
Outono. A passagem da fase de anestro para a fase de actividade reprodutiva denomina-se
transicdo de Primavera, e nessa altura sao evidentes alteracdes ecograficas como auséncia de
corpo lateo (CL) e a presenca de varios foliculos com ritmo de crescimento lento. A deteccao
da presenca de foliculos maiores que 25 mm por mais que 10 dias sem que ocorra ovulacao
indica que a égua esta no periodo de transicao (Ginther 1990). Além disso, segundo Ginther
(1990), durante a época de transicao, os foliculos estdo em constante crescimento e regressao,
sem que se dé a ovulagdo. O anestro termina quando ocorre a primeira ovulacdo do ano
(Atayde 2008). Em latitudes idénticas, Affleck et al. (1991) e Atayde (2008) verificaram que o
inicio da época reprodutiva ocorre nos primeiros dias de Abril.

O ciclo éstrico é um interrelacionamento sincronizado entre eventos comportamentais,
anatomicos e enddcrinos que resultam na ovulagédo (LeBlanc et al. 2003). Cada ciclo éstrico
pode ser dividido em fase lutea (diestro), em que predomina o corpo liteo, e em fase folicular
(estro), em que predominam os foliculos em desenvolvimento. Nesta Ultima, ocorre
desenvolvimento folicular nos ovarios que culmina na ovulacéo do odcito do foliculo dominante
e consequentemente forma-se o Corpo Hemorragico e posteriormente o CL. A ovulacao
geralmente ocorre 24 — 48 horas antes do final do estro, e corresponde no ciclo, ao dia zero
(Morel 2003).

O estro tem a duracdo média de 5-7 dias, mas pode variar bastante entre éguas (Samper
2008). A presenca do garanhdo é o melhor meio para detectar o cio (LeBlanc et al. 2003), e a
maioria das éguas, além de permanecer voluntariamente junto do garanhdo (LeBlanc et al.
2003) permite a aproximacdo e cobricdo (Samper 2008). Nesta fase, os comportamentos da
égua perante o garanhdo incluem a elevacdo da cauda e adopcdo de posi¢cdo de urinar
mantida por longo periodo de tempo e sem evidéncia de esforgo, movimentos repetidos de
eversao dos labios vulvares com eversao do clitoris, agachamento e frequente eliminagcéo de
urina (normalmente com um odor caracteristico e aparéncia amarela opaca) (LeBlanc et al.
2003). Anatomicamente, na fase de estro, a égua apresenta relaxamento do Utero e cérvix,
presenca de um foliculo de grande dimensao (dominante) e edema endometrial (Samper 2008).

O diestro dura em média aproximadamente 15 dias (Samper 2008), e durante esse
periodo, na presenca do garanhdo, a égua baixa as orelhas, mostra os dentes e morde,



escouceia e afasta-se do garanhdo (LeBlanc 2003). A nivel ovarico esta presente o CL, 0 cérvix
apresenta-se tonificado e ndo se verifica edema endometrial (Samper 2008).

O controlo endécrino do ciclo éstrico deve-se ao eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal que
€ por sua vez controlado principalmente pelo fotoperiodo, além da importante influéncia
nutricional, da temperatura, ambiente, condicdo corporal, idade e ra¢ca da égua. A duracdo do
periodo de luminosidade dos dias influencia inversamente a producdo da hormona melatonina
qgue controla a actividade do eixo hipotalamico — hipofisario — gonadal. A melatonina tem um
efeito inibidor na producdo da Hormona Libertadora de Gonadotrofina (GnRH), estimuladora da
producdo de duas hormonas que actuam a nivel dos ovérios - hormona luteinizante (LH) e
hormona foliculo-estimulante (FSH) (Morel, 2003).

A FSH é a hormona responséavel pelo desenvolvimento dos foliculos. A sua libertacdo é
bifasica, tendo niveis mais elevados nos dias 9-12 e na altura da ovulac¢do. O pico proximo da
ovulacdo ocorre dois dias antes desta, quando o nivel de estradiol produzido pelo foliculo
dominante diminui (Ginther et al. 2008), o que permite completar o desenvolvimento final do
foliculo pré-ovulatério e iniciar o desenvolvimento de novos foliculos (Morel 2003). O declinio
dos niveis de FSH ocorre com o aumento da hormona inibina, produzida pelos foliculos
maiores que 13mm (Ginther 1990).

Além dos efeitos a nivel do controlo hormonal, 0os estrogénios sdo responsaveis por
alteragbes anatOmicas como o edema uterino e relaxamento do cérvix (Samper 1997) e
comportamentais, no que respeita a receptividade sexual que a égua apresenta (Morel 2003).

No estro, a concentracdo de LH aumenta até atingir o pico dois dias depois da ovulacéo
(LeBlanc et al. 2003). Como resultado da ovulagéo, forma-se o CL produtor de progesterona e
gue tem efeito inibitorio na libertacdo de LH (Morel 2003). Os niveis de progesterona aumentam
em 24 — 48 horas no periodo pés ovulacdo (Morel 2003) e mantém-se durante 14 — 15 dias do
ciclo éstrico (LeBlanc et al. 2003). Se a égua nao estiver gestante, por volta do 15° — 16° dia
ocorre uma diminuicdo da concentracdo de progesterona, permanecendo em niveis basais
durante o estro. Segundo Handler et al. (2004), esse declinio deve-se a secrecdo de PGF,, a
partir do endométrio entre os dias 13 e 16 pds ovulagdo, que induz a regressdao do CL. A
secrecao de PGF,, precede a diminuicdo da concentracdo plasmatica de progesterona em 3 ou
4 horas (Handler et al. 2004).

Pelo facto de a progesterona atingir niveis basais durante o estro, o seu efeito inibitério
sobre a secrecdo de gonadotrofinas deixa de ocorrer, e assim é iniciado todo o processo
hormonal responséavel pelo estro e ovulacdo (Morel 2003).

De um modo geral, uma égua que se encontre a ciclar, entra em cio por volta do dia 15-16
do ciclo éstrico quando a prostaglandina-F,, (PGF,,) € produzida pelo endométrio e induz a

lutedlise. Aproximadamente ao 5° dia de cio ocorre a ovulagdo que resulta na formagédo de um
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corpo lateo que so responde a PGF,, exdgena quando esta maduro, em média 5 dias depois
da ovulagéo. (Morel 2003; England 2005).

A manipulacdo do ciclo éstrico é uma pratica Util e comum no maneio reprodutivo das
éguas. O uso clinico de hormonas para esse fim deve-se em grande parte a cobricdo ou
inseminagcBes com sémen fresco, refrigerado ou congelado em tempo marcado (McCue 2007).
Os dois procedimentos mais comuns no maneio reprodutivo das éguas, envolvem a inducdo da
lutedlise e a inducdo da ovulagdo (Samper 2008).

Numa égua normal a ciclar, o estro é induzido com a administracdo de uma injeccdo de
PGF,, que pde fim a fase lutea (Samper 2008) quando esta presente um CL maduro. Assim
sendo, a prostaglandina natural e os seus analogos sintéticos tém sido usados efectivamente
para esse fim (Alcantara et al. 2005).

Além de ser util por permitir encurtar o ciclo éstrico (Smith 2007), a PGF,, também se
aplica no tratamento de diestros prolongados causados por um CL persistente (Alcantara et al.
2005), sincronizacdo de cio, inducdo de contrac¢des uterinas para evacuacao de fluidos
uterinos e inducdo de aborto (Squires 2008).

O CL da égua é sensivel as prostaglandinas por volta do sexto dia depois da ovulagéo, no
entanto ha muitas éguas que respondem mais cedo (Smith 2007). Squires (2008) refere que a
melhor resposta a administracdo desta hormona ocorre quando esta é feita 5 a 10 dias apos a
ovulacdo. Além disso, o intervalo para o estro e ovulacdo depende do tamanho do foliculo
maior quando se administra a prostaglandina. Eguas com foliculos maiores que 30mm nesse
momento, regressam ao cio rapidamente e ovulam mais cedo no novo ciclo (Squires 2008).
Segundo Samper (2008), numa égua em diestro tratada com PGF,, natural ou um analogo, em
média, o intervalo entre o tratamento e o inicio de cio € de 3 a 4 dias enquanto que a ovulacéo
ocorre 8 a 10 dias depois desse mesmo tratamento, ja Alcantara et al. (2005) afirmam que os
sinais de cio surgem geralmente ao quinto dia apds tratamento. No entanto, o intervalo desde a
administracdo até ao inicio do cio e posterior ovulacdo pode variar consideravelmente e é
importante verificar o estado dos ovarios antes da administracao (Smith 2007; England 2005).
O tamanho do foliculo quando se administra PGF,, € muito importante para determinar esse
intervalo. Foliculos menores que 25mm normalmente regridem e um novo foliculo ira emergir e
crescer, até se dar a ovulagdo em geralmente 7 a 10 dias. Em éguas que tém um foliculo maior
gue 25mm, espera-se que demonstrem sinais de estro mais cedo, depois da administracdo, e
ovulam em 3 a 5 dias. Por outro lado, éguas com foliculos muito grandes (35 — 50mm) ovulam
rapidamente depois da administracdo da PGF,,, muitas vezes sem mostrarem sinais de cio
(Smith 2007). England (2005) refere ainda que se a administracéo da prostaglandina luteolitica
for feita durante o Veréo, a ovulacdo ocorre 4-6 dias depois da injeccdo de PGF,,, e se for feito
no final da época, a ovulacdo pode ocorrer mais que 10 dias depois da administracao.
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A PGF,, ndo actua apenas no CL do ovario, mas tem efeitos em 6rgdos com 0s mesmos
receptores. Consequentemente, pode causar contraccdo da musculatura lisa do tracto
gastrointestinal, respiratério e Utero, causando reacgdes clinicas ou efeitos laterais (Alcantara
et al. 2005). Sabe-se que esta hormona pode causar aumento da frequéncia cardiaca e
respiratéria e por isso causar impaciéncia ao animal, de forma semelhante a sindrome
abdominal aguda, e provocar também sudacdo profusa no pescoco, peito e abdémen. Esta
condicdo pode levar a descoordenacdo motora e 0s movimentos intestinais podem resultar em
diarreia aquosa e dor abdominal, no entanto todos estes sinais sdo de curta duragdo e
transitérios (Alcantara et al. 2005).

Os analogos sintéticos da PGF,,, tal como a PGF,, natural ttm o mesmo efeito luteolitico e
muitas vezes em menor dose que a hormona natural, além disso, tem-se mostrado que 0s
efeitos laterais deles sdo minimos (Alcantara et al. 2005).

Esta descrito que a dose minima, efectiva nas éguas, aplicada 5 dias ap6s a ovulacéo é de
9ug kg™ e que a aplicacdo da dose standard (12ug kg™) causa efeitos laterais (Handler et al.
2004). Num estudo realizado por Handler et al. (2004) com péneis em que administraram doses
de 8ug kg !, 4ug kg ! e 2ug kg * de Dinoprost, obtiveram efeito luteolitico em todas elas.

Handler et al. (2004) refere que uma dose Unica muito baixa de PGF, (1ug kg™*) ndo é
efectiva, mas duas doses com intervalo entre elas de 24 horas causam lutedlise na égua. Smith
(2007) obteve o efeito pretendido de lise do CL, quando administrou Dinoprost ou Cloprostenol
nas doses de 5mg ou 250ug por égua, respectivamente. No entanto afirma que trabalho
recente mostra que muito menores dosagens podem ser usadas com a mesma eficacia, o que
€ apoiado por Ginther et al. (2009) num estudo com a administracdo de Dinoprost i.v. na dose
2,5mg por égua.

Uma vez tendo a égua em estro, quer naturalmente, quer por inducdo hormonal, é
importante prever o0 momento da ovulagéo. As principais vantagens da previsdo da ovulacéo
incluem: um pedido de sémen por ciclo para garanh8es muito requisitados; planear o transporte
da égua, no caso da cobri¢do ser no local onde estd o garanhdo, menor nimero de cobri¢des e
reducdo de contaminacdo uterina (especialmente em éguas com baixa clearance uterina ou
alta susceptibilidade a infec¢des uterinas); realizar inseminagdes préoximas da ovulacdo, para
sémen refrigerado ou congelado e para garanhfes com baixa fertilidade (Samper 2008).
Permite também assegurar intervalos entre cobricdes adequados para os garanhdes, a
sincronizacdo entre dadora e receptoras nos planos de transferéncia de embrides e reduzir o
trabalho e custos veterinarios (Samper 2008). Ndo s6 quando se pratica a cobricdo natural,
mas principalmente na IA, a determina¢cdo do momento da ovulacdo € um factor critico na

tentativa de se obter a méxima taxa de gestacédo (Samper 1997).



A longevidade do odcito de cerca de 18 horas (Loomis & Squires 2005) é muito curta
guando comparada com a longevidade dos espermatozéides no tracto reprodutivo da égua,
que pode ir de 24 horas até 7 dias (Morel 1999; Pycock 2008). No entanto, quando se trata de
sémen congelado, a sua longevidade no tracto reprodutivo da égua esta reduzida (Samper
2001; Troedsson et al., 1998; Pycock 2008).

Para as taxas de gestacdo serem maximizadas, quando se utiliza sémen fresco, a
inseminacéo deve ser realizada nas 48 horas que precedem a ovulacdo. Quando se pratica IA
com sémen refrigerado, esta deve ser realizada nas 12-24 horas antes da ovulacéo, e no caso
de ser sémen de garanhdes subférteis (Samper 1997) ou sémen congelado, a maxima
fertilidade pode ser conseguida se a inseminacao for feita nas 12 horas que antecedem a
ovulacdo e até 6 horas depois da ovulagéo (Samper 2008).

A determinacdo do momento da ovulagdo pode ser apoiada pela deteccdo de cio, pela
consisténcia e tamanho do foliculo pré-ovulatério através da palpacéo rectal, e pela aparéncia
do foliculo e edema uterino a nivel ecografico (Samper 1997; England 2005). Um distinto
amolecimento do foliculo ocorre cerca de 24 horas antes da ovulacdo, e com ligeira presséo
pela sonda do ecografo, apresenta-se aplanado. O aparecimento de edema uterino durante os
primeiros dias de estro (Samper 2008) e o0 seu desaparecimento que ocorre cerca de 24 horas
antes da ovulacao (England 2005) sdo fendmenos progressivos na maioria das éguas (Samper
2008). Apos o pico de estrogénios e com o aproximar da ovulagdo, a intensidade do edema
comeca a diminuir (Samper 1997), até ser inexistente na presenca de progesterona (Samper
1997).

Durante o estro, na ecografia do ovario encontram-se foliculos em crescimento e a
auséncia do corpo luteo. O foliculo dominante cresce até ao didmetro pré-ovulatério, variando
este diametro ao longo da época reprodutiva, sendo maior no inicio da época (Abril a Junho),
atingindo as menores dimensfes no més de Agosto, aumentando de novo, mas sem atingir os
diametros iniciais, a medida que a época reprodutiva se aproxima do fim. O diametro do foliculo
pré-ovulatorio também pode variar consoante a idade da égua — maior nas mais velhas — a
raca — pequenas varia¢des, sendo ligeiramente menor nas ragas menores — e com a ocorréncia
de ovulacéo dupla — menor quando presente (Atayde 2008).

Pierson & Ginther (1985) concluiram que o foliculo pré-ovulatério cresce em média até
45,2mm com uma taxa de crescimento diario de 2,7mm, j& Ivkov et al. (1999) verificaram que a
dimensdo média atingida pelo foliculo pré-ovulatério um dia antes da ovulacdo é de 41,75mm
(x4.72mm).

A ovulagéo pode ocorrer nas éguas a partir de foliculos pré-ovulatérios com diametro entre
34 e 70mm (Cuervo-Arango & Newcombe 2008). Por outro lado, Samper (1997) afirma que
muitas éguas ovulam de foliculos entre 40 e 45mm de diametro, 24-48 horas antes do fim do
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cio. O diametro folicular é utilizado para estimar a altura em que a égua vai ovular, e grande
parte ovula quando as dimensdes estdo entre os 40 e 45mm, no entanto, muitas éguas ovulam
fora destes limites e pode-se perder um ciclo se se considerar apenas este intervalo (Cuervo-
Arango & Newcombe 2008). Por isso, além de ter em conta o didametro do foliculo pré
ovulatério, podem-se considerar outras alteracdes -caracteristicas com o aproximar da
ovulacdo: aumento do tamanho, alteracdo da forma, diminuicédo da pressao interna do foliculo e
separacao das camadas da parede folicular (Bragg et al. 2001) além da auséncia de tonicidade
do cérvix e das alteragBes uterinas ja referidas. Num estudo realizado por Bragg et al. (2001)
em que se administrou hCG (indutora da ovulagcdo) em éguas, quando o foliculo dominante
apresentava mais que 35 mm de di@metro e se avaliaram as alteragbes no foliculo preé-
ovulatério, concluiu-se que esta hormona acelera a maturacdo folicular e cria alteracbes de
pressdo e histomorfolégicas como a separacdo, na parede folicular. Um aumento nos vasos
sanguineos, edema, hemorragia e hiperémia foram também detectados no mesmo estudo,
entre as camadas de células da teca e granulosa nessas éguas, surgindo irregularidades na
camada granulosa (Gastal et al. 2006). Além destas evidéncias, esta descrito que as éguas
tendem a ovular com foliculos de didmetros semelhantes em dois ciclos consecutivos, se ndo
for feito nenhum tratamento para a sua inducéo (Cuervo-Arango & Newcombe 2008). Ginther et
al. (2008) referem também que héa repetibilidade em muitos aspectos do ciclo, populacao
folicular e concentragfes de gonadotrofinas entre ciclos éstricos.

A inducdo da ovulacdo é um procedimento essencial nos programas de IA, permite
optimizar o uso do sémen e reduzir o numero de inseminagdes (Carluccio et al. 2006).

A ovulacao pode ser induzida pela hCG, pela GnRH (um analogo — Deslorelina) ou pela LH
recombinante equina (erLH). Qualquer um destes agentes tem o maximo efeito quando
administrado em éguas com edema endometrial, cérvix relaxado e um foliculo com 35 mm ou
mais (Samper 2008).

A hCG é uma hormona proteica com actividade de LH (Samper 2008) e provoca
maturagéo e ovulagdo do foliculo dominante (McCue et al. 2007).

O tratamento convencional com hCG resulta num aumento de LH em 24 horas, e que é
semelhante ao aumento que ocorre nas ovulacdes espontaneas (Ginther et al. 2008).

Segundo Samper (2008), a ovulagdo ocorre aproximadamente 36 horas apds o tratamento
com hCG, mas a sua eficacia é afectada pela fase do ciclo éstrico, o0 tamanho e maturidade
folicular.

A hCG na dose de 1500-3000 Ul administrada por via intravenosa (i.v.) (LeBlanc 2006) ou
intramuscular (i.m.) (Samper 2008) induz a ovulacdo em 24 a 48 horas em éguas com foliculo
maior que 35mm de diametro (Ginther et al. 2008; LeBlanc 2006, Pycock 2008). Brinsko et al.

(2000) afirmam que apos a inducdo da ovulagdo com 1500 Ul ou 3000 Ul por via i.m. ou i.v.
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qguando o foliculo dominante pré-ovulatério apresenta mais que 35 mm, resulta na ovulagéo
em 36 — 48 horas.

Gastal et al. (2006) refere um estudo que concluiu que a administracdo de uma dose de
1500UI ou 2500UI nas mesmas circunstancias induz a cessacdo do crescimento folicular e
assim, reduz o diametro do foliculo pré-ovulatério nas éguas tratadas.

O tempo desde a administracdo da hCG até a ovulagcédo parece ser influenciada pela
estacdo do ano, pois maior nimero de éguas ovula em 12-24 horas quando a administracéo é
feita entre Maio e Julho do que entre Fevereiro e Abril (LeBlanc 2006). Por outro lado, mais que
3 administracdes na época reprodutiva estdo associadas a uma quebra na resposta (ndo
ovulam em 48 horas) (LeBlanc 2006), no entanto, esta informacgéo é contrariada por um estudo
onde se fez a administracdo de hCG em 3 ciclos na época reprodutiva e se concluiu que nao
h& alteracdo na eficacia da hormona (Gastal et al. 2006). Quando se fazem multiplas
administrac6es de hCG na época reprodutiva, esta descrito o estimulo ao desenvolvimento de
anticorpos que podem reduzir a eficacia desta hormona (Gastal et al. 2006). A producdo de
anticorpos contra a hCG, esta também associada a sua administracdo por via intramuscular
(Smith 2007). A éguas com idade avancada (mais que 16 anos), estd associada uma
distribuicdo da ovulacdo mais ampla relativamente a éguas mais jovens, e também uma
diminuicdo da eficacia da ovulacéo induzida desta forma (LeBlanc 2006).

A dose de hCG administrada também influencia o tempo que medeia desde a sua
administracdo até a ovulacdo, sendo este em média menor quando se administra 2500Ul ou
1500Ul comparativamente com 500Ul (Gastal et al. 2006). Apesar desta Ultima dose ndo ser
adequada para induzir uma alta taxa de ovulacdo em 24-48 horas, reduz o tempo para a
ovulacdo quando comparado com éguas sem tratamento (Gastal et al. 2006).

Um problema que surge quando se faz inseminagéo artificial com sémen refrigerado, € o
dia em que deve ser feito o pedido deste. HA muitos garanhdes que ndo estdo disponiveis
diariamente para as recolhas de sémen, e o veterinario deve estar informado acerca dos dias
em que o poderd receber. Além disso, a monitorizacdo da dinamica folicular a partir do
momento em que a égua inicia o estro é essencial, para que o sémen seja pedido no momento
certo (Brinsko et al. 2000). Tendo em conta que a inseminacdo com sémen refrigerado deve
ser realizada dentro das 12-24 horas (Samper 2008) que precedem a ovulacdo é boa pratica
gue o sémen seja pedido quando a égua esta em cio e apresenta um foliculo de 30 a 35mm no
ovario. O tempo que medeia entre o pedido e a recepcao do sémen é geralmente de cerca de
24 horas (tempo necessario para o transporte rapido do sémen), por isso, € importante que
esse mesmo pedido seja feito pelo menos 48 horas antes do momento previsto para a
ovulacdo. O uso de agentes indutores da ovulacdo potencia a sincronia entre a inseminacéo e

a ovulacdo (Brinsko et al. 2000). Assim sendo, quando o foliculo dominante atinge 35mm de
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didametro, a maioria das éguas ovula de 36 a 48 horas apds administracdo de hCG, quer na
dose 1500 Ul ou 3000Ul por via i.v. ou i.m. (Brinsko et al. 2000). Por essa razdo, se ndo ha
davida que o sémen é recebido no dia seguinte, nesse momento pode ser feita a inducao da
ovulacdo. No caso de ndo haver certeza da recepgdo do sémen, € preferivel ndo induzir a
ovulacao e evitar assim que esta ocorra a ovulacdo antes da chegada do sémen (Brinsko et al.
2000).

Os objectivos propostos para este trabalho sdo a determinacdo do tempo de resposta a
PGF,, e a hCG, em que nesta Ultima se compara a resposta a duas doses administradas, bem
como o diametro do foliculo maior no dia anterior & ovulagdo nas éguas que acompanhei

durante o periodo do meu estagio.

1.2.Materiais e Métodos

Para este estudo foram utilizadas 55 éguas de raca Puro Sangue Lusitana (PSL) (n=47),
Puro Sangue Arabe (PSA) (n=4) e Cruzadas Portuguesas (n=4). As idades destas estavam
compreendidas entre 0os 4 e os 19 anos. Todas elas estavam alojadas na FAR durante o
maneio reprodutivo até a ovulagéo e todas eram alimentadas com o mesmo tipo de racdo duas
vezes por dia, palha e agua ad libitum.

Depois da deteccdo de cios, eram feitas palpacgfes rectais e posterior controlo ecogréfico,
de modo a verificar a fase do ciclo éstrico em que se encontravam. Para a detec¢do do cio,
recorria-se ao uso do “rufidao” (Fig.1), um garanhdo da coudelaria previamente seleccionado
para o efeito. Cada égua permanecia na respectiva boxe e era permitido ao garanhao
aproximar-se desta através da janela e assim ser detectado e registado o interesse ou
desinteresse da égua em relagéo ao cavalo. Considerava-se uma égua em cio, quando esta se
apresentava fortemente interessada no garanhdo, com eversdo vulvar e exteriorizacdo do
clitoris, urinava, elevava a cauda e baixava a garupa (Fig.2,3,4). Pelo contrario, uma égua com
comportamento agressivo perante o garanhdo, que atacava, colocava as orelhas para tras,

mordia, dava coices e maozadas, considerava-se fora de cio.

Fig 1. Utilizag&o do garanh&o na Fig 2. Abaixamento da garupa
deteccéo do cio 9



Fig 3. Elevacdo da cauda, eversdo Fig 4. Elevacdo da cauda, abaixamento da garupa,
vulvar e exteriorizacdo do clitoris eversao vulvar e exteriorizagdo do clitoris

Era feita uma palpacéo, via rectal, sistematica (Fig. 5) que iniciava no Utero onde era
avaliada a posigéo e tonicidade, percorria-se cada corno uterino individualmente e respectivo
ovario e aferia-se a sua posi¢ao, tamanho, forma, consisténcia, mobilidade e sensibilidade. Por
rotina ecografavam-se (ecégrafo Esaote PieMedical® Aquila, Servive, com sonda de 6.0MHz)
(Fig. 6) éguas recém-chegadas e éguas com desenvolvimento folicular, até a ovulacdo. Media-
se e registava-se o diametro folicular, sendo considerado o maior valor obtido em varias

medicdes.

Fia 5. Palpacéo rectal Fig 6. Controlo ecogréfico

Quando o diametro folicular era igual ou superior a 35mm (Fig. 7), era feita a administracéo
de hCG (Chorulon® 1500 - 3000 U.1., i.v. ou i.m., Intervet) para induzir a ovulac&o, tendo sido o
didmetro folicular médio no momento da administracdo de 43.15mm (£3.15mm), o menor
didmetro de 36.20mm e o maior de 50.60mm. A administragdo de hCG era acompanhada da IA
com sémen fresco, e o controlo ecografico realizava-se nos dias seguintes até se verificar
ovulacdo. Caso nao houvesse deteccdo do CL nas 48 horas pds inseminagdo com sémen

fresco, era efectuada uma nova IA. Em 4 casos nos quais se utilizou sémen congelado, a
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administracdo de hCG era realizada nas mesmas condi¢cfes, embora a IA fosse feita apenas
apos deteccédo do CL.

Fig 7. Ecografia de um foliculo com didmetro superior a 35mm

As éguas em diestro, 5 dias apds ter surgido o CL, ou quando na auséncia de historia
existia um ou mais CL nos ovarios, administrava-se PGF,, (Dinolytic® 1,5 mL, i.m.
(7,5mg/égua), Pfizer) (Fig. 8 e 9) e o controlo ecogréfico iniciava-se dos 3 dias pos-
administracdo em diante. Era feito o registo da presenca do CL na respectiva data. Era
observada a presenca ou auséncia de efeitos laterais nas éguas apdés a administracdo da
PGF,,, apenas por precaucao.

Fig 8. Dinolytic® (Pfizer) Fig 9. Administracao intramuscular de Dinolytic® (7,5mg/égua)

Para analisar os dados a partir dos registos obtidos, calculou-se: (1) a média, desvio
padrao, minimo e maximo do nimero de dias desde a administracdo de PGF,, até se detectar
o inicio do cio, e calculou-se 0os mesmos parametros para o numero de dias desde a

administracdo de PGF,, até se detectar a ovulagdo por ecografia; (2) a média, desvio padrao,
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minimo e maximo dos valores do diametro do foliculo pré-ovulatério, sendo o valor do diametro
do foliculo pré-ovulatério considerado, aquele que foi verificado por ecografia um dia antes do
aparecimento do CL; (3) a média, desvio padrdo, minimo e maximo para o niamero de dias
desde a administracdo de hCG até a ovulacdo. Os dados referentes ao nimero de dias desde
a administracao de hCG até a ovulagdo para as duas doses de hCG utilizadas — 1500 e 3000UlI
- foram analisados no programa estatistico SPSS 15.0 for Windows (2006), e tendo-se
verificado que os dados ndo apresentavam distribuicAo normal, recorreu-se ao teste nédo
paramétrico Kolmogorov — Smirnov. Este teste foi utilizado para avaliar as diferencas no
namero de dias desde a administracdo de hCG até a ovulacdo, entre cada dose desta
hormona.

Para o numero de dias desde a administracao de PGF,, até se detectar o inicio do cio,
foram utilizados dados de 5 éguas; para o nimero de dias desde a administracao de PGF,, até
se detectar a ovulacdo por ecografia, dados de 21 éguas; para o diametro do foliculo pré-
ovulatério um dia antes da deteccédo do CL, dados de 36 éguas, para os valores do diametro do
foliculo maior no dia da administracdo de hCG e o nimero de dias desde a administracdo de
hCG até a ovulagéo, foram utilizados dados de 24 éguas, para o numero de dias desde a
administracdo de 1500Ul e 3000Ul de hCG até a ovulacdo dados de 8 e de 18 éguas

respectivamente.

1.3.Resultados

No estudo realizado, o valor médio do diametro do foliculo pré-ovulatério 24 horas antes de
se detectar a ovulacao foi de 45.22mm (+ 4.48mm), variando de 29.50mm até 52.10mm. A
média do nimero de dias desde a administracdo de PGF,, até ao inicio de cio foi de 5.67 dias
(£1.36 dias), variando de 4 dias a 8 dias, a média do nimero de dias desde a administracao de
PGF,, até a ovulacao foi de 9.50 dias (+ 2.21 dias) variando de 5 dias a 13 dias. Obteve-se um
valor médio de 2.11 dias (+ 0.51 dias) desde a administracdo de hCG até a ovulacéo, variando
entre 1 e 3 dias. O numero de dias médio desde a administracdo de 1500Ul de hCG até a
ovulacao foi de 2.25 (+ 0.71 dias) variando de 1 a 3 dias, e o numero médio de dias desde a
administracdo de 3000Ul de hCG até a ovulacao foi de 2.05 (+ 0.4 dias) variando de 1 a 3 dias.
Nao se observou diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) no nimero de dias desde a
administracdo de hCG até a ovulagdo, entre as duas doses administradas. Verificou-se
sudacdo pdés administracdo de PGF,, na maioria das éguas, e num caso descoordenacdo

motora, no entanto, todas as observac¢fes foram situacdes transitorias.

12



1.4.Discussao

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com a maioria dos dados descritos na
bibliografia. Relativamente ao niumero de dias desde a administracdo de PGF,, até ao inicio do
cio, o valor obtido esta ligeiramente acima do intervalo descrito por Samper (2008) de 3-4 dias,
e aproxima-se do que foi referido por Alcantara et al. (2005), por volta do 5° dia apés
administracdo da hormona. Ja no que respeita ao numero de dias desde a administracdo de
PGF,, até a ovulagdo, o resultado coincide com aquele que Samper (2008) concluiu, entre os 8
e 10 dias, no entanto, é bastante superior aos 4-6 dias verificados por Alcantara et al. (2005).

Estando descrito que na dose de 12ug por égua, (que corresponde a cerca de 6mg para
uma égua de 500Kg) ocorrem efeitos laterais (Handler et al. 2004), com a administracdo de
7.5mg por égua, seria de esperar que esses efeitos se verificassem nas éguas deste estudo tal
como aconteceu, tendo a maioria apresentado sudacdo apds a administracdo e num dos
casos, descoordenacdo motora.

O diametro do foliculo pré-ovulatério coincide com o valor referido por Pierson & Ginther
(1985) e ¢é ligeiramente superior ao obtido por Ivkov et al. (1999), de 41.75mm (x 4.72mm). No
entanto, encontra-se dentro dos valores referidos por Cuervo-Arango & Newcombe (2008) — 34
a 70mm. 12 das 40 observagdes encontram-se dentro dos limites referidos por Samper (1997)
de 40-45mm. Em 31 das 40 observacoes, verificou-se que o diametro do foliculo pré-ovulatério
se encontra entre 40 e 50mm, sendo portanto este intervalo o que compreende maior nimero
de observagdes. O menor valor do didmetro do foliculo pré-ovulatério foi verificado numa égua
de 7 anos de idade, por outro lado, o maior foliculo pré-ovulatério foi encontrado numa égua de
17 anos, o que esta de acordo com o que é referido por Atayde (2008), a égua mais velha
apresenta um foliculo pré-ovulatério maior que o da mais nova.

Embora a administragdo de hCG nas éguas estudadas, tenha sido realizada quando o
diametro do foliculo se encontrava dentro dos valores descritos e nas doses referidas na
bibliografia para que a ovulagéo ocorresse em 24-48 horas pdés inducdo da ovulacao, verificou-
se que em média a ovulagéo ocorreu ligeiramente mais tarde que o previsto, no entanto, em 20
das 27 observacgOes detectou-se a ovulacéo 48 horas poés inducado. Este resultado ligeiramente
superior ao descrito na bibliografia, pode dever-se ao facto da administracdo de hCG ter sido
feita com base maioritariamente no didametro do foliculo maior. Como refere Samper (2008), o
efeito da hCG é maximo quando o diametro do foliculo € maior ou igual a 35mm, mas também
tem em conta o edema uterino e o relaxamento do cérvix, além das altera¢cdes a nivel do
proprio foliculo (Gastal et al. 2006) com o aproximar da ovulagdo. Estas trés ultimas
caracteristicas foram critério secundario na escolha do momento para administrar a hCG. Num
estudo realizado por Gastal et al. (2006), em ecografias efectuadas a cada 24 horas apos
deteccéo do foliculo com 35mm de diametro, a irregularidade da camada granulosa verificou-se
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apenas em 37% das éguas, e em ecografias realizadas de 12 em 12 horas, ja 59% das éguas
apresentavam irregularidade da camada granulosa na ultima ecografia antes de ser detectada
a ovulacdo. O mesmo se verificou em relacdo a pressao intrafolicular, perda da forma esférica
e aparecimento de pontos ecogénicos flutuantes no antro folicular. Tendo em conta o que
Gastal et al. (2006) verificaram, as alteracdes foliculares referidas poderiam ser menos
frequentemente observadas neste estudo, uma vez que as ecografias eram realizadas de 24
em 24 horas, no entanto, a sua presenca era um grande contributo para a previsdao da
ovulacéo.

Neste estudo, as duas observacfes cuja ovulagdo ocorreu 24 horas ap6s a administracéo
de hCG verificaram-se no més de Maio, o que estd de acordo com LeBlanc (2006) que afirma
gue a maioria das éguas ovula de 12 a 24 horas apds a administracdo de hCG nos meses de
Maio e Junho, no entanto, verificou-se também que duas ovularam 72 horas apds o tratamento
e trés, 48 horas depois do mesmo.

Apesar de terem sido administradas duas doses diferentes de hCG, e de numericamente a
média do numero de dias desde a administracdo de hCG até a ovulacgéo ter sido menor para a
dose de 3000Ul, ndo houve variacao estatisticamente significativa (p<0.05) no niamero de dias

até a ovulacdo que se possa relacionar com a dose de hormona administrada.

2.GARANHAO

2.1.Revisdo Bibliogréfica

A avaliacdo das caracteristicas do sémen € primariamente efectuada para se obter uma
indicacdo da capacidade dos espermatozdides produzidos por determinado garanhao
fecundarem um 6vulo (Morel 1999).

A recolha de sémen com vagina artificial permite a avaliacgdo do sémen antes da
Inseminacdo Artificial (IA), e apoia uma deteccdo precoce de problemas de infertilidade do
garanhao. Por sua vez, o uso da IA traz vantagens higiénicas e sanitarias que podem aumentar
as taxas de fertilidade em muitos garanhdes subférteis (Gamboa et al. 2008).

E recomendado que a frequéncia de ejaculacdo nos garanhdes cujo sémen se destina a
IA, seja um ejaculado em dias alternados (Sieme et al. 2004).

A avaliacdo do sémen (espermograma) assim como a avaliacdo do garanhao, devem ser
feitas antes do inicio de cada época reprodutiva (Morel 1999).

No garanhdo, a idade em que atinge a puberdade ndo é exacto (Morel 1999), mas
considera-se que seja entre as 56 e 97 semanas, em média 83 semanas (Gamboa et al. 2008;
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Roser 2008), e tem-se definido como sendo a idade em que este tem a capacidade de produzir
50x10° espermatozoides (spz) por ejaculado e com mais de 10% de motilidade (Morel 1999).

Morel (1999) refere que garanh8es com 3 anos de idade ou mais jovens sdo capazes de
fertilizar éguas. Aos 4 anos 0s garanhfes sdo capazes de produzir um numero de
espermatozoéides capaz de cobrir tantas éguas como um garanhdo adulto, no entanto, a
capacidade de suportar o trabalho exigido na época reprodutiva ndo € a mesma que nos
outros.

O maximo de capacidade reprodutiva, ou seja, a maturidade sexual é atingida entre os 3.5
e 5.5 anos, em que o tamanho testicular e a producdo didria de espermatozéides aumenta
desde a puberdade até essa altura (Gamboa et al. 2008).

Aos 5 anos de idade os garanhfes sdo considerados capazes de aguentar uma época
reprodutiva completa. A funcdo reprodutiva em termos de qualidade do sémen comeca a
diminuir por volta dos 20 anos de idade, e pensa-se que € devido a reducdao no output de
espermatozoides evidente apdés os 15 anos, acompanhado por um aumento de incidéncia de
anomalias morfolégicas (Morel 1999).

Tal como a égua, o garanhdo tem actividade reprodutiva condicionada pela sazonalidade
(Janett et al. 2003; Morel 1999). No hemisfério Norte a producdo de espermatozlides e a
funcdo enddcrina testicular sdo mais elevadas durante a Primavera/Verdo do que durante o
Outono/Inverno e independentemente da estagdo do ano, a producdo de espermatozoéides e a
fertilidade variam amplamente entre garanhdes individuais (Robalo Silva et al. 2007). Janett et
al. (2003) referem que a época reprodutiva em termos fisiolégicos tem inicio em Abril e término
em Outubro, época essa em que se verifica um aumento da producéo de espermatozoides e da
funcéo testicular enddcrina.

A duragcdo da época reprodutiva depende de varios factores, entre eles, a raca, as
condi¢cdes ambientais e o maneio. De um modo geral, a sazonalidade dos garanhdes é menos
distinta que a das éguas e ao contrario da maior partes destas, a maioria dos garanhdes tem a
capacidade de reproducao durante todo o ano (Morel 1999). A producéo de espermatozéides é
um processo continuo, no entanto a estagdo do ano afecta varios parametros do sémen e as
caracteristicas comportamentais (Agricola et al. 2008; Morel 1999; Robalo Silva et al. 2007). O
volume seminal, concentracdo de espermatozéides, numero de espermatozéides por
ejaculado, nimero de montas por ejaculacéo e o tempo de reaccdo perante uma égua em estro
sdo caracteristicas alteradas fora da época reprodutiva, tornando por isso o garanhdo menos
eficiente reprodutivamente (Morel 1999).

Fora da época habitual de reproducado, esta descrito um aumento da percentagem de
espermatozéides com anomalias morfologicas. Ocorre também a reducdo da libido do
garanhao durante a época nao reprodutiva, o que se pode explicar pela diminuicdo do niumero
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de células de Leydig e consequentemente pela reducdo dos niveis de testosterona em
circulacdo, que é responsavel pelo padrao comportamental exibido pelos garanhdes (Morel
1999). O garanhdo é um animal com caracteristicas reprodutivas sazonais, tendo um ciclo
circanual enddgeno influenciado pelos niveis de luminosidade (Pycock 2008), e o eixo
hipotalamico-hipofisario-testicular é responsavel pelo controlo reprodutivo deste. O hipotalamo
€ por sua vez fortemente controlado pela hormona melatonina de natureza antigonadotrofica e
que tal como na égua, € produzida pela glandula pineal e secretada nas horas de escuridao.
Esta domina este sistema e suprime a actividade do hipotdlamo durante os periodos de
secrecdo. Na época reprodutiva, ha auséncia do efeito inibitério pela melatonina a nivel do
hipotalamo devido a maior duragdo do tempo de luminosidade dos dias, o que leva a que 0s
niveis de GnRH sejam significativamente elevados (Morel 1999). Um garanhdo necessita de
um periodo de dias curtos, seguido de um aumento diario de luz, caso contrario pode ter um
declinio de libido e producéo de espermatozoéides (Pycock 2008).

O nivel final do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal sdo os testiculos, constituidos por
dois tipos de células principais: células de Leydig e células de Sertoli (Morel 1999).

A GnRH que é produzida pelo hipotadlamo, estimula a secrecdo de LH e FSH as quais
actuam ao nivel dos testiculos, nas respectivas células principais. A LH liga-se a receptores
nas células de Leydig para estimular a producdo de testosterona e estrogénios, sendo a
primeira, o principal produto hormonal destas células. A FSH liga-se as células de Sertoli para
estimular a producdo de estrogénios, inibina e provavelmente activina. A testosterona,
estrogénios e inibina sdo secretadas para a corrente sanguinea e actuam como reguladoras
por feedback a nivel do hipotalamo e pituitaria (Roser 2008).

A testosterona é o principal androgénio esterdide produzido pelas células de Leydig e é
essencial para a espermatogénese (Hess & Roser 2005). A sua concentragdo circulante varia
com a estagdo do ano, sendo maior nos meses de Primavera/Verdao (Morel 1999), coincidente
com a época reprodutiva. Actua a nivel sistémico no desenvolvimento e manutencdo da
genitalia masculina, a exibicdo das caracteristicas do comportamento do garanhao incluindo a
libido e o crescimento muscular diferencial. Tem um efeito de feedback negativo no hipotalamo
e hipdfise, reduzindo a concentracdo de GnRH libertada e a sensibilidade da pituitaria ao
estimulo pela GhnRH (Morel 1999).

2.2.Composicao do sémen

O sémen produzido pelo garanh&o é constituido por dois componentes principais: plasma
seminal e espermatozéides. O plasma seminal é constituido por varias substancias que podem
nao ser evidentes nas restantes partes do organismo do animal, ou estarem presentes em

muito maior concentracdo neste componente do sémen (Morel 1999). Tem vérias funcdes,
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funciona como substracto para o transporte de espermatozéides para a égua, permite e inicia a
maturacdo dos espermatozolides indicada pela motilidade (pois os espermatozoéides
permanecem imoéveis antes de contactarem com o plasma seminal), assegura a sobrevivéncia
e motilidade dos espermatozéides pelo fornecimento de energia principalmente sob a forma de
glucose e protege-os de flutuagbes da pressao osmética. Além disso, previne a oxidacdo dos
componentes bioquimicos através da ergotionina, um dos seus constituintes (Morel 1999).

Cada ejaculado pode ser subdividido em trés frac¢des: pré-espermatica, rica em esperma,
e pos-espermatica (Mann et al. 1963).

A porcdo pré-espermatica ndo possui geralmente espermatozéides, e caso possua sao
velhos e invidveis. Tem origem nas glandulas prostética e bulbouretrais (possivelmente nas
ampolas seminais também) e tem funcgdo lubrificante e de limpeza da uretra, sendo libertada
antes de o garanhdo penetrar a égua. A sua consisténcia é aquosa e normalmente de 10-20mL
de volume. A segunda fraccdo € a maior e € rica em espermatozoéides. Contém 80-90% de
espermatozoéides e 80-90% de componentes bioquimicos do sémen. Tem aspecto leitoso e
consiste em varios jactos de ejaculado que em média constituem 40-80mL do volume total. A
porcdo de fluido tem maioritariamente origem nas ampolas seminais e nas glandulas
bulbouretrais, com possivel contribuicdo da préstata e glandulas vesiculares (Morel 1999).

A terceira fraccdo, pos espermatica, é também denominada fraccéo de gel e é depositada
apos a porgao rica em espermatozdéides. Tem origem nas glandulas vesiculares e o seu volume
pode ser desde nulo a 80mL variando com a estacdo do ano e individualmente em cada
garanhao especialmente de acordo com a idade, sendo menor na época nao reprodutiva e em
garanhdes mais jovens. Morel (1999) descreve uma quarta fraccdo, a pds coital, que é
constituida apenas por poucos mililitros, tem consisténcia aquosa e virtualmente sem
espermatozoéides. Pensava-se inicialmente ter origem nas ampolas seminais, mas estudos
ecogréficos indicam que estas se esvaziam antes e ndo depois da ejaculacdo, ndo estando
portanto bem esclarecida a sua origem.

No acto ejaculatério, os primeiros trés jactos contém a maioria dos espermatozoides e
compostos bioquimicos do plasma seminal, os restantes jactos (geralmente num total de 6-9)
diminuem nos dois componentes (Morel 1999).

2.3.Avaliacdo do sémen

A qualidade do sémen do garanhdo tem um efeito directo na sua capacidade de cobrir as
éguas com sucesso durante toda a época reprodutiva (Morel 2003). Idealmente, para uma
avaliacdo exacta devia-se optar por um de dois procedimentos Uteis para se determinar o
potencial reprodutivo do garanhdo: (1) andlise de dois ejaculados obtidos com uma hora de

intervalo entre eles; (2) analise de dois ejaculados obtidos com uma hora de intervalo entre
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eles, depois de seis ou sete dias com uma recolha diaria. O Ultimo € considerado mais
informativo, e podera predizer com razoavel exactidéo a producao diaria de espermatozdides e
consequentemente o numero de éguas com que se podera cruzar o garanhdo, quer por monta
natural, quer por Inseminagéo Artificial (Gamboa et al., 2008; Morel 2003). No entanto, este
regime ndo € economicamente viavel, e sabe-se que uma amostra interpretada com cuidado
pode fornecer informagédo adequada para a maioria das praticas de rotina (Morel 2003).

Os parametros avaliados por rotina séo a cor/aspecto, volume, motilidade, concentragéo e
morfologia. O Ultimo parametro ndo foi avaliado durante o estagio, portanto ndo sera aqui
abordado.

Relativamente ao aspecto, 0 sémen do garanhéo € leitoso, ndo deve evidenciar coloracao
sanguinolenta, contaminacdo por urina ou grumos (Morel 2003). Pode variar de aquoso a
cremoso (Morel 1999) consoante a concentracdo de espermatozoéides seja menor ou maior,

respectivamente.

2.3.1.Volume

O volume normal por ejaculado varia consideravelmente de 30 a 250mL, mas em média,
muitos garanhdes produzem 100mL e destes, cerca de 20-40mL sdo a fraccdo de gel que é
descartado, resultando portanto num volume de sémen livre de gel de cerca de 60-80mL. Por
outro lado sabe-se que h&d uma variacdo evidente entre garanhdes e entre diferentes colheitas
ao longo do ano (Morel 2003).

De um modo geral, o volume ejaculado varia com a estacdo do ano, frequéncia de
ejaculacao, idade, raca, efeito da provocacdo com éguas em cio e com as condi¢des clinicas
do animal (Morel 1999).

Robalo Silva et al. (2007) verificaram num estudo com garanhdes Puro Sangue Lusitano
(PSL) que o volume ejaculado no Inverno é menor que no resto do ano. Concluiram também
que o volume total médio de ejaculados diminui progressivamente desde a Primavera até ao
Inverno e por sua vez, a fraccdo de gel varia ao longo do ano, sendo a sua proporgcdo no
ejaculado, maior no Inverno e no Outono do que na Primavera e Verdo. O volume seminal total
foi de 64,60mL e 55,20mL na Primavera e Verao respectivamente, e o volume livre de gel foi de
56.80mL e 48.40 nas mesmas épocas respectivamente.

Gamboa et al. (2008) verificaram que no Outono, o volume médio de ejaculado livre de gel
em garanhdes PSL é de 46.78mL, maior que o valor encontrado por Robalo Silva et al. (2007),
de 43.60mL.

Janett et al. (2003) realizaram um estudo em garanhdes warmblood e concluiram também
gue o volume total ejaculado é maior no Verao relativamente ao Inverno e por sua vez, Sieme

et al. (2004) concluiram que em garanhdes do mesmo tipo de sangue e de idade compreendida
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entre os 4 e 23 anos, apresentam na época reprodutiva o volume médio dos ejaculados de
47.0mL.

O maior efeito do aumento da frequéncia de ejaculacdo no garanhao verifica-se no volume
da fraccdo de gel produzida, em que na primeira ejaculagcdo o volume dessa fraccdo é
invariavelmente maior que nas subsequentes (Morel 1999; Sieme et al. 2004). Morel (1999)
refere que quer seja realizada apenas uma ou seis recolhas por semana, o volume total ou livre
de gel ndo varia muito na maioria dos garanhdes.

A idade do garanhdo afecta o volume da fraccdo livre de gel (Dowsett & Knott 1996;
Gamboa et al. 2008; Morel 1999), o volume seminal total e o pH do ejaculado, mas néo o
volume de gel (Gamboa et al. 2008), sendo esta Ultima afirmacéo contrariada por Morel, (1999).
Dowsett & Knott (1996) num estudo em cavalos warmblood concluiram que a fraccao livre de
gel é menor em cavalos com menos de 3 anos e mais que 11 anos. Por outro lado, Morel
(1999) refere que ha um aumento no volume total desde os 2 aos 16 anos de idade, e que é
particularmente evidente em dois intervalos, desde 4 aos 6 anos e dos 9 aos 16 anos onde o0s
volumes aumentam em 120%.

O tempo de provocagdo do garanhdo por uma égua em cio antes da recolha de sémen
condiciona o volume produzido, sendo este maior, quanto mais tempo durar a provocacao
(Sieme et al. 2004). Por isso, pode ser contra indicado usar garanhdes reprodutores como
provocadores de éguas para detectar cios, uma vez que o aumento de volume de ejaculado
ndo € acompanhado por um aumento de output de espermatozoéides, o que pode reduzir a
fertilidade num programa de IA (Sieme et al. 2004).

Um aumento no volume pode ser devido a contaminacdo com urina (urospermia), sangue
(hemospermia) ou pus (piospermia), no entanto estas situa¢cdes ndo sdo normais e Ssao
identificadas na avaliacdo do aspecto do sémen. Por outro lado, foram ja identificadas
situacdes de volume seminal diminuido, devido a ejaculacdo incompleta e também rotacdes
testiculares (Morel 1999).

2.3.2.Motilidade

A motilidade é outro parametro rotineiramente avaliado e possivelmente o mais subjectivo.
A percentagem de espermatozoides mdveis, particularmente aqueles que demonstram
motilidade progressiva é um bom indicador do numero de espermatozdides viaveis (Morel
1999). Ha duas formas comuns de determinar este parametro, visualmente com recurso ao
microscOpio Optico e que implica bastante subjectividade, ou através de sistemas
computorizados de analise da motilidade. Para se aprovar um garanhdo na avaliacao
reprodutiva (breeding soundness evaluation), o sémen deve apresentar uma motilidade

progressiva maior que 60% (Rouge, 2003), no entanto, sémen com motilidade progressiva de
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pelo menos 40% pode ser considerado adequado para a Inseminacédo Artificial (Morel 2003).
No que respeita a conservacdo de sémen, Samper (2008) refere que garanhdes que néo
tenham pelo menos 50% de espermatozéides com motilidade progressiva, ndo sdo bons
candidatos a programas para sémen refrigerado e congelado.

Num estudo realizado por Robalo Silva et al. (2007) com cavalos Puro Sangue Lusitano,
verificou-se que a motilidade progressiva dos espermatozoides € idéntica em todas as estacdes
do ano. Os mesmos autores verificaram que na Primavera e Verao, a motilidade progressiva
de 42% e 50% respectivamente e por sua vez no Outono e Inverno 50% e 51%
respectivamente. Gamboa et al. (2008), num estudo realizado no Outono, concluiram que a
motilidade progressiva em cavalos PSL é aproximadamente 50%. Em cavalos warmblood esta
descrito por Sieme et al. (2004) que a motilidade € de 66%.

No entanto, segundo Janett et al. (2003) num estudo em cavalos warmblood, h& variacédo
consoante a época do ano, tendo tido resultados de motilidade mais elevada no Verdo e
Outono que no Inverno.

A baixa frequéncia de ejaculacdo tem um efeito negativo na motilidade, por sua vez o
estimulo do garanhdo com uma égua em cio antes da recolha eleva os valores da motilidade
(Sieme et al. 2004).

A correlacdo da motilidade progressiva com a fertilidade é considerada variavel, rondando
0.7 (Morel 2003). No entanto, a fertilidade do sémen ndo deve ser avaliada discriminadamente
pela motilidade progressiva sem ter em conta os restantes atributos dos espermatozéides
(Varner 2008), de qualquer modo, é o parametro mais correlacionado com a fertilidade,
comparativamente com os outros (Morel 2003).

Segundo Gamboa et al. (2008) a idade do garanhdo ndo influencia a motilidade dos
espermatozoides do ejaculado, nem a sua concentragéo, no entanto Morel (1999) refere haver
influéncia da idade na motilidade. Este parametro € afectado por periodos de inactividade
sexual — machos que ndo ejacularam por longos periodos de tempo muitas vezes tém a

motilidade diminuida no primeiro ejaculado (Rouge 2003, Samper 2008).

2.3.3.Concentracéo

A concentracdo de espermatozdides numa colheita de sémen, € um dos parametros mais
importantes a avaliar uma vez verificada a viabilidade. N&do indica apenas se a colheita € util e
informa sobre a capacidade reprodutiva do garanhdo, mas também determina o nimero de
éguas que podem ser inseminadas com um ejaculado (Morel 1999). A concentragcdo pode ser
determinada de duas formas: através de um hemocitometro (Camara de Neubauer) ou num

espectrofotdmetro (Morel 1999).
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O intervalo normal para a concentracdo de espermatozéides em sémen nao diluido é de
30-600x10° espermatozoides por mililitro (spz mL™), no entanto as concentracdes variam
significativamente (Morel 2003).

Em garanhdes de porte leve, esta descrita uma concentracdo de 135x10° spz mL™ (Stewart
& Roser 1997).

Segundo Morel (1999), a produgdo diaria de espermatozéides que contribui para a
concentracao destes no ejaculado é influenciada por variados factores, entre eles a estacdo do
ano, idade, tamanho testicular, frequéncia de uso, ra¢a, além de factores ambientais (incluindo
temperatura, radiacdo, nutricdo e produtos quimicos toxicos e farmacos), anomalias fisicas e
hormonais, doencgas e infeccdes. A mesma autora afirma que a estacdo do ano, além de
influenciar a libido e o volume de sémen, afecta a producéo diaria de espermatozoides, sendo
que o nimero de espermatozéides produzidos por ejaculado em Janeiro ronda os 10x10° spz e
em Julho 22x10° spz, o que é apoiado por Janett et al. (2003) no que respeita ao volume
ejaculado e numero total de espermatozoides.

Robalo Silva et al. (2002) verificaram que em garanhfes PSL o0 numero de
espermatozdides por ejaculado é de 6.27x10° spz no Verao.

Robalo Silva et al. (2007) concluiram que em cavalos PSL a concentracdo dos ejaculados
na Primavera e Verdo é de 156.7x10° spz mL" e 164.9x10° spz mL™ respectivamente, e de
155.6x10° spz mL™ e 166.3x10° spz mL™ no Outono e Inverno respectivamente, ndo havendo
portanto grande variacdo neste parametro apesar de ser ligeiramente menor na época
reprodutiva. J& Gamboa et al. (2008) concluiram que a concentra¢do de espermatozéides nos
ejaculados de cavalos PSL fora da época reprodutiva ronda os 241.26 x10° spz mL™, valor
muito superior ao obtido por Robalo Silva et al. (2007). Em cavalos warmblood, a concentracdo
de espermatozdides nos ejaculados da época reprodutiva ronda 186x10° spz mL™ (Sieme et all.
2004).

Janett et al. (2003) verificaram que em cavalos warmblood, a concentracdo € menor no
Verdo que nas restantes épocas do ano.

Multiplas montas e a provocacao do garanhdo com uma égua em cio antes da recolha de
sémen levam a diminui¢do da concentracdo do ejaculado (Sieme et al. 2004).

Morel (1999) afirma que a idade afecta véarias caracteristicas seminais, entre elas a
concentracao e numero total de espermatozéides. A producdo de espermatozoides aumenta
desde a puberdade (17-22 meses) até atingir um pico por volta dos 4-5 anos de idade e declina
guando atingir os 20 anos (Morel 1999). Dawsett & Knott (1996) num estudo realizado em
cavalos warmblood, concluiram que a concentracdo e numero total de espermatozoides é

menor em cavalos com menos de 3 e mais de 11 anos. A diminuicdo do niumero de células de
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Sertoli explica esta evidéncia (Morel 1999). No entanto, Gamboa et al., (2008), referem que a
idade néo afecta a concentragcédo de espermatozoides por ejaculado.

O tamanho testicular € um bom indicador da capacidade produtora de espermatozoides
pelo garanhdo. Esta descrita uma correlacdo de 0,89 entre o peso do parénquima e a producao
diaria de espermatozoides tendo em conta que o tamanho dos testiculos € indicativo do volume
de parénquima no seu interior (Morel, 1999). Existe uma correlacdo positiva entre o volume
testicular e a producéo de espermatozéides (Robalo Silva et al. 2007; Agricola et al. 2008).
Agricola et al. (2008) concluiram que em cavalos PSL, o volume testicular € maximo em Marco
e minimo em Outubro e Junho.

Relativamente a frequéncia de ejaculacdo, ha uma diferenca significativa entre 6 recolhas
numa semana (142x10° spz mL™) e 3 recolhas numa semana (248x10° spz mL™), mas n&o se
verifica grande diferenca entre 3 e 1 recolha por semana (288x106 spz mL™) (Morel 1999).

Um trabalho de investigagdo concluiu ndo haver diferencas no volume ejaculado,
motilidade e concentracdo dos espermatozoides e o pH do sémen entre seis ragas distintas,
incluindo entre outros, cavalos Arabes, Appaloosa e Puro Sangue Inglés (PSI) (Morel 1999).

A concentracdo de espermatozoides e o numero total destes por ejaculado depende em
grande parte do uso prévio do garanhdo, aumentando estes parametros proporcionalmente ao
tempo de intervalo entre recolhas (Morel 1999).

Os garanhdes incluidos em programas de I|A necessitam de recolhas regulares,
preferencialmente uma vez por dia ou duas vezes por dia em dias alternados durante toda a
época reprodutiva (Sieme et al. 2004).

Garanhfes sexualmente activos tém sémen com melhor qualidade que aqueles em
descanso sexual. Sémen do primeiro ejaculado do ano ou da primeira recolha apés um longo
periodo de descanso sexual, em geral tem maior numero de anomalias morfolégicas, maior
concentracao e menor motilidade (Samper 2008). Também Brinsko et al. (2004) concluiram que
0 numero de espermatozdides € maior no primeiro ejaculado apds descanso sexual e a
motilidade neste é diferente dos subsequentes e menor. Além disso, 0s espermatozoides
apresentam menor longevidade, portanto esse sémen nao deve ser usado para preservar
durante muito tempo entre a recolha e a inseminacgéo, apenas cerca de 15 minutos apos a
colheita e preferencialmente usando todo o ejaculado, e que este tenha pelo menos 25 a 30%
de espermatozoides com motilidade progressiva (Samper 2008).

Sabe-se que a frequéncia de ejaculacdo pode afectar significativamente a qualidade de
sémen dos garanhfes. O segundo ejaculado reflecte de forma mais correcta a qualidade do
sémen do cavalo quando este esta sexualmente activo (Brinsko et al. 2004).

Embora a motilidade seja dos parametros mais considerados para verificar a qualidade do
sémen, causa apenas cerca de 20% de variacdo na fertilidade. Por outro lado, apesar do
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namero de espermatozoides ser maior no primeiro ejaculado apds descanso sexual, fica a
davida se a qualidade dos espermatozéides desse ejaculado € compardvel com os
subsequentes (Brinsko et al. 2004). Brinsko et al. (2004) referem que a integridade da
membrana plasmatica dos espermatozéides prediz mais exactamente a fertilidade do sémen
gue a propria motilidade.

Ao contrario de outras espécies, no garanhdo ndo esta definida uma forte ligacdo entre a
qualidade do sémen e a fertilidade, provavelmente porque os garanhfes ndo sao escolhidos
pela sua capacidade reprodutiva, mas principalmente pela sua performance atlética (Lopate et
al. 2003).

A bibliografia acerca das caracteristicas dos ejaculados dos cavalos Lusitanos é escassa,
e os trabalhos que existem apresentam alguns resultados contraditérios. Além disso, a
utiizacdo do primeiro ejaculado da época reprodutiva para inseminacdo gera alguma
controvérsia entre os veterinarios que praticam reproducdo equina. Por estas razbes, a
realizacdo deste trabalho procura contribuir para o enriquecimento da informacdo existente no
gue respeita as caracteristicas do sémen dos garanhdes PSL, a comparacéo entre os valores
do primeiro ejaculado do ano com os restantes e a comparacao entre os ejaculados dos meses
de Janeiro, Fevereiro e Marco com os de Abril e Maio. E feita a mesma comparacéo
relativamente a todos os garanhdes avaliados, que compreendem as racas SF e PSL. Faz-se
também referéncia a fertilidade associada a cada valor de motilidade progressiva, obtido nos
garanhdes das duas racas.

2.4.Materiais e Métodos

Para este estudo, foram utilizados dados de 18 garanhdes de raga Puro Sangue Lusitano e
2 de raga Sela Francés, com idades compreendidas entre os 4 e 23 anos. Destes, 13 eram
residentes nas instalacées da FAR, e os restantes 7 eram exteriores a esta. Foram realizadas
71 recolhas de sémen entre 30 de Janeiro e 19 de Maio, das quais 16 foram a primeira recolha
da época reprodutiva de 2009. Foram também utilizados dados do diagnéstico de gestacao de
35 éguas acompanhadas reprodutivamente na FAR, entre elas 26 PSL, 3 PSA e 5 cruzadas
portuguesas. Os garanhdes da FAR eram alimentados com o mesmo tipo de racéo e palha e a
agua era fornecida ad libitum, e praticavam exercicio fisico diariamente, dos restantes nao se
obteve informacado. As colheitas de sémen (Fig. 11) eram realizadas quando era necessario
sémen para inseminar éguas acompanhadas na FAR, ou pontualmente em casos de venda de
sémen para fora da coudelaria.

Para cada recolha, utilizava-se como manequim, uma égua que estava quase
continuamente receptiva ao garanhdo por ter um tumor das células da granulosa no ovario

direito, e sempre devidamente peada.
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Todo o processo decorria na sala de recolha de sémen, onde se peava a égua manequim
(Fig. 10) e assim que o garanhdo estivesse com o pénis erecto, era-lhe permitido saltar para a
égua e assim ser feita a recolha. Toda a avaliagdo do sémen era realizada no laboratério da
Unidade de Reproducéo e Obstetricia da FAR, contiguo a sala de recolha de sémen.

Fig. 10 — Egua utilizada como manequim Fig. 11 — Recolha de Sémen

Antes de cada recolha era ligado o banho - Maria a 37°C, o espectrofotdmetro (SpermCue,
Minitub™) (Fig. 12), o microscopio 6ptico (Olympus CX31®) (Fig. 13), e a placa de aquecimento
(Fig. 13) a 31°C para laminas e lamelas.

Utilizava-se uma vagina artificial de modelo INRA® (Fig. 14), mangas estéreis de tamanho
adequado, copos de recolha de sémen e filtros (Fig. 15), adaptadores da manga ao copo,
vaselina liquida e luvas ndo estéreis para aplicacdo desta na extremidade de introducdo do
pénis. Era colocada agua quente no interior da vagina de modo a ser atingida uma temperatura
(45 — 48°C) e presséo interna capazes de simular a vagina da égua.

Fig. 12 — Espectrofotometro
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Fig. 13 — Placa de Aquecimento e Microscopio Optico

Fig. 14 — Vagina Atrtificial preparada Fig. 15 — Copo de recolha de sémen e
filtro

Apbs cada recolha, era filtrada a fraccédo de gel e o copo com 0 sémen era introduzido no
banho aquecido a 37°C até ser utilizado para a inseminacgéo. Imediatamente apos a recolha e
fitragem era observado e registado o volume e cor do sémen. A leitura da concentracdo do
sémen desprovido de gel era efectuada por fotometria em microcuvete. Para a avaliacdo da
motilidade, colocava-se uma gota de sémen na lamina, cobria-se esta com uma lamela, ambas
previamente aquecidas (31°C), e recorrendo ao microscopio optico (ampliacdo de 200x) fazia-
se a avaliacdo. Atribuia-se um valor de 0% a 100%, tendo em conta que os espermatozoéides
considerados eram 0s que mostravam motilidade progressiva, ou seja, que se moviam
rapidamente em movimento aproximadamente rectilineo, através do campo de visdo. Era
sempre a mesma pessoa a definir esse valor.

O diagndstico de gestacdo era realizado por ecografia 14 dias apés deteccao do CL.

Para analisar os resultados recorreu-se ao programa estatistico SPSS 15.0 for Windows
(2006), foi calculada a média, desvio padrao, minimo e maximo dos valores de cada parametro
(volume, motilidade e concentracdo): (1) de todos os ejaculados avaliados; (2) do primeiro
ejaculado da época; (3) de todos os ejaculados a excepgao do primeiro; (4) dos ejaculados dos
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meses de Janeiro, Fevereiro e Marco; (5) dos ejaculados de Abril e Maio; (6) dos ejaculados
dos cavalos de raca Puro Sangue Lusitano, no que respeita a todos os ejaculados, ao primeiro
ejaculado do ano, restantes ejaculados, ejaculados dos meses de Janeiro, Fevereiro e Margo e
dos meses de Abril e Maio.

Foi calculada a percentagem de diagnésticos positivos para cada valor de motilidade dos
ejaculados de 12 garanhdes.

Tendo-se verificado que os dados referentes as caracteristicas do sémen ndao
apresentavam distribuicdo normal, recorreu-se ao teste nao paramétrico Kolmogorov —
Smirnov. Este teste foi utilizado para avaliar as diferengas entre o primeiro ejaculado do ano e
restantes, assim como para comparar ejaculados dos meses de Janeiro, Fevereiro e Marco,
com os ejaculados de Abril e Maio. Avaliaram-se os resultados de todos os garanhfes em
conjunto e s6 dos garanhdes de raca PSL.

2.5.Resultados

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1 no que respeita a todos os
garanhdes avaliados, e na Tabela 2 em particular dos garanhdes PSL. Na tabela 3 esta
apresentada a percentagem de diagnéstico de gestacdo positivo associada a motilidade

progressiva.

Parametro n Média + dp Limites
Volume total (mL) 73 48.21 +27.71 20-120
Volume 1° ejac. (mL) 16 48.75 + 23.342 20-100
Volume restantes ejac. (mL) 57 48.05 + 29.0° 20-120
Volume Jan. — Mar. (mL) 35 50.54 + 34.712 20-100
Volume Abr. — Mai. (mL) 38 46.05 + 19.422 30-120
Motilidade total (%) 73 39.04 +23.18 5-80
Motilidade 1° ejac. (%) 16 34.06 + 19.432 5-70
Motilidade restantes ejac. (%) 57 40.44 £ 24.102 5-80
Motilidade Jan. — Mar. (%) 35 30.71 £ 18.522 5-70
Motilidade Abr. — Mai. (%) 38 46.71 + 24.58° 5-80
Concentrag&o total (spz mL™) 73 256.90 + 81.33 119 - 428
Concentrag&o 1° ejac. (spz mL™) 16 258.31 + 84.312 126 — 428
Concentrag&o restantes ejac. (spz mL™) 57 256.53 + 81.242 119 - 419
Concentrago Jan. — Mar. (spz mL™) 35 247.51 + 83.951&* 143 - 428
Concentragdo Abr. — Mai. (spz mL™) 38 265.58 + 78.96™ 119 - 419

Médias com letras diferentes diferem estatisticamente para p<0.05 ; Médias com letras diferentes e asterisco diferem
significativamente para p<0.1.

Tabela 1 — Valores obtidos dos parametros avaliados para os ejaculados de garanhdes SF e PSL
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Parédmetro n Média + dp Limites
Volume total (mL) 62 46.85 + 22.38 20-120
Volume 1° ejac. (mL) 14 48.57 + 23.812 20-100
Volume restantes ejac. (mL) 48 46.35+22.192 20-120
Volume Jan. — Mar. (mL) 28 46.43 + 25.312 20-100
Volume Abr. — Mai. (mL) 34 47.21 + 20.042 30-120
Motilidade total (%) 62 42.66 + 23.08 5-80
Motilidade 1° ejac. (%) 14 36.43 + 19.062 10-70
Motilidade restantes ejac. (%) 48 44.48 + 24.00° 5-80
Motilidade Jan. — Mar. (%) 28 33.57 £ 19.042 5-70
Motilidade Abr. — Mai. (%) 34 50.15 + 23.66" 5-80
Concentracao total (spz mL™) 62 258.85 + 80.28 119 - 428
Concentrag&o 1° ejac. (spz mL™) 14 261.29 +90.102 126 — 428
Concentracao restantes ejac. (spz mL™) 48 258.15 + 78.21° 119 -419
Concentrago Jan. — Mar. (spz mL™) 28 255.21 +81.132 143 - 428
Concentragdo Abr. — Mai. (spz mL™) 34 261.85 +80.672 119 - 419

Médias com letras diferentes diferem estatisticamente para p<0.05

Tabela 2 — Valores obtidos dos parametros avaliados para os ejaculados de garanhdes PSL

Existe diferenca estatisticamente significativa na motilidade (p<0.05) e na concentragédo
(p<0.1) dos ejaculados entre os meses de Janeiro, Fevereiro e Marco e 0os meses de Abril e
Maio no que respeita a todos os garanhdes. E, existe diferenca estatisticamente significativa
(p<0.05) na motilidade dos ejaculados entre os meses de Janeiro, Fevereiro e Margo e os

meses de Abril e Maio dos garanhdes PSL.

Motilidade (%) n Diagnostico positivo (%)
5 5 60
S o 4 I
- 20 . 4 B
S 3 6 83
S 40 5 0
T 5o T 0
o 60 s R
T 7 2 50

Tabela 3 — Percentagem de diagnéstico de gestacdo positivo associada a motilidade progressiva
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2.6.Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram grande variabilidade nas caracteristicas
do sémen entre os garanhdes estudados e apresentam valores congruentes com os obtidos em
estudos prévios, no entanto encontraram-se algumas divergéncias.

No que respeita aos ejaculados de todos os garanhdes, verifica-se que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas (p<0.05) entre o primeiro ejaculado do ano e os
restantes, nos trés parametros do sémen avaliados. No entanto, no que respeita a comparacao
entre os ejaculados dos meses de Janeiro, Fevereiro e Margo com os de Abril e Maio, verifica-
se diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) na motilidade média entre estes dois grupos
de meses, e a diferenca na média da concentracéo aproxima-se da significancia (p < 0.05).

Comparando o primeiro ejaculado do ano relativamente aos restantes quer de todos os
garanhdes, quer dos garanhfes PSL, embora ndo haja diferenca estatisticamente significativa,
verificou-se que o volume livre de gel médio e concentracdo média sdo numericamente maiores
neste do que nos restantes ejaculados do ano e a motilidade média € em termos numéricos
menor de acordo com o que Samper (2008) descreve e o que Brinsko et al. (2004) tinham
verificado no que respeita a motilidade média. Verifica-se que de um modo geral, as
caracteristicas do sémen dos cavalos Puro Sangue Lusitano avaliados neste estudo
apresentam variagOes relativamente aos resultados obtidos por Robalo Silva et al. (2007). A
maior diferenca verificou-se na concentragdo média do sémen, numericamente maior neste
estudo (258.85 spz mL™) do que no realizado pelo autor referido, relativamente & Primavera
(156.7 spz mL™).

No que respeita a comparacgdo entre ejaculados dos cavalos PSL nos meses de Janeiro,
Fevereiro e Marco com os meses de Abril e Maio, € na motilidade média que se verifica a maior
diferenca numérica, tendo um valor superior no segundo grupo de meses. O valor que
corresponde aos meses de Abril e Maio, grupo mais representativo da Primavera, € muito
superior (50.15%) quando comparado com os dados de Robalo Silva et al. (2007), que verificou
uma motilidade de 42% na mesma estacdo do ano. No entanto, o volume livre de gel médio
obtido nos meses de Abril e Maio (47.21mL) é bastante inferior ao obtido no estudo realizado
por Robalo Silva et al. (2007) (56.8mL) na Primavera.

Devido a limitacdo do periodo de estagio, ndo foi possivel obter os registos das
caracteristicas do sémen relativos aos meses de Verdo da época reprodutiva, pelo que a
comparacdo com o estudo de Robalo Silva et al. (2007) nao poderé ser linear, e além disso, a
metodologia utilizada nos dois trabalhos foi distinta, uma vez que as recolhas de sémen
realizadas no estudo de Robalo Silva et al. (2007) foram previamente programadas e, no
estudo que realizei, as recolhas eram feitas de acordo com a necessidade do sémen para

inseminar as éguas, portanto, aleatoriamente durante todo o periodo.
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Apesar do cavalo PSL ter grande proximidade genética com o cavalo de Pura Raca
Espanhola, as caracteristicas do sémen ndo foram semelhantes em todos os parametros
avaliados, pois embora o volume se encontre entre os 40-50mL e a concentracdo maior que
200 spz mL™, a motilidade foi numericamente muito menor que os dados referidos por Gamboa
et al. (2008) para essa raga (60 — 70%). De acordo com o que refere Morel (2003), pode-se
considerar que o sémen dos cavalos deste estudo, esta apto para ser utilizado em programas
de IA, uma vez que o valor da motilidade média € maior que 40%. Partindo desta afirmacao,
sendo a motilidade média do primeiro ejaculado do ano nos garanhfes PSL inferior a 40%,
podera nao ser boa pratica segundo a autora referida, a utilizacdo destes ejaculados nos
programas de IA.

O baixo valor da motilidade média obtido nos cavalos PSL, pode dever-se a influéncia dos
ejaculados de um garanhdo que apresentava motilidade continuamente inferior a 10%, o qual
contribuiu com 11 ejaculados para o valor médio final. Valores médios de motilidade tdo baixos
como estes, Samper (2008) afirma que ndo sdo bons candidatos para refrigeracdo nem
congelagéo.

O mesmo se verificou na motilidade de todos os cavalos, em que, além desse garanh&o
PSL, existe outro garanhdo, um SF que apresenta motilidades tendencialmente menores que
0s restantes, a maioria inferiores a 30%.

Relativamente aos resultados dos diagnosticos de gestacdo associados aos valores da
motilidade do sémen, seria de esperar que a IA com sémen de baixa motilidade progressiva
resultasse num grande numero de diagnésticos de gestacdo negativos. Inesperadamente,
motilidades progressivas de 5, 10 e 20% resultaram numa grande percentagem de diagndstico
de gestacdo positivo (39.0% de todos os diagnosticos positivos, comparado com 30.4% para
motilidade entre 30 e 40% e 30.4% para motilidade entre 50 e 70%) . O ejaculado com
motilidade de 50% resultou em 0% de prenhés, mas apenas uma égua foi inseminada com
esse sémen. Numa tentativa de explicar este facto, poderia considerar-se a idade das éguas,
pois tendo em conta que o intervalo ideal para a vida reprodutiva da égua é entre os 5 e 0s 12
anos (Morel 2003), seria de esperar que o0s diagnésticos de gestacdo negativos
correspondessem a éguas fora deste intervalo, no entanto, tal ndo se verificou. Ndo se
encontra uma explicacdo l6gica para estes resultados, pois tendo em conta que o protocolo de
inseminacdo é o mesmo para todas as éguas, 0 que varia sao as caracteristicas individuais de
cada égua. E, uma vez que baixa motilidade progressiva dos espermatozoéides resultou em
altas percentagens de diagndéstico positivo, ndo parece correcto atribuir responsabilidade as
caracteristicas do sémen do garanhao. Nao foi registado o volume da dose inseminante, mas
esta poderia eventualmente ter o nimero de espermatozdides necessarios para se obter uma

gestacdo, de qualquer modo, ndo se encontra uma explicagdo légica para estas observacoes.
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Conclusfes gerais

Pode-se concluir deste estudo que de um modo geral as éguas avaliadas durante o
periodo do meu estagio na FAR apresentam valores relativos ao didmetro do foliculo pré-
ovulatério semelhantes aos verificados por outros autores e verificou-se que as respostas aos
tratamentos hormonais com PGF,, e hCG foram na globalidade as esperadas. Tendo em conta
gue os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os de outros autores, podera
subentender-se que realizando a Inseminacéo Artificial no timming certo, poder-se-ao obter
taxas de gestacdo satisfatdrias, atingindo o objectivo de, no final da época reprodutiva, se
conseguir o maximo de éguas gestantes.

O procedimento efectuado, na realizagdo da IA com sémen fresco associada a
administracdo de 1500 — 3000UI de hCG quando o foliculo maior apresentar 35mm de diametro
ou mais, parece ser uma boa prética, embora tenha sido necessaria uma segunda IA nos casos
em que o CL se detectou apenas 72 horas apés inseminacao.

Poderia por isso ser vantajosa a realizacao da IA 24 horas apds administracdo da hCG,
pois tendo-se verificado que a ovulagédo ocorreu tendencialmente proximo das 48 horas e em
alguns casos das 72 horas, seria mais facil obter em simultaneo e durante mais tempo no tracto
reprodutivo da égua, os espermatozéides e 0 od4cito aptos para a ocorréncia da fecundacao.
Além do diametro do foliculo, serd importante ter em conta o nivel de edema uterino e também
a laxiddo do cérvix, pois podera ser necessario alterar a inducdo da ovulacdo, para que se
relinam condi¢cbes anatdmicas e fisiologicas, e seja suficiente apenas uma IA. Por outro lado,
interessa muito ter em conta as caracteristicas do sémen inerentes ao sucesso deste
procedimento, e como verificado, embora seja de grande importancia, o valor da motilidade ndo
€ critério exclusivo na previsao da fertilidade do sémen.

Se nas éguas o0s parametros avaliados estdo de acordo com a bibliografia, ja no que
respeita aos garanhfes, o0 mesmo nao se podera dizer. Os resultados obtidos reforcam a ideia
inicial, de que ainda ndo existem dados coerentes entre 0s poucos estudos até hoje realizados
com sémen dos cavalos Puro Sangue Lusitano. E ainda de salientar que relativamente a
influéncia do garanhdo nos resultados dos diagnosticos de gestacdo, tendo em conta que
sémen com baixa motilidade resultou em diagnésticos de gestagao positivos, ndo se deve por
de parte a hipotese de realizar IA quando o sémen apresentar baixa motilidade. Uma vez que
os resultados deste estudo compreendem apenas o0s valores dos parametros avaliados até ao
final do periodo do meu estagio, ndo pude fazer uma comparacdo completa no que respeita as
caracteristicas do sémen em toda a época reprodutiva em Portugal do cavalo PSL, mas seria
um trabalho interessante a realizar no futuro, de modo a enriquecer a escassa e por vezes
contraditéria informacao existente sobre as caracteristicas do sémen do garanhdo Puro Sangue

Lusitano e relacionar essas caracteristicas com a fertilidade desse mesmo sémen.
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