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RESUMO
Inseminacdo artificial em éguas: estudo da utilizacdo de uma dose reduzida de

sémen congelado em diferentes locais de deposicao

O tema foi escolhido devido a utilizacdo cada vez maior de sémen congelado na clinica
equina e da necessidade de se reduzir a quantidade de sémen utilizado devido ao seu custo
e também por vezes pela sua escassez. De modo a maximizar a fertilidade dos cavalos que
se reproduzem por inseminagao artificial, 0 numero total de espermatozéides com motilidade
progressiva por dose deve ser 300-500 x 10° para sémen fresco e o dobro para sémen que
vai ser transportado (Samper, 2005). Embora nao exista uma dose padrdo para o sémen
congelado, a fertilidade diminui quando o numero total de espermatozoéides com motilidade
progressiva é inferior a 250 x 10° por dose (Samper, 1999). Mais ainda, a inseminacdo de
éguas na jungao Utero-tubarica é uma técnica que tem sido eficaz quando se reduz o numero
de espermatozéides usados por inseminacao (Squires et al, 2000).

Assim sendo, o objectivo deste trabalho foi comparar as taxas de gestacdo em éguas
inseminadas com uma reducdo da dose convencional de sémen congelado em locais
diferentes de inseminacdo: corpo uterino vs corno uterino, usando o método guiado por via
transrectal. Com sémen de seis garanhdes diferentes foram inseminadas oito éguas, no
corpo uterino (n=4) ou no corno uterino (n=4) escolhidas aleatoriamente e com uma dose de
200 x 10° espermatozoides totais. A taxa de gestacdo para as éguas inseminadas no corpo
uterino foi idéntica as inseminadas no corno uterino (3/4 vs 3/4; 75%) (p>0,05). O numero de
inseminagdes necessario para obter uma gestacdo no grupo das éguas inseminadas no
corno uterino (2,66/égua) foi semelhante ao do grupo das éguas inseminadas no corpo
uterino (1/égua) (p>0,05). Em média foram necessarias 1,83 inseminagdes para obter uma
gestacgao.

Este estudo, embora com nimero muito reduzido de éguas, confirma o que outros autores ja
publicaram; que é possivel obter taxas de gestacéo aceitaveis com sémen congelado quando
se reduz a dose convencional de espermatozoides. Também se conclui que o local de
deposi¢cdo do sémen, corpo uterino ou ponta do corno uterino, usando a técnica guiada por
via transrectal, parece nao fazer diferenca nas taxas de gestagdo quando se usa uma dose

inseminante de 200 x 10° espermatozoides totais, como confirmado por outros estudos.

Palavras-chave: sémen congelado, cavalo, inseminagao artificial, corpo uterino, corno

uterino



ABSTRACT
Artificial insemination in mares: a comparative study using low dose frozen semen in

different deposition sites

The subject was choosen due to the growing use of frozen semen in the equine practice and
the need for reducing sperm numbers due to its cost and sometimes lack of availability. In
order to maximize fertility of horses bred by artificial insemination (Al), the total number of
progressively motile sperm per dose should be 300 — 500 x 10° for fresh semen and double
for transported semen (Samper, 2005). Even though there is no standard dose for frozen
semen, fertility decreases when the total number of progressively motile sperm after thawing
is < 250 x 10° per dose (Samper, 1999). Furthermore, insemination at the uterotubal junction
is a practical technique that can be used successfully when the number of spermatozoa used
per insemination is decreased (Squires et al., 2000).

Therefore, the objective of this study was to compare the pregnancy rates in mares
inseminated with a reduction of the standard dose of frozen semen at different sites of
insemination: uterine body versus tip of uterine horn; using the rectally guided method. Eight
mares were inseminated with semen from six different stallions, in the uterine body (n=4) or
in the uterine horn (n=4), randomly assigned and with an insemination dose of 200 x 10° total
sperm cells. Pregnancy rate for the mares inseminated in the uterine body was identical for
those inseminated in the uterine horn (3/4 vs 3/4; 75%) (p>0,05). The number of
inseminations needed to obtain a pregnancy in the mares inseminated in the tip of the
uterine horn (2,66/mare) was similar to the group of mares inseminated in the uterine body
(1/mare) (p>0,05). In average, 1.83 inseminations were needed to obtain a pregnancy.

This study, even though with a reduced number of mares, confirms what other have
reported. It is possible to obtain acceptable pregnancy rates with frozen semen when the
standard dose of sperm cells is reduced. It also concludes that the site of deposition of the
inseminate, using the rectally guided technique, appears to make no difference in the
pregnancy rates when using an insemination dose of 200 x 10° total sperm, as confirmed by

other studies.

Keywords: frozen semen, horse, artificial insemination, uterine body, uterine horn
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l. INTRODUCAO

1. Actividades desenvolvidas durante o estagio curricular

O estagio curricular decorreu na Clinica Veterinaria de Santo Estevao, entre Margo e Junho
de 2010, sob a orientagdo do Dr. José Prazeres na area da medicina e cirurgia equina.

As actividades desenvolvidas compreenderam o seguimento de 323 casos clinicos,
englobando os efectuados na clinica e os em regime ambulatorio.

Na figura 1 encontram-se representados os casos clinicos no que diz respeito aos diferentes
sistemas do organismo. O sistema locomotor foi 0 mais bem representado com 151 casos
(47%), em segundo lugar o sistema gastrointestinal com 39 casos (12%) e em terceiro lugar
o sistema reprodutor com 35 casos (11 %). A dermatologia e a neonatologia tiveram 24
casos cada (7,5%), os outros sistemas 23 casos (7%) e a oftalmologia e o sistema
respiratério 13 casos cada (4%). Os outros sistemas incluiram a dentisteria, endocrinologia e
a hematologia. Entre a totalidade dos casos clinicos, 297 (92%) envolveram apenas
intervencdes médicas e 26 (18%) necessitaram de intervencao cirurgica.

Nao estdo incluidos nos casos clinicos as actividades de profilaxia como as vacinagdes e
desparasitagcbes, os resenhos e as colheitas de sangue e aplicagdes de microchip para

identificacao do genotipo.

Figura 1 — Distribui¢do dos casos clinicos por sistemas do organismo
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Como médica veterinaria pude ajudar os meus colegas em inumeras intervencdes mas foi
na area da reproducao que concentrei os meus esforcos e que me levou a desenvolver um

estudo de minha autoria nesta mesma area.

2. Objectivos do trabalho

O objectivo deste trabalho foi comparar a taxa de gestagdo apds a reducdo da dose
convencional de sémen congelado e também comparar as taxas de gestagdo quando se
usam locais diferentes de inseminagao: corpo uterino vs corno uterino, usando o método

guiado por via transrectal.



ll. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Breve revisdo anatomica

O diencéfalo & constituido por trés regides ou glandulas (hipotalamo, hipdéfise ou glandula
pituitaria e glandula pineal) que contribuem com sinais neuronais e endocrinos para o
desenvolvimento e manutencdo da funcao reprodutiva. O hipotalamo esta localizado
medialmente e é a regido mais ventral do diencéfalo formando a parte mais inferior das
paredes laterais do terceiro ventriculo (Dyce, Sack & Wensing, 1987). A hormona libertadora
de gonadotrofinas (GnRH) é produzida no hipotalamo. A hipdfise esta suspensa por baixo
do hipotalamo pelo infundibulo e assenta num recesso no pavimento do cranio. A hipdfise é
composta pelos lobos anterior, intermédio e posterior. O lobo anterior esta associado a
producdao da hormona estimuladora dos foliculos (FSH) e da hormona luteinizante (LH). A
glandula pineal € uma estrutura pequena que se projecta dorsalmente do pedunculo
cerebral atras de uma invaginagao do tecto do terceiro ventriculo e é responsavel pela
producao de melatonina. O movimento de sinais neurais e enddcrinos entre o cérebro e os
ovarios constitui um meio de comunicagdo geralmente chamado de eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (Bergfelt, 2000).

O aparelho reprodutor é constituido pelos ovarios e genitalia tubulares, e tecidos vascular,
nervoso e linfatico associados e ligamentos suspensores. A maioria do aparelho reprodutor
situa-se na cavidade abdominal e o restante fica dentro da cavidade pélvica. A pélvis 6ssea
a volta da cavidade pélvica esta rodeada pelas metades simétricas dos ossos da bacia (ileo,
isquio e pubis), sacro e as ultimas vértebras da cauda. A entrada interna para a cavidade
pélvica representa a pélvis proximal, e a pélvis distal esta geralmente demarcada pela
posicao da prega transversa que separa a vagina do vestibulo. A cavidade pélvica distal
pode ser mais pequena que a proximal, mas expande-se durante o parto a medida que os
ligamentos sacrociaticos que rodeiam a pélvis distal comegam a relaxar durante os ultimos
dias de gestacdo. Ambas as cavidades proximal e distal podem representar impedimentos
fundamentais do parto (Ginther, 1992; McKinnon & Voss, 1993).

A porgéo cranial do aparelho reprodutor inclui os ovarios, oviductos, utero, cérvix e vagina, e
a porcao caudal inclui a vulva, que é frequentemente subdividida para incluir o vestibulo, os
labios vulvares e o clitoris.

As variagcdes de forma, tamanho e localizagdo do aparelho reprodutor da égua séo
influenciadas pela raga, época reprodutiva, idade, estado reprodutivo e condi¢oes
patolégicas. Contudo, as mudangas mais imediatas sdo influenciadas pelo nivel da
distensao e pela actividade do cdlon, recto e bexiga urinaria. Os ovarios e o Utero estdo em

contacto intimo com as visceras abdominais e por isso podem posicionar-se por cima das



visceras, e o utero ficar com aspecto de T ou podem ficar suspensos entre as ansas
intestinais e ficar com aspecto de Y quando vistos dorsalmente (Bergfelt, 2000).

Os ovérios da égua adulta sdo Unicos entre as espécies domésticas porque sao
relativamente grandes e porque a medula ou zona vascular tem localizagdo superficial,
enquanto que o cortex ou zona cortical que contém os foliculos se encontra no interior do
ovario. Este arranjo estrutural dos tecidos é responsavel pela forma de rins dos ovarios, na
qual o cortex tem um acesso limitado apenas pela regidao de depressdo da porgao livre

ventral, a fossa da ovulagao (Ginther, 1992).

2. Fisiologia da reproducéo

A égua é um animal poliéstrico sazonal, i.e, durante a época reprodutiva a égua nao
gestante tem ciclos éstricos repetidos. O ciclo éstrico pode ser considerado como contendo
uma fase folicular (estro) na qual a égua se encontra sexualmente receptiva ao garanhao, o
aparelho genital esta preparado para aceitar e transportar o sémen aos oviductos para
fertilizacao e que envolve o processo da ovulagdo e uma fase lutea (diestro) na qual a égua
nao esta receptiva ao garanhdo e o aparelho genital estd preparado para aceitar e
desenvolver um embrido. O periodo de diestro termina com a regresséo do corpo luteo (CL)
e a iniciacado da seguinte fase folicular. A duragdo média do ciclo éstrico nas éguas durante
a época de reprodugéo fisioldgica é de vinte e um dias, sendo que o estro dura 4-7 destes
dias. A duragédo do diestro permanece relativamente constante em 14-15 dias e nédo é
afectada pela época. A duragéo do estro € mais variavel (variando entre 2-12 dias), sendo
tipicamente mais longo no inicio da época reprodutiva (Blanchard, Varner & Schumacher,
1998).

O padrao regular do ciclo éstrico baseia-se no delicado equilibrio entre as hormonas

produzidas pela glandula pineal, o hipotalamo, a hipdfise e os ovarios (Figura 2).



Figura 2 — Influéncia do fotoperiodo no ciclo reprodutivo da égua (adaptado de Blanchard et
al.,(1998))
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O hipotalamo produz a hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) que é libertada para
o sistema hipotalamico-hipofisario e estimula a sintese e a libertacdo das gonadotrofinas: a
hormona estimuladora dos foliculos (FSH) e a hormona luteinizante (LH) a partir da glandula
hipofisaria anterior. O estrogénio produzido pelos foliculos em maturagcdo tem um feedback
positivo na libertacdo de LH (i.e. promove ainda mais libertacdo de LH) na presenca de
baixas concentracbes de progesterona circulante. A inibina e o estrogénio produzidos pelos
foliculos em crescimento tém um efeito de feedback negativo na libertagcdo de FSH (i.e.,
inibem a libertacdo de FSH). A progesterona produzida pelo CL tem um efeito de feedback
negativo na libertagdo de LH (Blanchard et al, 1998).

A fase folicular do ciclo éstrico é caracterizada pelo crescimento folicular com a produgao de
estrogénio. O desenvolvimento folicular ocorre durante o ciclo éstrico e podem aparecer
grandes foliculos (> 30 mm de didmetro) mesmo em diestro. Contudo a maturagdo completa
dos foliculos geralmente ocorre apenas na presenga de baixas concentragbes plasmaticas
de progesterona. Muitos foliculos iniciam o processo de maturagdo normalmente em uma ou
duas ondas por ciclo, mas geralmente apenas um foliculo se torna dominante e ovula
(Blanchard et al, 1998).

O desenvolvimento folicular ovarico ocorre em ondas durante o ciclo éstrico, gestacao, e
transicdo da época anovulatéria para a ovulatéria. Uma onda folicular tem sido descrita

como a emergéncia sincronizada de um grupo de foliculos antrais com didmetros maiores
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ou iguais a 5 mm. Os foliculos crescem na ordem de 2-3 mm por dia até um foliculo (foliculo
dominante) ser seleccionado para continuagao do crescimento e os outros foliculos grandes
regredirem (foliculos subordinados). A divergéncia no crescimento entre os dois maiores
foliculos ocorre quando o foliculo maior atinge aproximadamente os 22 mm de didmetro. As
ondas foliculares que dao origem a um foliculo com didmetro superior a 30 mm sé&o
chamadas de ondas maiores ou principais. Estas ondas sao ainda definidas como primarias
e secundarias. Durante o ciclo éstrico as ondas principais primarias surgem no meio do
diestro, no qual o foliculo dominante ovula no fim do estro. As ondas secundarias principais
precedem as primarias e surgem durante o fim do estro ou inicio do diestro, na qual o
foliculo dominante ovula, torna-se hemorragico ou regride. Em adicdo as ondas foliculares
principais, ocorrem ainda ondas foliculares pequenas ou menores. A diferenca entre os dois
tipos de ondas é que o foliculo maior de uma onda pequena atinge no maximo um diametro
de 30 mm e depois regride. Isto &, a diferenca entre o diametro maximo entre o foliculo
maior e o0 segundo maior de uma onda menor €& geralmente menos que 6 mm
comparativamente com uma maior diferenca de 15 mm entre o foliculo dominante e o
foliculo maior subordinado de uma onda principal. Neste aspecto, o foliculo maior de uma
onda pequena parece nao ter dominancia. (Ginther, 1992).

Os foliculos em crescimento de uma onda podem-se misturar com foliculos em regressao de
uma onda precedente sendo por isso necessaria mais de um exame ecografico para
diferenciar o estado folicular (Ginther, 1995).

Os foliculos pequenos, médios e grandes sao geralmente esféricos e firmes. Contudo, uma
grande percentagem de foliculos pré-ovulatérios (85-90% dos foliculos com diametro
superior a 35 mm) tornam-se aparentemente menos turgidos e consequentemente nao
esféricos imediatamente antes da ovulagao (McKinnon et al., 1993). A palpagao transrectal
de foliculos com 10-15 mm de didmetro pode ser dificil. A avaliagao digital do tipo e da
forma dos foliculos é altamente subjectiva, em parte porque o desenvolvimento folicular
ocorre centralmente dentro do ovario, e, a protusido dos foliculos, especialmente dos mais
pequenos, na superficie do ovario nem sempre é Obvia. Mais ainda, os ligamentos
suspensores podem interferir com o procedimento da palpagdao (Rantanan & McKinnon,
1997). Embora a palpacgao dos foliculos com mais de 15 mm nao seja tao dificil, a estimativa
tactii do numero e da dimensdo dos foliculos é ainda subjectiva. Neste aspecto, a
ultrasonografia € um meio mais objectivo para avaliar e monitorizar o desenvolvimento
folicular, comecando com foliculos tdo pequenos como os de 2 mm (Ginther, 1995).

A ovulagdo espontdnea ocorre geralmente quando o foliculo dominante atinge
aproximadamente os 40 mm de didmetro. Contudo, o didmetro maximo do foliculo pré-
ovulatério esta relacionado com a época do ano, a raga e o tipo de cavalo. A ovulacéo é o
processo através do qual o fluido folicular e o odcito séo libertados de um foliculo grande

apo6s rotura ao nivel da fossa de ovulagdo. O esvaziamento do foliculo € um processo



relativamente rapido, no qual 50-90% do fluido antral é libertado em 60 segundos.
Eventualmente, o colapso da parede folicular no antrum pode ser palpado como uma
depressdo na superficie ovarica ou vista como uma area hiperecoica no local onde
anteriormente estava o foliculo pré-ovulatério (Ginther, 1995). Contudo, se passaram mais
de 24 h entre exames, quando no inicio estava presente um grande foliculo e na seguinte ja
nao estava, a cavidade do foliculo que roturou pode comegar a encher-se de sangue e
confundir-se com um foliculo anovulatério, quando se usa unicamente um diagnéstico tactil.
Neste aspecto, a ecografia permite diferenciar foliculos anovulatérios de foliculos que
ovularam e ja se encheram de sangue para formar um corpo hemorragico (Bergfelt, Pierson
& Adams, 1997).

A fase lutea inicia-se ap6s a ovulagdo com a formagdo de um corpo luteo que secreta
progesterona. As concentracbes maximas de progesterona circulante sao atingidas aos seis
dias apds a ovulacdo. A égua raramente demonstra sinais comportamentais de cio quando a
concentracao plasmatica de progesterona é superior a 1-2 ng/ml, mesmo na presenca de
grandes foliculos nos ovarios.

Os corpos luteos primarios resultam de ovulagbes de foliculos dominantes de ondas
primarias principais no fim do estro, quando prevalece o estrogénio (ovulagdes uUnicas ou
duplas sincronizadas ou duplas ndo sincronizadas), enquanto que os corpos luteos
secundarios resultam de ovulagdes de foliculos dominantes de ondas secundarias durante o
diestro ou durante a gestacdo, quando prevalece a progesterona. Os corpos luteos
acessorios resultam da ovulagéo de foliculos de ondas foliculares durante a gestagéo e /ou
da luteinizagao de foliculos anovulatérios. Ambos os corpos Iuteos secundarios e acessorios
sao referidos como corpos luteos suplementares (Ginther, 1992).

Os corpos luteos primarios e secundarios comegam a regredir, tipicamente no fim do diestro
e os corpos luteos suplementares regridem pelo 5° més de gestacao (Bergfelt, 2000).

No inicio da lutedlise o foliculo maior é tipicamente o foliculo que aumenta de tamanho e
ovula. Os restantes foliculos sofrem atrésia e eventualmente regridem. O didmetro folicular
aquando da ovulagdo geralmente varia entre 30-70 mm e aproximam-se dos 40-45mm,
embora foliculos mais pequenos ou maiores possam também ovular. Os foliculos ovulatérios
sdo geralmente maiores no inicio da época reprodutiva (Mar¢co-Maio) comparativamente
com aqueles que ovulam no pico da época (Junho e Julho). Aproximadamente 80 % das
éguas ovulam nas 48 h que precedem o fim do estro (cio). A incidéncia de ovulagbes duplas
é em média de 16%, sendo que os Puro-Sangue Inglés (PSI), Warmbloods e Drafts tém
uma maior incidéncia, e os Quarter Horses, Appaloosa e pdneis uma menor incidéncia
(Blanchard et al, 1998).

O tempo de vida do corpo luteo depende da libertagcdo enddgena de prostaglandina F2a
(PGF2a) pelo endométrio, de forma pulsatil, entre os dias 13 e 16 pds ovulagdo. A PGF2a

entra na circulagdo e atinge os ovarios por via sistémica. A PGF2a provoca uma rapida



lutedlise resultando numa diminui¢do da concentragdo de progesterona circulante, que por
sua vez liberta o bloqueio de secrecdo de LH. A maturagao folicular e os sinais
comportamentais caracteristicos da fase folicular do ciclo éstrico comegam entdo. A
variagcdo da duracdo da fase lutea é geralmente resultado de disfungdes uterinas que
provocam a secrecao de PGF2a que encurta o diestro ou persisténcia espontanea do CL

que prolonga o diestro devido a falta de libertagdo de PGF2a (Daels, 1993).

2.1. Sazonalidade

A variagdo sazonal da duragdo da luz diaria tem uma profunda influéncia na performance
reprodutiva da égua. O cavalo é um reprodutor sazonal e este padrao é regulado pela luz
diaria ou fotoperiodo. O cavalo responde positivamente (aumentando a eficiéncia
reprodutiva) a aumentos na quantidade de luz e negativamente (reduzindo a eficiéncia
reprodutiva) a diminuigdes na quantidade de luz. A duracdo do fotoperiodo modula a
actividade reprodutiva através da regulacao da secreg¢ao de GnRH. A glandula pineal parece
sinalizar o hipotalamo através da secrecdo de melatonina. Quando o comprimento do dia é
curto, a melatonina libertada pela glandula pineal inibe a sintese e a libertacdo de GnRH
(Ginther, 1992).

A transicao entre as épocas € um processo gradual e progressivo mas o ano reprodutivo da
égua esta dividido por razbes descritivas em quatro periodos que correspondem a
alteracbes no comprimento do dia: anestro, transicdo para a época reprodutiva, época
reprodutiva fisioldgica e transi¢cao para o anestro (Blanchard et al., 1998).

Na égua, durante o periodo de transicdo da época reprodutiva para o anestro sazonal e o
retorno a ciclicidade ovarica, o fotoperiodo é o factor externo mais importante que influencia
o sistema enddcrino (Ferreira-Dias, Alpoim-Moreira et al., 2005).

O periodo do pico da fertilidade (i.e., a época reprodutiva fisiolégica ou periodo de
receptividade ovulatéria) ocorre préoximo do maior dia do ano ou solsticio de Verao (21 de
Junho). Depois a égua entra num periodo de transicdo que se inicia com o equinécio de
Outono (21 de Setembro). Durante este periodo a égua exibe um comportamento erratico de
cio sem ovulagao correspondente. Se a ovulagido ocorrer a fungédo do corpo luteo nao sera
mantida. As éguas entram entdo num estado de anestro ou quiescéncia sexual que ocorre
junto ou apés o dia mais curto do ano ou solsticio de Inverno (21 de Dezembro). O periodo
de anestro é caracterizado por ovarios pequenos e inactivos e pela auséncia de ovulagao na
maioria das éguas. Contudo, ndo é raro que algumas éguas exibam periodos de
comportamento de cio erraticos durante o periodo de anestro. O periodo de anestro
geralmente engloba os meses de Inverno, no hemisfério Norte (Ginther, 1992). Nos meses
de Inverno, 80% das éguas ou mais entram numa fase anovulatéria prolongada que se

denomina de anestro de Inverno. O inicio do periodo de transi¢ao pode ser definido como o



primeiro aumento significativo no didmetro folicular maior do que o registado durante o
anestro profundo. De um ponto de vista pratico, o periodo de transicdo comeca quando as
éguas exibem um foliculo que atingiu um didmetro de 20-25 mm. O termo transi¢ao tardia
pode ser usado quando um ou mais foliculos tem didmetro superior a 30 mm (McCue,
2006).

As éguas podem exibir varias ondas de crescimento e regressao folicular durante o periodo
de transicdo. O numero total de foliculos presentes em cada ovario aumenta durante a
transicdo e o exame ecografico revela um aspecto classico tipo cacho de uvas dos foliculos
de pequeno e médio didmetro. O periodo de transicdo pode durar até 50-70 dias ou mais até
ocorrer a primeira ovulagdo da época. Num estudo efectuado por Atayde e Rocha (2010)
concluiu-se que, devido a sua grande variabilidade, os padrées do comportamento éstrico
durante a transicdo vernal ndo contribuem para a previsdo da data da primeira ovulagéo.
Também, nesse mesmo estudo se reportou que nao existe um parametro ecografico que por
si s6 seja um indicador fiavel de eminéncia da primeira ovulagdo do ano. Também Watson et
al. (2003) reportaram que o edema endometrial pode aparecer quando apenas existem
foliculos ndo ovulatérios e nao produtores de estradiol, e especulou que durante o periodo
de transicdo o utero pode ser mais sensivel a pequenas variacbes na concentragcdo de
estradiol.

Geralmente, uma vez que a égua ovula ela vai continuar a ciclar em intervalos regulares. No
que diz respeito ao comportamento, as éguas em transicdo podem apresentar periodos
prolongados ou irregulares de cio. Isto deve-se a extrema sensibilidade aos baixos niveis de
estrogénios que sao produzidos pelos foliculos em desenvolvimento (McCue, 2006).

Foi demonstrado na universidade do Colorado que durante o periodo de anestro sazonal a
hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo e a hormona luteinizante (LH)
na hipéfise se encontram em baixa concentracdo (Silvia, Squires & Nett, 1986). A medida
que a égua progride para o periodo de transicao as concentracdes de GnRH sao
restabelecidas no hipotalamo. Contudo a reposicdo de LH na hipdfise leva mais tempo
(Silvia et al., 1986). O aumento da luz diaria esta associado com a reposi¢cao do equilibrio
hormonal necessario para o inicio da ciclicidade (Nequin, King, Matt & Jurak, 1990). A
hipdfise faz parte do mecanismo que monitoriza os eventos relacionados com o fotoperiodo.
Varios estudos demonstraram que um aumento do fotoperiodo acelera a ovulagdo em éguas
em anestro de transigcdo, através de um mecanismo que envolve a supressdo de melatonina
na glandula pineal e por isso eliminando o efeito inibitério da melatonina no hipotalamo
(Clay, Squires, Amann & Nett, 1989). De facto, um reconhecimento a longo termo de sinais
metabdlicos antes de alteragdes no fotoperiodo, ou a necessidade de se atingir um valor
critico antes de um sinal inibitorio cessar a ciclicidade ovarica, foram referidos (Fitzgerald &

Schmidt, 1995). Além disso, um aumento na leptina, sugere que esta hormona possa estar



envolvida na reactivacdo do eixo reprodutivo e na manutengdo da actividade ovarica
(Ferreira-Dias et al., 2005).

Depois do periodo de anestro, a égua entra noutro periodo, o de transicdo de receptividade
anovulatéria que coincide com o equindcio vernal (21 de Margo). Este periodo é
caracterizado por um periodo de cio longo e erratico que finalmente termina na ovulagao,
iniciando entao o periodo de receptividade ovulatéria. Este padrao ciclico € uma tendéncia e
nao inclui todas as éguas porque uma pequena percentagem (aproximadamente 15-20%)
continua a ciclar regularmente durante todo o ano. Outros estudos também demonstraram
esta ocorréncia em éguas lusitanas (Ferreira-Dias et al., 2005). Mesmo populagbes de
éguas junto ao equador tendem a demonstrar um padrdo sazonal na sua ciclicidade
reprodutiva (Ginther, 1992).

Os factores ambientais tais como a disponibilidade de alimento e a temperatura podem
também influenciar o sistema endécrino e por isso mediar as fungbes reprodutivas e
imunitarias (Nelson & Demas (1996) e Klein & Nelson (1999)).

A sazonalidade reprodutiva resulta efectivamente no nascimento dos poldros na Primavera,
quando as condigbes ambientais sdo as mais favoraveis a sobrevivéncia dos poldros (Daels,
1993). O papel da sazonalidade em varios aspectos da performance reprodutiva ajuda a
exemplificar este ponto. Por exemplo, o inicio do estro esta sob influéncia directa da duragao
do comprimento do dia. A medida que o comprimento do dia aumenta, a duracdo do estro
diminui e a incidéncia de ovulacdo aumenta, ambos resultando em mais concepg¢des com
menor numero de inseminagdes (Ginther, 1992). Os periodos de cio mais curtos e as
maiores taxas de ovulagéo ocorrem em Junho, resultando em poldros nascidos em Maio.
Mais ainda, existem factores ainda mal conhecidos que incentivam a égua gestante a parir
durante a época reprodutiva fisiolégica. Eguas com poldros nascidos no inicio do ano,
tendem a ter gestagdes mais longas do que aquelas com poldros nascidos mais tarde na
época reprodutiva. Outro factor que favorece a reprodugdo em Maio e Junho ocorre em
éguas que entram no cio do poldro no inicio do ano, porque estas tendem a ovular mais
tarde apds o parto do que aquelas que entram no cio do poldro mais tarde no ano. Todos
estes fenémenos sugerem que existe um mecanismo inerente que conduz a reproducédo e o
parto para a época reprodutiva fisiolégica (Maio-Julho) (Ginther, 1992).

Os cavalos tém sido descritos como reprodutores ineficientes quando comparados com
outras espécies e a performance reprodutiva na égua tem sido descrita como fraca quando
comparada com outras espécies domésticas. Isto &€ contudo falacioso e deriva das tentativas
do Homem de redefinir a época reprodutiva como mais lhe convém. A época reprodutiva
operacional para os cavalos é estabelecida, no Hemisfério Norte, entre 15 Fevereiro a 15
Julho. A ineficiéncia reprodutiva nos cavalos deriva da sua reproducédo fora da época

reprodutiva fisiolégica; de outro modo a fertilidade intrinseca do cavalo € bastante aceitavel.
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Algumas caracteristicas do ciclo reprodutivo da égua podem contribuir para esta baixa
eficiéncia reprodutiva e sao: padrao sazonal da ovulagao; ciclos erraticos durante o periodo
de transicdo entre o anestro e a ciclicidade normal e a longa fase folicular necessaria ao

desenvolvimento de um foliculo ovulatério (McKinnon, 2009).

2.2. Manipulacéo do periodo de transicao

2.2.1. Luz artificial

A época reprodutiva fisioldégica pode ser manipulada com sucesso para melhor se ajustar a
uma época reprodutiva operacional aumentando artificialmente o fotoperiodo. A duragao
minima de luz necessaria ainda nao foi definitivamente estabelecida mas a experiéncia no
campo indica que fornecendo 14-16 h de estimulo de luz (artificial e natural) por dia é
adequado. Um programa de luz necessita pelo menos de 8-10 semanas para desencadear
uma resposta e por isso, as éguas no hemisfério norte comecam a ser expostas a sistemas
de luz no dia 1 de Dezembro de modo a que no dia 15 de Fevereiro ja apresentem uma
actividade ciclica normal (Palmer, Driancourt & Ortavant, 1982). A intensidade de luz minima
€ de 100 lux. Uma luz incandescente de 100-200 W numa box de 3,5 x 3,5 m devera ser
suficiente (McCue, 2006).

A exposicado das éguas em anestro profundo a um fotoperiodo artificial estimulador tem sido
usada por varias décadas para acelerar a primeira ovulagdo do ano. As éguas que sao
mantidas sob luzes artificiais também atravessam um periodo de transicdo com duracao
relativamente normal, mas a transicdo comega mais cedo no ano. Na maioria dos casos, a
duracéo do inicio da exposi¢do adequada a luz até a ovulagao é de 60-70 dias (Guillaume,
Duchamp & Nagy, 2000).

2.2.2. Farmacos

Existem inumeras terapias hormonais que tém sido utilizadas na tentativa de estimular o
desenvolvimento folicular e acelerar a primeira ovulagao no ano em éguas de transicdo
(Tabela 1).

A administracao de doses baixas de GnRH enddgena e agonistas e de FSH equina tém sido
usadas com sucesso para induzir o crescimento folicular em éguas na fase de transigao.
Doses mais elevadas de agonistas GnRH e de hCG induzem a ovulagdo de foliculos
grandes (> 35 mm de didmetro) na fase de transig¢ao tardia (McCue, 2006).

Os antagonistas da dopamina, tais como a domperidona e o sulpiride, podem nao ser
eficazes em todas as situacdes. A taxa de sucesso sera maior em éguas em transigéo e em

éguas mantidas em box sob luz artificial (McCue, 2006). O sulpiride é eficaz a acelerar o
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inicio da fase de transicdo e a primeira ovulagdo enquanto que a domperidona apenas
funciona em algumas éguas (Mari et al., 2009).

A progesterona ou progestagénios sintéticos ndo aceleram consistentemente a primeira
ovulagado quando administrados a éguas em anestro profundo ou no inicio da transicao mas
podem sincronizar o retorno do estro e avangar a primeira ovulagdo em éguas em transigao
tardia e é eficaz em suprimir os periodos de estro prolongados e frequentemente irregulares
em éguas em transigdo (McCue, 2006).

O inicio de qualquer tratamento a éguas em anestro de Inverno profundo tem uma menor
taxa de sucesso e esta associado a um maior risco de retorno ao anestro apés a conclusio
do tratamento do que quando o tratamento é feito com as éguas em transicdo (McCue,
2006).

Tabela 1 — Medicamentos e doses utilizadas no maneio das éguas na fase de transicéo
[adaptada de McCue, ( 2006)]

Farmaco Nome Comercial Dose
Altrenogest Regumate® 0.044 mg/kg, PO, SID
Buserelina (Agonista GnRH) | Receptal ® 10-100 ug, IM ou SC, BID
Deslorelina (GnRH) Ovuplant® 2.2 mg implante SC
Domperidona Motilium® 1.1 mg/kg, PO, SID
FSH equina eFSH 6.25-12.5mg, IM, BID
Goserelina (Agonista GnRH) | Zoladex® 1/3 a 2 de implante de 3.6

mg, SC, dose unica
hCG Chorulon® 1500-3000 U.1., IV
Progesterona Genérico 150 mg/kg, IM, SID
Sulpiride Dogmatil © 0.5 mg/kg, IM, BID

A razao do uso de tratamentos com progestagénio/progesterona para acelerar o inicio do
estro ovulatério esta fundamentada em éguas que no estro de transicao tém insuficiente
acumulacao/libertacao de LH pela hipofise para promover a maturagédo e a ovulagdo de um
foliculo dominante. O tratamento com progestagénio, que geralmente inibe a libertacdo de
LH durante a sua administragdo, provoca a acumulacdo e subsequente libertacdo de LH
suficiente para induzir a maturagao folicular e a ovulagcdo quando a suplementacdo de
progestagénio é interrompida (Alexander & Irvine, 1991). A progesterona (150 mg/Kg por
dia, IM) ou altrenogest (0,044 mg/Kg por dia, PO) durante 10-15 dias pode iniciar uma
ovulacdo ligeiramente mais cedo e mais previsivel e ciclos éstricos regulares se
administrada a éguas mais tarde no estro de transigéo (foliculos com didmetro superior a 20

mm) (Squires, Heesemann, Webel, Shideler & Voss, 1983).
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O estradiol em combinagdo com a progesterona, também pode ser utilizado para encurtar
ligeiramente o periodo de transicdo tardio. A razdo para o seu uso € semelhante a dos
progestagénios /progesterona. A adicdo de estradiol & progesterona resulta numa maior
supressao do desenvolvimento folicular do que os progestagénios sozinhos, por isso o
tamanho folicular € menor apés o tratamento com esteréide. Entéo, o intervalo até ao inicio
do estro e subsequente ovulacao é tipicamente maior do que com o tratamento apenas com
pregestagénio/progesterona (Taylor, Pemstein & Loy, 1982)

O tratamento com progestagénio/progesterona, associado ou nao ao estradiol, tem sido
usado no fim dos programas com luz artificial (mais ou menos 60 dias apds o inicio da luz

artificial) a parece ter um efeito aditivo na inducao de ciclos éstricos (Taylor et al., 1982).

2.3. Inducéo da ovulagdo em éguas ciclicas

De modo a optimizar a fertilidade, a ovulagao deve ocorrer dentro das 24-48 h apods a
cobrigdo com um garanhao fértil. Quando se usa sémen congelado ou quando se utilizam
garanhdes sub-férteis, a semi-vida dos espermatozéides pode estar reduzida, requerendo
que a inseminagdo seja mais proxima da ovulagdo. A administracdo de hCG (“Human
chorionic gonadotropin” ou gonadotrofina coridnica humana) € uma das possibilidades e a
mais pratica e econdmica para induzir a ovulagdo de um foliculo grande pré-ovulatério em
éguas ciclicas (Blanchard et al., 1998).

A injeccdo de hCG (1500-3300 U.I., EV) é suficiente para induzir a ovulacao de foliculos pré-
ovulatérios com mais de 35 mm de didmetro. Se administrarmos hCG quando os foliculos
pré-ovulatorios atingirem os 35 mm de didmetro, a maioria das éguas ira ovular dentro de
48h. Se o dia de estro é desconhecido e o foliculo tem mais de 35 mm, o intervalo até a
ovulagcao é menos preciso e pode ocorrer mais cedo apds a administracdo de hCG. Este
farmaco é de grande valor quando usado nos primeiros meses da época reprodutiva,
quando os critérios para prever a ovulagdo em éguas ciclicas (ex., tamanho e textura do
foliculo, relaxamento do cérvix e dia do estro) sdo menos fiaveis. A hCG pode ser utilizada
em combinag&o com outras hormonas utilizadas para sincronizar o estro ou para diminuir a
duracdo do periodo de transicdo tardio (tais como a progesterona ou a buserelina, por
exemplo). Tém sido encontrados anticorpos a hCG no soro das éguas que receberam
injeccbes repetidas de hCG. Contudo os anticorpos ndo interferem com a ovulagéo

espontanea subsequente nas éguas tratadas (Blanchard et al., 1998).

2.4. Sincronizagao do estro em éguas ciclicas

A longa duracao do estro da égua com a ovulagéo a ocorrer variavelmente entre o dia 1-10

apos o inicio do estro requer um maneio reprodutivo caro e laborioso. O maneio reprodutivo
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do cavalo seria largamente beneficiado pelo desenvolvimento de um método fiavel e
economico para controlar mais precisamente o estro e a ovulagcdo na égua (Squires et al.,
1994).

A maioria dos métodos de sincronizagao utilizada para controlar a ovulagcdo nas espécies
domeésticas actua modificando a fase lutea do ciclo éstrico. A administracdo de PGF2a as
éguas faz-se para reduzir o tempo de vida do corpo luteo e com isto induzir o estro. O
tratamento com PGF2a é frequentemente utilizado em éguas, em casos individuais, quando
se suspeita ou se conhece a presenca de um corpo luteo maduro. O tratamento de éguas
com PGF2a que tenham um corpo luteo maduro resulta em média, no aparecimento do estro
em 2-4 dias e na ovulagao em 7-12 dias. O inicio do estro € mais facil de sincronizar do que
o dia da ovulagdo. O momento da ovulagdo apés a administracdo de PGF2a permanece
bastante variavel devido a fase folicular ter um papel mais preponderante no controlo da
duracéo total do ciclo éstrico das éguas (Taylor et al., 1982). Eguas em diestro com foliculos
grandes presentes (com didmetro superior a 35 mm) irdo retornar ao estro e ovular mais
rapidamente do que éguas com foliculos menores. Em muitos destes casos pode ndo
ocorrer estro comportamental, ser parcial, ou ficar resumido a um ou dois dias. Por isso,
tanto o estro como a ovulagado podem facilmente nao ser detectados se ndo houver métodos
de deteccdo diarios e monitorizacdo do estado folicular logo apds a administragdo de
PGF2a.

A sincronizagao precisa do estro e da ovulagao de grupos de éguas é mais dificil devido a
sensibilidade incompleta do corpo luteo equino a administracdo de PGF2a antes dos seis
dias ap6s a ovulacdo. Este fendmeno impede a sincronizacdo precisa da ovulacdo em
grupos de éguas através da administragdo de uma ou varias injecgdes de PGF2a. Contudo
devido ao custo, disponibilidade e facilidade de administragao, os métodos de sincronizacao
que utilizam PGF2a, sozinha ou combinada com outras hormonas, sdo muito comuns
(Taylor et al., 1982).

A administracdo de progestagénio na forma de progesterona em dleo (150 mg/Kg/dia, IM)
ou altrenogest (0.044 mg/kg/dia, PO) para prolongar artificialmente a fase lutea do ciclo
estrico tem sido utilizada para sincronizar o estro nas éguas. A razdo para o0 seu uso baseia-
se no facto dos progestagénios inibirem a libertacdo de LH e por isso bloquearem a
ovulagdo. Quando administrados por um periodo suficientemente longo a éguas ciclicas o
corpo luteo regride mas a ovulagdo subsequente & bloqueada pelos progestagénios
exogenos. Quando a administragéo de progestagénio cessa as éguas retornam ao estro e
ovulam. A administracdo de progestagénios durante 14-15 dias € mais eficaz do que por
periodos mais curtos, porque permite que as éguas que tenham ovulado recentemente no
inicio do tratamento tenham tempo suficiente para que ocorra a regressdo espontanea do
corpo luteo. O intervalo até ao estro é também variavel apds cessar a administracdo de

progestagénios mas é em média de 4-7 dias. A ovulagdo ocorre em média aos 7-12 dias
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apos terminado o tratamento com progestagénios. O desenvolvimento folicular ndo é
uniformemente inibido mesmo com doses relativamente altas de progestagénios e, por isso
pode existir uma grande variedade quanto ao estado folicular apds terminar o tratamento,
resultando em intervalos muito variaveis até a ovulagéo entre éguas (Blanchard et al., 1998).
O controlo do crescimento folicular durante o periodo de tratamento € necessario para se
conseguir um controlo preciso da ovulagdo na égua. Varios estudos nos ultimos vinte anos
levaram ao desenvolvimento de um controlo mais preciso da ovulagdo na égua. Descobriu-
se que a administracao diaria de 10 mg de estradiol-17f3 suprime o crescimento folicular. A
administracdo diaria de progesterona (para prolongar artificialmente a fase lutea) em
combinagdo com a administracao diaria de estradiol (para suprimir o crescimento folicular)
permite que o intervalo até a ovulagéo seja mais preciso e previsivel apos o tratamento com
esterdides em éguas ciclicas, em éguas apds o parto e em éguas primiparas e vazias, € que
estiveram sob influéncia de um tratamento de luz durante pelo menos 60 dias (Squires et al.,
1994).

Um problema adicional que contribui para a variabilidade do intervalo até a ovulacédo é a
tendéncia para o corpo luteo permanecer apés terminar o tratamento com progestagénio.
Isto ocorre porque (1) algumas éguas ovulam apoés o tratamento com esterdides ser iniciado
e 0 corpo luteo resultante continua a produzir progesterona apdés o tratamento com
progestagénio exdgeno ter terminado e, (2) alguns corpos luteos das éguas persistem
espontaneamente (corpo luteo persistente) por mais tempo do que o tempo de vida lutea
habitual, e permanecem funcionais apos terminar o tratamento com progestagénios. A
administracdo de PGF2a apds terminar o tratamento com progestagénio tem por isso sido
recomendada para garantir que os corpos Iuteos que permanecem regridam e que as éguas
tratadas retornam ao estro em tempo util. (Blanchard et al., 1998)

A taxa de sincronizagao de cio relativamente elevada ou a ovulagao associada a um regime
de progestagénio e estrogénio é atribuida a uniformidade da populagao folicular nas éguas.
Uma desvantagem do regime com esteréides é o trabalho e o tempo que consome
(injeccoes diarias por varios dias) para se conseguir uma populacdo homogénea de foliculos
pequenos a médios. Mais ainda, o intervalo entre o inicio do tratamento até a ovulagédo pode
ir até aos 20-25 dias com ou sem tratamento com hCG. Assim sendo, a aspiragao folicular
transvaginal guiada por ecografia como método de ablacdo folicular pode ser um método
alternativo para a sincronizagdo do crescimento folicular e ovulagdo entre éguas (Bergfelt,
2000).

A ecografia transrectal tem sido usada passivamente para avaliar os foliculos ovaricos,
enquanto que a ecografia transvaginal tem sido utilizada mais agressivamente para
manipular o desenvolvimento folicular e outros eventos reprodutivos (Ginther, 1995 e
Squires & Cook, 1998). A abordagem transvaginal pode ser utilizada para guiar uma agulha

longa e de grande calibre de didmetro, através da parede vaginal até a um foliculo ovarico
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para remover o conteudo folicular (ie., odcito, células da granulosa e fluido folicular). A
aspiracao ou remocao dos conteudos foliculares resultam na destruigdo do foliculo de modo
a impedir o seu futuro desenvolvimento. Entao, a ablacdo ou remog¢ao de uma populagao de
foliculos permite que se desenvolva um novo grupo de foliculos (Bergfelt, 2000).

Recentemente a ablacao folicular combinada com tratamentos com PGF2a e hCG foi usada
como uma abordagem alternativa para sincronizar o desenvolvimento folicular e a ovulagao

num grupo de éguas ciclicas (Bergfelt, 2000).

2.5. Reproducédo no cio do poldro

O cio do poldro é o primeiro cio ou periodo de estro que ocorre apés o parto. As éguas
geralmente entram em cio 6-8 dias apds o parto. O intervalo médio do parto até a primeira
ovulacao é de dez dias, embora as éguas possam ovular logo aos 7-8 dias ou s6 aos 14-15
dias pos parto e ser considerado clinicamente normal (Blanchard et al., 1998). As taxas de
gestacdo sdo geralmente mais elevadas para éguas que ovulam dez ou mais dias apos o
parto do que para éguas que ovulam antes dos nove dias pés parto (Loy, 1980). A decisao
de usar o cio do poldro é de cada criador. A vantagem de usar o cio do poldro € a de nao
perder tempo, contudo a fertilidade € menor.

O utero da égua sofre profundas altera¢des apds o parto. O fluido e os detritos da placenta
(os léquias) sao expelidos, o tecido que reveste o uUtero regenera-se e o tamanho do utero
diminui. A maioria das éguas tem uma inflamacéao significativa no utero durante a primeira
semana apoés o parto (Koskinen & Katila, 1987). Embora muitos programas de reproducgao
especifiquem que as éguas nao devem ser cobertas/inseminadas a ndo ser que a cultura do
liquido uterino seja negativa, alguns estudos indicam que a presenga ou a auséncia de
bactérias nao esta correlacionada com a fertilidade nas éguas no cio do poldro. Isto ja ndo é
verdade para os ciclos seguintes ao cio do poldro, onde a presenga de bactérias é uma
causa significativa de fertilidade reduzida (Gygax, Ganjam & Kenney, 1979). A maioria das
éguas tem uma ovulagdo no cio do poldro e continua a ciclar em intervalos de
aproximadamente vinte e um dias. Contudo, algumas éguas tém a ovulagao do cio do poldro
seguida por um periodo variavel de anestro até a égua voltar a actividade ciclica normal.
Apenas um pequeno numero ndo ira ciclar de todo durante 2-3 meses. A falta de
desenvolvimento de foliculos e/ou de ovular apds o parto é primeiramente devido aos efeitos
da época. Consequentemente, as éguas que parem entre Janeiro e Margo no hemisfério
norte, sdo supostamente as mais afectadas. A auséncia de crescimento folicular nas éguas
apos o parto tem ocasionalmente sido atribuido a lactagao e algumas éguas retornam ao cio
logo apds o poldro ser desmamado (Ginther, 1992).

Tém sido usadas bastantes estratégias para aumentar a fertilidade das éguas no periodo

inicial do pésparto. A exposicao das éguas gestantes a um fotoperiodo artificial durante o
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ultimo trimestre vai diminuir a duracdo da gestagdo em 7-10 dias e diminuir o risco de
retorno a um estado de inactividade ovarica ou anestro apés o parto (Hodge, Kreider &
Potter, 1982). A administragédo de progesterona ou Regumate® (Intervet International B.V.,
Boxmeer, Holand) a éguas em pés parto tem sido usada na tentativa de adiar a primeira
ovulagdo e aumentar as taxas de gestacdo. Também era pratica corrente fazer lavagens
uterinas as éguas 1-2 dias pds parto. Contudo, estudos clinicos concluiram que a lavagem
uterina de rotina ndo aumentava as taxas de gestacdo em éguas com pos-parto normal. Por
vezes também se usa ocitocina ou prostaglandinas em éguas poés parto para promover
contracgdes uterinas e com isso eliminar os fluidos e os detritos e estimular a involugao
uterina, como tentativa para aumentar as taxas de concep¢do no cio do poldro (Nie,
Johnson & Wenzel, 2003). Uma estratégia simples e comum para optimizar a taxa de
concepgao pos parto em éguas com parto normais € examinar a égua nos dias sete e nove
pos parto. As éguas que ovulam no dia nove ou antes ndo s&o inseminadas e administra-se
prostaglandina cinco dias apds a ovulagcédo para que retornem ao estro. As éguas que ainda
tém um grande foliculo aos nove dias pds parto sdo utilizadas na reprodugdo usando as
técnicas convencionais. O uso de agentes indutores da ovulagdo (hCG ou GnRH) é
desaconselhado até ao dia nove ou dez, uma vez que as ovulagdes precoces no periodo
pos parto podem néao ser tao férteis (Blanchard et al., 1998). Geralmente, os criadores séo
aconselhados a cobrir/inseminar as éguas no cio do poldro. Contudo éguas que tiveram
complicagbes no parto ou pés-parto (distocia, retengcado de placenta, corrimento prolongado)
podem ter uma taxa de gestacdo de cio de poldro diminuida ou uma taxa de perda
embrionaria aumentada. Consequentemente, pode ser aconselhavel cobrir/inseminar estas

éguas no segundo cio pés parto (30 dias) ou num periodo de cio mais tarde.

3. Inseminacao artificial

A utilizacado da inseminacao artificial na espécie equina data de 1930. Um trabalho pioneiro
na inseminagao artificial em equinos com sémen fresco foi realizado por Ivanow na Unido
Soviética e por Gotze na Alemanha (Gotze, 1949). Naqueles tempos o objectivo principal da
inseminacao artificial era o de restringir a transmissdo de doencas. Hoje em dia a
inseminacao artificial tornou-se uma peg¢a fundamental nos programas de reproducdao em
muitas racas. Nas racas de desporto europeias tais como a Hanoveriana, Holsteiner,
Warmblood Holandés ou Sela Francés a inseminacéao artificial contribuiu substancialmente
para o progresso genético. As tecnologias de reproducao assistida tais como a inseminagéo
artificial sdo hoje aceites pela maioria das ragas no mundo inteiro com a excepg¢éo dos
cavalos Puro-Sangue Inglés (PSI) de corridas, embora algumas ragas americanas como 0s
quarto de milha (Quarter Horse) s6 apenas recentemente permitiram o registo de poldros

nascidos por inseminacgao artificial com sémen congelado. Muitas tecnologias de reprodugéo
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assistida usadas hoje na medicina humana foram desenvolvidas a partir de muitos trabalhos
de investigadores veterinarios. Contudo, ao contrario do seu crescente impacto nos
programas de reprodugdo equinos, a inseminacgao artificial e outras técnicas de reprodugao
assistida sao raramente utilizadas por razdes veterinarias, i.e. para aumentar as taxas de
gestacdo em éguas subfertéis e garanhbes. Isto ndo sé é limitado pelos custos,
necessidades de equipamento especifico e baixo sucesso de certas técnicas mas também
devido ao limitado interesse e experiéncia de muitos médicos veterinarios equinos (Aurich,
2006).
O sucesso de um programa de inseminagao artificial depende de:
A — Garanhao : - exame reprodutivo detalhado no inicio da época reprodutiva
- confirmacéao da qualidade do sémen
- arrefecimento e armazenamento apropriados do sémen apds colheita

B — Egua: - exame reprodutivo satisfatorio

- inducéo de um estro ovulatério

- previséo precisa do momento da ovulagao

- inseminacao no tempo correcto em relacdo a ovulagao

- armazenamento, descongelacédo e maneio apropriados do sémen

- técnica de inseminacgao correcta

- exames ginecoldgicos e tratamentos pds inseminagao quando necessarios

- diagnodstico de gestacao correcto aos 14-16 dias pds-inseminagao artificial
(Pycock, 2008).

A inseminacéo artificial € a técnica utilizada para depositar espermatozoéides normais e vivos
no utero, no momento adequado (Samper, 2000). Embora este procedimento pareca
simples, a perfeita coordenacéo das varias etapas resulta em taxas de gestacao optimas.
Nos equinos existem trés métodos de inseminagao artificial:

1- Sémen fresco — quando o sémen é colhido e usado imediatamente no seu estado puro ou
diluido com um diluidor apropriado, ou até algumas horas apés a colheita (geralmente
menos de trés horas)

2 — Sémen refrigerado — apds a colheita, o sémen é diluido com um diluidor apropriado e
arrefecido lentamente a 5-8°C e transportado para ser utilizado num prazo de 12-36 h apés
a colheita.

3 — Sémen congelado — o0 sémen é colhido e processado de forma apropriada e depois é
armazenado num contentor de azoto liquido para ser utilizado durante varios dias, meses ou
anos ap6s a colheita (Samper, 2000)

E importante garantir que o dono esteja ciente que a inseminac&o artificial nos cavalos exige
um elevado nivel de pericia técnica. Logo desde o inicio o dono deve estar consciente que a

inseminacao artificial ndo € uma alternativa barata a cobricdo natural. A boa comunicacao
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entre o dono da égua e do garanhao é vital bem como os respectivos médicos veterinarios.
Para um programa de inseminagao artificial ter sucesso deve-se ter bastante atencéo as
questdes sanitarias para reduzir o risco de transmissdo de doencas. E também vital que o
dono saiba das taxas de fertilidade médias associadas a cada técnica. Para o sémen
refrigerado pode-se esperar taxas de gestagdo na ordem de 55-70% por ciclo e de 35-50%
por ciclo para sémen congelado. A taxa de gestacao total no fim da época varia entre 50-90

% com uma média de 75%, e a taxa de poldros vivos é de 65% (Pycock, 2008).

3.1. Técnica de inseminagdao artificial

A inseminacgao natural ou artificial da égua consiste na deposi¢cado de sémen dentro do utero
da mesma. A égua deve estar devidamente contida e deve ser preparada para a
inseminacédo de acordo com as técnicas de contaminacdo minima descritas por Kenney e
colegas (1975). A cauda deve ser ligada e levantada para longe de modo a evitar o contacto
com a vulva e perineo. A vulva deve ser bem lavada com sabao liquido e depois limpa com
agua abundante. Este procedimento deve ser repetido pelo menos trés vezes até a area
estar visualmente livre de qualquer detrito. A vulva e a zona perineal devem entdo ser
limpas com papel (Metcalf, 2000).

O médico veterinario deve colocar uma luva estéril e pegar numa pipeta (catéter) de
inseminacao estéril e proteger a ponta do catéter com os dedos de modo a garantir a sua
esterilidade até chegar ao utero (Figura 3). Deve aplicar gel lubrificante ndo espermicida na
luva e sobre a mao que envolve a ponta do catéter. O sémen, ja preparado, deve estar
contido numa seringa nao espermicida e protegido na mao nao estéril das condigbes
ambientais adversas tais como a luz ultravioleta, frio, calor e ar (Broussard et al., 1993).

A mao deve ser entao introduzida, sempre protegendo a ponta do catéter, pelos labios da
vulva da égua passando pela vagina e depois inserindo um ou dois dedos no cérvix. Os
dedos servem de guia para se poder avancgar a pipeta de inseminagao pelo cérvix e cerca
de 1 cm no utero da égua. Se ao avangar a pipeta ndo se encontrar resisténcia, ja dentro do
Utero, esta pode ser cuidadosamente avangada para o corno uterino pretendido (geralmente
ipsilateral ao do foliculo em desenvolvimento ou ovulagao). Nem sempre isto € possivel, pois
quando existe edema pronunciado e pregas no utero € preciso muito cuidado para nao
lesionar o endométrio. Uma vez que a pipeta esta colocada correctamente no utero deve-se

empurrar lentamente o émbolo da seringa e depositar o sémen neste local (Metcalf, 2000).
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Figura 3. Inseminagéo artificial

1 0
(]

Na cobricdo natural o garanhdo depois de ter penetrado a vagina da égua, empurra varias
vezes ritmicamente até ocorrer a ejaculagdo intra-uterina. Isto provoca a rapida
vasodilatagdo dos vasos sanguineos que irrigam o corpo esponjoso do peénis e estimula as
contracgdes uterinas, que por sua vez ajudam a propulsionar o sémen depositado até as
papilas dos oviductos. Mais ainda, o pénis engurgitado pode impedir o refluxo imediato do
sémen durante a ejaculagdo no utero da égua. Por esta raz&o, parece l6gico que num
programa de inseminacao artificial se tente reproduzir ao maximo o que se passa nha
natureza. Deve-se por isso tentar fechar manualmente e cuidadosamente a abertura externa
do cérvix quando se remove o cateter, bem como massajar vigorosamente o esfincter

vestibulo-vaginal para prevenir que ocorra o refluxo do sémen do utero (Metcalf, 2000).
3.2. Fendmenos fisiologicos
3.2.1. Fertilizacao

A fertilizagdo do odécito da égua ocorre na ampola do oviducto. Antes de ocorrer a interacgao
entre o odécito e o espermatozoéide ocorrem inumeros fendmenos fisioldgicos para que esta
fusdo tenha sucesso. O sémen que foi depositado no utero da égua € propulsionado em
direccao ao oviducto através de fortes contracgdes uterinas. No tracto genital da égua, os
espermatozoides tém que sofrer o processo de capacitagdo e a reaccao acrossomica, uma
série complexa de eventos que resulta na remodelagdo da membrana plasmatica do
espermatozéide e na libertacdo de enzimas especificas que permitem ao espermatozéide
penetrar no oocito. Embora os espermatozodides capacitados possam ser recuperados do
utero de uma égua, é correntemente aceite que os espermatozoéides ndo capacitados séo
seleccionados para residir no istmo do oviducto até o oécito estar presente (Dobrinski,

Thomas & Ball, 1996). Os espermatozodides ligam-se as células epiteliais do oviducto, um
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processo que parece estar aumentado nas éguas em estro, em comparagcdo com o diestro
(Thomas, Ball, & Brinsko, 1994). Também os garanhdes com fraca fertilidade podem ter
espermatozoides com lesbes inerentes que os impegcam de serem seleccionados para
residirem no oviducto (Dobrisnki, Thomas, Smith & Ball, 1996). O efeito desta lesdo é mais
provavel que seja devido a fraca capacidade de ligagdo do que a fraca mobilidade ou
transporte deficiente dos espermatozoides (Dobrinski et al., 1996).

Os espermatozoides tém a capacidade de sobreviver numa cultura de células de oviducto
pelo menos durante seis dias (Ellington, Ball & Blue, 1993). Isto suporta o relato de um caso
em que uma égua ficou gestante como resultado de uma Unica cobrigao sete dias antes da
ovulagao (Newcombe, 1994), bem como o estudo de Woods e colegas (1990) sobre taxas
de gestagdo em éguas que foram inseminadas com sucesso mais de seis dias antes da
ovulagdo. Por isso, o momento da inseminagdo em relagdo a ovulagdo esta também
dependente da viabilidade do sémen dentro do oviducto, que por sua vez, pode ser
dependente do garanhdo. Outros factores limitantes incluem os danos aos espermatozoéides
provocados por condigbes ambientais adversas tais como os raios ultravioleta (UV), frio,
calor e ar; as condicbes desfavoraveis do aparelho reprodutor da égua; as condigbes
patolégicas do aparelho reprodutor do garanhdo que possam causar hemospermia ou
urospermia; ou mesmo o processo de arrefecimento ou criopreservagédo (Metcalf, 2000). O
o6cito ovulado é viavel no oviducto por um curto periodo de tempo — talvez no maximo 12 h
(Ginther, 1992), como indicado pelas baixas taxas de gestacdo de éguas inseminadas mais
de 12 h apds a ovulagdo (Woods, Bergfelt & Ginther, 1990; Katila, Koskinen, Kuntsi &
Lindberg, 1988 e Palmer et al.,, 1984). Os espermatozéides capacitados tém que estar

disponiveis para uma fertilizacdo com sucesso (Metcalf, 2000).

3.2.2. Resposta inflamat6ria ao sémen

Nao se pode assumir que ao inseminar com um numero suficiente de espermatozoéides
viaveis € no momento 6ptimo em relagcdo a ovulagéo ird ocorrer uma gestagcdo na égua. A
cobricao/inseminacgao induz uma resposta inflamatéria aguda que é normal e benéfica. A
razao de muitas éguas, especialmente éguas velhas, ndo ficarem gestantes é devido a
deficiente eliminagdo uterina deste exsudado inflamatério (Figura 4). S&o os proéprios

espermatozéides que desencadeiam a resposta inflamatéria mais aguda (Katila, 2001).
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Figura 4 — Imagem ecografica de endometrite

O sémen é depositado directamente dentro do utero quando as éguas sdo cobertas
naturalmente ou por inseminacgao artificial. Isto significa que bactérias e os componentes
seminais bem como detritos contaminam o Utero o que resulta numa inflamagéo uterina
(Katila, 1997). Anteriormente pensava-se que a resposta inflamatéria a
cobricao/inseminagcdo era devida a contaminagdo bacteriana do utero no momento da
inseminacdo. Hoje sabe-se que s&o os proprios espermatozéides e ndo as bactérias que
sdo responsaveis pela reposta inflamatéria aguda no Utero equino apds a inseminagao. O
plasma seminal também esta envolvido na resposta inflamatdria (Pycock, 2008).

As primeiras células inflamatérias a chegar ao utero sdo os neutréfilos (PMN), observados
no utero dentro de trinta minutos apds a inseminagao (Katila 1995). O utero equino produz
fluido que tem propriedades quimiotacticas para os PMN (Allen & Pycock, 1988). O
complemento parece ser o elemento crucial que serve como um quimotactico para os PMN,
embora outros produtos do complemento também possam servir de quimotacticos (Allen et
al.,, 1988 e Pycock & Allen, 1990). Hoje acredita-se que os espermatozoides iniciam a
quimotaxia dos PMN através da activacdo do complemento (Troedsson, 1995). Isto sugere
que a inflamacao uterina que ocorre apds inseminagao é fisioldgica e serve para limpar o
utero do excesso de espermatozodides, plasma seminal e contaminantes associados a
inseminagcado. Os espermatozodides danificados podem ser fagocitados mais rapidamente
pelos PMN. Em éguas normais a inflamacao tem o seu pico as 10-12 h e diminui dentro de
24-36 h apds inseminacgao.

Na maioria das éguas esta endometrite transitoria resolve-se espontaneamente dentro de
24-72 h de modo a que o ambiente do lumen uterino seja compativel com a vida embrionaria
e fetal. E importante ndo ver esta endometrite como uma situacdo patolégica. E pelo
contrario uma resposta fisioldgica para eliminar o excesso espermatozoides, plasma seminal

e detritos inflamatérios do utero antes que o embrido desca do oviducto até ao lumen uterino

22



5,5 dias apds a fertilizacdo. Contudo, se a endometrite persiste depois do dia 4 ou 5 do
diestro, além de ser incompativel com a sobrevivéncia do embrido, a libertacdo prematura
de PGF2a resulta na lutedlise e numa rapida redugéo da progesterona e no retorno precoce
ao estro. Estas éguas sdo denominadas de susceptiveis e desenvolvem uma endometrite
persistente (Allen et al., 1988). De um modo geral a resisténcia reduzida a endometrite esta
associada com a idade avancada e a multiparidade. A susceptibilidade a endometrite ndo é
um estado absoluto uma vez que a falha nos mecanismos de defesa apenas precisam de
abrandar o processo da eliminagdo da infeccdo. Na pratica observa-se uma grande
variedade de susceptibilidade a endometrites e ndo se pode pensar em classificar
imediatamente as éguas em resistentes ou susceptiveis (Pycock, Paccamonti & Jonker,
1997). Estudos sobre imunoglobulinas, opsoninas e a capacidade funcional dos PMN no
utero de éguas susceptiveis ndo confirmaram a presengca de uma resposta imunitaria
deficiente. Evans et al. (1986) sugeriram primeiro que a drenagem fisica reduzida pode
contribuir para uma susceptibilidade aumentada a infecgdes uterinas. Sabe-se agora que a
capacidade fisica do utero de eliminar bactérias, detritos inflamatoérios e fluido é o factor
critico na defesa uterina. E uma conclusao légica que qualquer falha nesta funcdo, ou seja
contractibilidade miomeétrica deficiente, resulte numa égua com susceptibilidade a
endometrite persistente (Troedsson & Liu 1991; Troedsson, Liu & Ing, 1993 e LeBlanc,
Neuwirth, Mauragis, Klapstein & Tran, 1994). A razdo pela qual as éguas susceptiveis tém
esta contractibilidade deficiente ndo € conhecida. Foi sugerido que a regulacdo da
contrac¢cdo muscular pelo sistema nervoso pudesse ser deficiente (Liu, Rakestraw & Coit,
1997). A acumulagéao de fluido resultante poder ser devida a uma falha de drenagem através
do cérvix ou a uma reabsorgéo reduzida pelos vasos linfaticos. A drenagem linfatica pode
desempenhar um papel importante na persisténcia de inflamacao pds inseminagao/cobri¢cao
e as lacunae linfaticas sdao um achado comum nas biopsias endometriais de éguas
susceptiveis a endometrite (Kenney, 1978; LeBlanc, Johnson & Calderwood Mays, 1995).
Esta interacgao entre o Utero e a dose inseminante pode ser influenciada por varios factores:
volume da dose inseminante, concentragdo da dose inseminante, diluidor do sémen, niumero
de espermatozoides mortos e plasma seminal.

Kotailen et al. (1994) mostrou que a intensidade da reac¢ao dependia da concentracao e /ou
do volume da dose inseminante: o sémen concentrado como por exemplo o sémen
congelado induzia uma reacc¢do inflamatéria mais forte no utero do que o sémen fresco ou
refrigerado. Num trabalho realizado por Nikolapoulos e Watson (1997) revelou que o niumero
de PMN uterinos era maior quando se inseminava com menos espermatozoéides. Contudo,
uma vez que os volumes usados neste mesmo estudo eram maiores, um numero
significante da dose inseminante pode-se ter perdido através do refluxo cervical. Mais ainda,

as éguas nao foram sujeitas a amostragem de PMN até as 48 h apds a inseminagéo e é
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provavel que a reacc¢ao inflamatéria ja tivesse atingido o seu pico nesta altura (Allen et al.,
1988 e Pycock et al., 1990).

Desde que a concentragéo do sémen seja superior a 25 x 10° espermatozoides/ml, o volume
da dose inseminante por si ndo € um problema. O sémen nao deve ser diluido em excesso
resultando em baixas concentragdes de espermatozoides. Nestes casos, o refluxo cervical

que se segue a inseminagdo de um grande volume pode reduzir significativamente a
fertilidade.

3.3. Factores gque contribuem para o sucesso da inseminacao

3.3.1. Eguas candidatas

No passado, a fertilidade inerente aos odécitos da égua tendia a ser ignorada quando se
previa a fertilidade relativa a uma possivel cobricdo. Em vez disso, o aparelho reprodutor da
égua era o foco de toda a investigacdo. Contudo, em anos mais recentes, os investigadores
observaram que a idade e a paridade de uma égua tinham um efeito profundo na sua
fertilidade, ndo s6 devido a alteracbes associadas a idade demonstradas nas biopsias
uterinas mas também devido a pior qualidade e menor numero de odcitos viaveis, e com
isso a producdo de um menor numero de embrides e com uma qualidade mais fraca
(Metcalf, 2000). Carnevale e colegas (1994) observaram que éguas com mais de dez anos
produziam embrides de pior qualidade do que éguas mais novas. Mais ainda, Brinsko e
colegas (1994) verificaram que nas éguas mais velhas, a recuperacao de embrides de dois
dias tinha tanto sucesso como nas éguas mais jovens, mas a qualidade dos embrides era
pior nas éguas mais velhas. Por isso, mesmo quando ocorre uma fertilizagdo com sucesso,
para além do facto de os gémetas sofrerem uma redugao de fertilidade associada a idade
também a patologia do oviducto e ovario secundarias ao envelhecimento podem afectar a
fertilidade da égua.

Na pratica clinica as éguas sido geralmente subdivididas em trés categorias: virgens (éguas
que nunca pariram), paridas (éguas com poldro) e vazias ou alfeiras. A categoria das
alfeiras inclui os animais que na época reprodutiva anterior ndo ficaram gestantes ou que
nao conseguiram manter a gestagao.

A idade e a histéria reprodutiva sdo provavelmente as informag¢des mais importantes que o
médico veterinario deve ter em conta quando examina uma égua. As éguas velhas e virgens
podem ser um problema e pode ser considerado um sindrome porque a maioria delas
tendem a acumular fluido uterino durante o estro, tém grande dilatacdo glandular, tém
frequentemente foliculos hemorragicos anovulatérios e apresentam um cérvix que nao

consegue relaxar devido a alteragdes fibréticas ou por vezes a aderéncias. Eguas com 10-
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15 anos comecam a ter uma reducido na sua potencial fertilidade e devem por isso ser
consideradas potenciais candidatas a inseminagéao repetida.

Para escolher as éguas candidatas apropriadas de modo a maximizar uma inseminagao
artificial com sucesso, deve ser feito um exame reprodutivo completo. Este exame consiste
nao s6 na histdria reprodutiva mas também no seu estado higido actual, reprodutivo e geral.
As éguas com melhor condicdo corporal mais facilmente ficam gestantes e levam a
gestacdo a termo. As éguas com ma condigdo corporal podem ser sobrecarregadas
secundariamente com uma ma conformacgédo perineal (figura 5) e por isso ficar mais

predispostas a condicées que podem causar subfertilidade.

Figura 5 — Ma conformacéo perineal

Outros testes que fazem parte de um exame reprodutivo de rotina incluem um exame

vaginal e cervical, manual e com espéculo; um exame manual e transrectal do aparelho
reprodutor; citologia e cultura endometrial e uma biopsia endometrial. Os resultados destes
testes podem eliminar possiveis candidatas para a reproducao (Metcalf, 2000).

A biopsia € primeiramente usada como um meio diagndstico de doenga uterina e como um
indicador do prognéstico da capacidade de uma égua levar uma gestagdo a termo. As
indicacbes primarias para colheita de uma biopsia endometrial incluem éguas alfeiras (ou
nao gestantes), éguas com problemas de reproducdo e éguas com histéria de perda
gestacional e também como parte de um exame em acto de compra de uma potencial égua
reprodutora. As amostras podem ser colhidas antes do inicio da época reprodutiva, durante
a época reprodutiva ou no fim desta. E imprescindivel que seja primeiro avaliado se a égua
estd ou ndo gestante, ja que a colheita da biopsia a uma égua gestante ird quase
certamente provocar o aborto. A biopsia pode ser colhida em qualquer fase do ciclo éstrico,
embora alguns médicos veterinarios prefiram fazé-lo no inicio do estro e outros no diestro.
As amostras de biopsias endometriais sdo examinadas quanto a presencga de alteragoes
inflamatérias e degenerativas. A inflamacédo é identificada pela acumulagdo de células
inflamatdrias no tecido endometrial. A inflamagédo aguda é identificada pela presenca de

neutréfilos polimorfonucleares (PMN). A inflamacao crénica é caracterizada pela presenca
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de linfécitos e outras células mononucleares no endométrio. A inflamagao pode ser de
origem infecciosa ou ndo, mas é uma situacdo patoldgica potencialmente tratavel. A
degeneracdo do endométrio ocorre quando esta presente a deposicdo de fibrose ou de
tecido de cicatrizagao a volta das glandulas endometriais e também na camada sub-epitelial,
que frequentemente formam os ninhos glandulares. Ao contrario da inflamacao, a fibrose
representa uma situagao patolodgica permanente e nao tratavel. Os resultados de um exame
de biopsia uterina representam um modo objectivo de prever as taxas de fertilidade. O
endométrio é classificado histologicamente numa escala baseada nas caracteristicas da
biopsia e vai de grau | a lll (Kenney, 1978). O endometrio de grau | é essencialmente normal
com inflamacgao e fibrose minimas e o endométrio de grau lll inclui alteragdes inflamatérias e
/ou fibréticas severas.

Posteriormente Kenney e Doig (1986) estabeleceram um sistema de classificagdo de
biopsias em quatro categorias baseado nas caracteristicas histopatolégicas da biopsia
(Tabela 2.).

Tabela 2. Classificagao do grau de endometrite adaptada de Kenney e Doig (1986).

GRAU UTERO

Endomeétrio normal ou com inflamacéo ligeira/focal ou fibrose

A Inflamacéo ligeira a moderada e /ou fibrose multifocal (1-3 camadas de
fibroblastos a volta das glandulas ou < 2 nichos fibréticos/ 5mm de
campo linear)

B Inflamagdo moderada e/ou fibrose multifocal-difusa (com 4 ou mais
camadas de fibroblastos a volta das glandulas ou 2-4 nichos fibréticos
por campo linear)

i Inflamagao severa e/ou fibrose difusa (com 5 ou mais nichos fibréticos)

A taxa de pari¢cao esperada para biopsias da categoria | é de 80-90%; categoria Il a € de 50-
80%; categoria Il b é de 10-50% e categoria lll de 10%. Ricketts e Alonso (1991), que
também classificaram as biopsias em quatro categorias, descobriram maior fiabilidade a
prever taxas de gestagdo quando se tinha em conta a capacidade da égua a responder a
tratamentos uterinos especificos. Eles sugeriram que se fizessem duas biopsias uterinas,
uma antes e outra depois do tratamento, a previsdo da taxa de gestagédo era mais fiavel do

que quando se fazia apenas uma biopsia.
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3.3.2. Fertilidade do sémen

A fertilidade do sémen é melhor avaliada e prevista através do exame das taxas de
gestacdo por ciclo. Contudo, devido ao facto de estes dados nem sempre estarem
disponiveis, muitos investigadores tem estudado outros meios de prever a fertilidade do
garanhao (Metcalf, 2000). Assumindo que existe um maneio apropriado do sémen, os testes
“in vitro” tais como a analise de mobilidade assistida por computador (sistema CASA)
(Graham, 1996; Jasko, Little & Lein, 1992; Kenney, Everson, Garcia & Love, 1995, Meyers,
1996 e Wilhelm, Graham & Squires, 1996), avaliagdo da morfologia dos espermatozéides
(Graham, 1996, Jasko et al., 1992; Kenney et al., 1995; Meyers, Liu & Overstreet, 1996 e
Jasko, Lein & Foote, 1990) analise por citometria de fluxo (Graham et al., 1996; Kenney et
al., 1995; Wilhelm et al., 1996, Ley et al., 1991 e Love & Kenney, 1994), teste de penetracao
de odcitos (Nie, Brenden & Momont, 1995), teste de anticorpos anti-espermatozoides (Nie et
al., 1995) e co-cultura de oviducto (Ellington, Samper & Metcalf, 1998) representam meios
bem documentados de examinar certas caracteristicas do sémen, fresco e congelado e
descongelado e a sua relagdo com a fertilidade. Num determinado numero de estudos
recentes, a mobilidade do sémen foi muito menos correlacionada com as taxas de gestagao
do que com os outros parametros enunciados anteriormente (Wilhelm et al., 1996; Samper,
Hellander & Crabo, 1991 e Vidament et al., 1997). Contudo, existem limitagbes destes testes
visto que muitas vezes apenas medem um dos muitos critérios necessarios para que o
espermatozéide fertilize o 6vulo. Por esta razdo é improvavel que apenas um teste consiga
prever a fertilidade de um garanhdo. Além do mais todos estes testes sao dispendiosos e
exigem pericia laboratorial e por isso ndo estdo ao alcance do médico veterinario na sua
clinica diaria (Metcalf, 2000).

3.3.3. Pericia do inseminador e previsdo da ovulagao

A coordenagdo da ovulacdo é fundamental. Embora o acto da inseminagdo seja um
procedimento relativamente simples, o momento preciso da inseminagéo e os eventos que
se seguem a esta requerem um médico veterinario com experiéncia e pratica.

A fragilidade dos espermatozéides ndo pode ser descurada mesmo quando o sémen €
devidamente diluido com nutrientes e crioprotectores (Metcalf, 2000).

A familiaridade com a manipulagao do ciclo éstrico € fundamental bem como a experiéncia
do médico veterinario na indugdo apropriada da ovulagdo. Num estudo onde foram
examinados os indicadores ecogréficos fidveis para detectar o momento da ovulagéo o
aumento da ecogenicidade da parede folicular e o aparecimento de particulas ecogénicas
dentro do fluido folicular foram os paradmetros mais indicativos de ovulagcao dentro das 24 h

seguintes (Gastal, Gastal & Ginther, 1998). Samper (1997) reportou ainda que a redugéo no
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grau de edema endometrial associado ao estro indica ovulagdo eminente. E frequentemente
vantajoso administrar um agente indutor que encurte o intervalo até a ovulagdo e permita
uma previsdo mais precisa do momento da ovulagdo (McKinnon & Squires, 1998). E
necessario a presenca de trés critérios para que os agentes indutores da ovulagdo, tais
como a hCG ou a deslorelina serem eficazes: 1 - o foliculo dominante da égua ter mais de
35 mm de didmetro, 2 — a consisténcia do foliculo estar a diminuir e 3 - as pregas
endometriais estarem presentes e visiveis a ecografia transrectal (Samper, 1997). Quando
estes trés critérios estdo presentes, a administragdo de 1500-5000 Ul de hCG endovenosa
ou intramuscular, provoca a ovulagao dentro de 36 h em média (McKinnon, 1997). A
deslorelina, um agonista sintético da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH),
concebido na forma de um implante, nas mesmas condi¢des, induz a ovulagdo nas éguas
em média apos 41-48 h (McKinnon, Perriam, Lescus, Walker & Vasey, 1997 e Meyers,
Wolfgang & Trigg, 1994).

Samper (1997) reportou que 98% das éguas com edema endometrial maximo a quem se
administrou hCG ou deslorelina ovularam consistentemente dentro de 48 h apds a
administracao de hCG.

Eguas que ndo ficam gestantes ou que funcionam como dadoras de varios embribes
durante uma unica época de reproducdo podem responder de um modo mais fiavel e
favoravel a deslorelina porque existe a suspeita que as éguas possam desenvolver
anticorpos contra a hCG com o seu uso continuado (Roser, Kiefer, Evans, Neely & Pacheco,
1979 e Duchamp, Bour, Combornous & Palmer, 1987). A deslorelina ndo se torna menos
eficaz com o uso repetido e pode também ser benéfico nas éguas em anestro de transi¢ao
ao encurtar o intervalo até a ovulagao (Mumford et al., 1995). Contudo é mais dispendiosa
do que a hCG e isso pode limitar o seu uso.

A importancia de examinar uma égua apds a inseminacao nao se prende s6 com o facto de
servir para documentar a ovulagdo mas também para avaliar a retengdo de fluido
intraluminal. A endometrite induzida pela cobricao/inseminacdo é hoje considerada como
uma reaccgao fisiolégica (Kottilainen, Huhtinen & Katila, 1994 e Troedsson et al., 1995)
induzida primeiramente pelos proprios espermatozéides e nao pelos componentes
plasmaticos dos mesmos ou pelo seu diluidor (Nikolakopoulos & Watson, 1997). Uma égua
resistente a8 endometrite tem a capacidade de reagir e eliminar a inflamag¢do do lumen do
seu aparelho reprodutor. Uma égua susceptivel ndo tem essa capacidade e pode necessitar
de intervencao veterinaria (Troedsson et al., 1993 e LeBlanc et al., 1994). A lavagem uterina
com solucao salina aquecida (37°C a 42°C) que é administrada até o liquido recuperado sair
limpido tem-se provado muito benéfica, especialmente quando associada a administracédo
de pequenas doses de ocitocina no fim da lavagem (LeBlanc et al., 1994). A terapia com

prostaglandinas sintéticas também pode ser igualmente benéfica na evacuagéo uterina e
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numa drenagem linfatica aumentada pois tem um efeito mais prolongado na actividade

miomeétrica uterina do que a ocitocina (Combs, LeBlanc, Neuwirth & Tran, 1996).

3.4. Inseminacdao artificial com sémen fresco ou refrigerado

O sémen fresco, quer seja diluido para uso imediato ou para transporte para outros locais e
utilizado no dia seguinte, pode resultar em taxas de gestagdo aceitaveis (Householder,
Pickett, Voss & Olar, 1981 e Jasko et al., 1992). De facto, em alguns casos, a inseminacgao
artificial aumenta nado s6 a fertilidade potencial da égua mas também a do garanhao
(Metcalf, 2000).

O modo como o sémen ¢ processado depende do seu uso final. O sémen que é utilizado a
fresco no local da colheita ou 0 sémen que vai ser transportado, refrigerado ou congelado,
deve ser processado de modos diferentes de maneira a preservar a sua fertilidade potencial
(Samper, 2000). O sémen fresco usado logo apos a colheita deve ser diluido com um
diluidor adequado. Se o sémen for utilizado num intervalo de seis horas apés a colheita, a
adicdo de um diluidor aquecido numa propor¢do de 1:1 ou 1:2 e a manutengdo a
temperatura ambiente (20°C), devera ser suficiente para manter a motilidade a fertilidade do
sémen. Por outro lado, o sémen que ira ser mantido na sua forma liquida e utilizado no local
de colheita ou transportado e inseminado 12-48 h apds a colheita, deve ser diluido em
maiores proporgdes. Deve depois ser arrefecido lentamente (0.3 °C/minuto) até 5°-8°C de
modo a reduzir a actividade metabdlica do sémen (Samper, 2000).

As taxas de concepgao no primeiro ciclo tendem a ser mais baixas com sémen refrigerado
do que com a cobri¢gao natural ou com sémen fresco utilizado imediatamente a seguir a sua
colheita (LeBlanc, 2005). Também o maneio da inseminagédo com sémen refrigerado é mais
intensivo e dispendioso. As éguas necessitam ser examinadas diariamente durante o
periodo de cio e inseminadas no periodo de 24 h da ovulagdo. As taxas de gestacido séo
mais elevadas quando as éguas sao inseminadas nas 24 h que precedem a ovulacgéao,
utilizando sémen de elevada fertilidade (LeBlanc, 2005).

Antes do sémen ser encomendado, a égua deve ser monitorizada ecograficamente para
confirmar que esta a ciclar e a ovular normalmente. O responsavel pelo garanhdo deve ser
notificado no primeiro dia de cio da égua. Depois, a égua deve ser examinada
frequentemente durante o cio para se poder avisar o responsavel pelo garanhdo com pelo
menos 24 h de antecedéncia, do momento da inseminacdo. As éguas devem ser
inseminadas em fungdo da ovulagdo eminente e ndo diariamente a partir do primeiro dia de
cio. A maioria das éguas com actividade ciclica normal podem ser inseminadas apenas com
uma ou duas doses de sémen por ciclo, se forem examinadas frequentemente. A recepcéao
e a inseminacdo de sémen refrigerado é um procedimento simples e nao requer

equipamento dispendioso para manusear o sémen. Apdés a chegada do contentor com o
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sémen refrigerado, e antes de o abrir, a égua deve ser preparada para ser inseminada.
Deve-se entado abrir o recipiente onde veio o sémen, que pode ser um frasco ou uma seringa
ja preparada, e agitar ligeiramente. Deve-se colocar uma gota num tubo de ensaio limpo e
aquecer a 37°C em banho-maria (5-10 min.) para avaliar a mobilidade dos espermatozdides.
A seringa é entdo conectada ao cateter de inseminagdo, que é introduzido na vagina e
cérvix da égua de modo a chegar ao utero. O sémen é entdo empurrado para o lumen
uterino. Nao é necessario aquecer o sémen antes da inseminacdo e o manuseamento do
sémen pode ser realizado a temperatura ambiente (Barbacini & Loomis, 2007).

A qualidade do sémen é um factor fundamental: garanhdes com baixa fertilidade geralmente
tém taxas de concep¢ao muito mais baixas do que aqueles com fertilidade inerente elevada.
O manuseamento do sémen é também um factor critico, pois a sua incorrecta preparacgao e
maneio podem comprometer as taxas de gestacao (LeBlanc, 2005).

As taxas de gestagcdo com sémen refrigerado sdo superiores quando comparadas com o
sémen congelado (Barbacini & Loomis, 2007). Jasko et al. (1992) reportou uma taxa de
gestacao por ciclo de 65% e de 56% para sémen refrigerado e congelado, respectivamente.
As éguas neste estudo tinham sido inseminadas com sémen dos mesmos garanhdes e
realizadas por técnicos especializados. Também Loomis (2001) reportou uma taxa de
gestacao por ciclo semelhante para éguas inseminadas com sémen refrigerado (59%) e
congelado (51%) em condi¢des de clinica privada.

Existem padrdes a que o sémen deve obedecer para ser considerado de qualidade
adequada. Uma dose de sémen deve conter um minimo de 500 x 10° espermatozéides com
mobilidade progressiva e pelo menos 30% do sémen ser progressivamente movel (LeBlanc,
2005).

E de um modo geral aceite que uma dose inseminante com um minimo de 500 x 10°
espermatozéides com mobilidade progressiva, inseminada cada 48 h até ao fim do estro
maximiza a taxa de gestacado (Householder, Pickett, Voss & Olar, 1981). Contudo esta dose
pode variar e por exemplo no “Haras Nationaux” em Franca uma dose convencional de
sémen fresco contém 200 x 10° espermatozdides totais (Daels, 2003).

Embora ndo se saiba a razdo, alguns garanhdes com aparente fertilidade superior podem
ter taxas de gestagdo maximas com uma dose muito inferior. Em touros, denDaas (1992)
demonstrou que a dose de espermatozoéides para atingir taxas de gestacdo maximas é
dependente do macho. Da mesma forma as exigéncias para uma dose inseminante minima
no cavalo podem ser dependentes do garanhéo.

A concentragao do sémen diluido, e ndo o volume de inseminacao, parece ter efeito nas
taxas de gestacdo. Jasko e colegas (1992) demonstraram que a diluicdo do sémen para
uma concentracao final de 25-50 x 10° espermatozoides méveis/ ml de sémen diluido resulta

em taxas de gestagcdo maximas. Bedford e Hinrichs (1994) demonstraram que em éguas
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poneis, grandes volumes de sémen ndo tém efeitos deletérios nas taxas de gestagao
quando a inseminagao é feita numa concentragdo apropriada.

A frequéncia da inseminagéo e a sua relagdo com a taxa de gestacéo tem sido debatida por
muitos anos. E prudente inseminar uma égua susceptivel apenas uma vez para evitar a
introducao repetida da dose inseminante no seu utero. Contudo, quando se inseminam
éguas suspeitas de terem fertilidade reduzida ou quando se utilizam garanhdes subfertéis,
as inseminagdes repetidas podem garantir a disponibilidade de numeros adequados de
espermatozoides nos locais de deposi¢cao no oviducto, para fertilizagdo (Metcalf, 2000).

A proximidade da inseminagdo com a ovulagao e as taxas de gestacao resultantes tém sido
muito investigadas. Em alguns estudos, a inseminacgao antes da ovulagdo com sémen fresco
ou refrigerado resulta em melhores taxas de gestacdo ou de recuperagdo de embrides do
que a inseminagao apos a ovulacdo, desde que a égua tenha sido inseminada no intervalo
de 0 h-48 h que precede a ovulacao (Metcalf, 2000). Huhtinen e colegas (1996) reportaram
uma diferenca significativa na recuperagdo de embrides em éguas inseminadas com sémen
fresco antes ou depois da ovulagéo, e descobriram que estas taxas diminuiam a medida que
o intervalo entre a ovulagdo e inseminacdo pds ovulatdria ultrapassava 8 h a 32 h da
ovulagdo. Mesmo quando a inseminagao apds ovulagdo resulta em gestacdo a vesicula
embrionaria tende a ser mais pequena do que as descritas para inseminacao pré ovulatéria
(Woods et al., 1990; Huhtinen, Koskinen, Skidmore & Allen, 1996 e Belling, 1984) e é mais
provavel que sofra morte embrionaria precoce entre os 15-20 dias de gestacédo (Woods et
al., 1990). A perda embrionaria precoce em éguas inseminadas apos a ovulagao pode ser
devido a incapacidade dos embrides mais pequenos de produzirem prostaglandina-E2, que
por sua vez facilita o movimento do embrido pelo oviducto (Huhtinen et al., 1996 e Weber,
Freeman, Vanderwall & Woods, 1991).

Presumivelmente o odécito ovulado é viavel apenas por um periodo de 12 h ou menos
(Ginther, 1992). Se o0 sémen capacitado tem que estar disponivel durante este periodo
critico, o uso de heparina para induzir a capacitacdo dos espermatozoides pode melhorar as
taxas de gestacdo nas inseminacgdes pos ovulagio. Baranska e Tischner (1995) reportaram
que o utero da égua € capaz de capacitar os espermatozoides do garanhdo. A heparina, um
glicosaminoglicano, é também capaz de induzir a capacitagdo do sémen do garanhdo
(Varner, 1995) e pode ser benéfico em éguas inseminadas ap6s a ovulacdo ou em
garanhdes subférteis cujo sémen nao consegue sobreviver ao tempo 6ptimo de incubacgao
intrauterino necessario a capacitagéo. Fleet e colaboradores (1995) reportaram taxas de
gestacao significativamente maiores em éguas inseminadas ap6és a ovulagéo (0-12 h ou 12-
24h) se o sémen fosse tratado com heparina (75% sémen heparinizado vs 31% sémen nao
heparinizado). Contudo, este aumento significativo na taxa de gestacdo foi encontrado
apenas no grupo de éguas inseminadas dentro de 0-12 h da ovulag¢do (denHaas, 1992). Por

isso, pode ser possivel encurtar o intervalo entre a inseminagao e a capacitacdo do sémen
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com o uso de heparina e, com isso melhorar a taxa de gestagdo nas inseminagdes pos
ovulatérias com o sémen de alguns garanhdes (Combs et al.,, 1996 e Householder et al.,
1981).

3.5. Inseminacdo artificial com sémen congelado

O uso de sémen congelado na industria equina cresceu rapidamente em popularidade nos
ultimos vinte anos. A primeira gestagao obtida com o uso de sémen congelado na espécie
equina ocorreu em 1957 (Barker & Gandier, 1957) e foi conseguida usando sémen do
epididimo. Contudo, durante muitos anos esta tecnologia reprodutiva atingiu um progresso
limitado no cavalo quando comparado com outras espécies. Isto foi devido ao facto de que
por um grande periodo de tempo apenas algumas ragas equinas permitiam o uso de sémen
congelado e por isso o interesse econdmico e os recursos nunca foram atribuidos para se
melhorar esta técnica. Hoje quase todas as ragas permitem o uso desta técnica reprodutiva
e isso levou ao encorajamento dos investigadores para melhorarem a técnica de congelacao
e a elaborarem protocolos de inseminacdo mais simples. Isto resultou hum aumento da
fertilidade com sémen congelado o que por si levou a um maior uso da técnica pelos
criadores. Mais ainda, alguns estudos publicados nos ultimos anos (Loomis, 1999;
Vidament, 2005; Loomis & Graham, 2008) demonstraram claramente que o
desenvolvimento de técnicas melhoradas para a congelacao de sémen equino permitiu uma
maior percentagem (85-90%) de garanhdes capazes de produzir sémen com qualidade
comercial pés descongelacao aceitavel.

Os proprietarios das éguas podem assim escolher um garanh&o em qualquer pais do mundo
e também os proprietarios dos garanhées podem beneficiar mais éguas sem que isso altere
o calendario do seu garanhao (Samper, 2000).

Existem muitas vantagens na utilizagdo de sémen congelado e incluem (a) menor custo de
transporte de um contentor, (b) disponibilidade continua do sémen, (c) melhor “timing” da
inseminacao, (d) menor risco de transmissdo de doencas venéreas quando os garanhdes
sdo testados adequadamente, e (e) aumento da diversidade genética. Contudo, existem
também algumas desvantagens que incluem (a) taxas de gestacdo menores com alguns
garanhdes, (b) maior custo para o proprietario da égua, (c) trabalho mais laborioso, (d) risco
de transmissdo de doencas se os garanhdes ndo forem testados, e (e) auséncia de
protocolos convencionais para a inseminagcdo de éguas com sémen congelado (Samper,
2000).

Estd bem documentado que sdo necessarios 500 x 10° espermatozoéides com mobilidade
progressiva para taxas optimas de gestacdo quando se usa sémen fresco (Householder et
al., 1981) mas a dose inseminante minima para optimizar as taxas de gestacdo com sémen

congelado é desconhecida, e mais uma vez, pode ser dependente do garanh&o.
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Quando se utiliza sémen congelado uma dose convencional representa 400 x 10°
espermatozéides totais com uma mobilidade pds descongelagdo maior que 35%. Usando o
sistema Francés, o sémen é acondicionado em palhinhas de 0.5 ml numa concentracido de
100 x 10° espermatozoides /ml (50 x 10° espermatozéides / palhinha) e por isso uma dose
inseminante representa 8 palhinhas contendo 50 x 10° espermatozéides cada. Nos E.U.A.
uma dose inseminante é constituida por 800 x 10° espermatozdides quando se usa sémen
congelado (Daels, 2003).

A inseminagdo com doses de 150-350 x 10° espermatozéides com mobilidade progressiva
(p6s descongelagao), efectuada perto da ovulagdo, resultou em taxas de gestagao
aceitaveis (Vidament et al., 1997 e Leipold et al.,, 1998). Maiores concentragbes de
espermatozéides congelados (800 x 10° espermatozoides totais / 0.5 ml) podem aumentar a
fertilidade de alguns garanhdes (Leipold et al., 1998). Doses inferiores a esta podem
comprometer a fertilidade, mas existem muitos factores para além do numero de
espermatozoéides méveis envolvidos na fertilidade do sémen congelado. Como ja discutido
anteriormente, as alteracbes causadas pelo processo de congelagdo e descongelacéo,
afectam os parametros de sémen, desde alteracbes ao nivel molecular da membrana
plasmatica do espermatozéide até alteragbes na estrutura do seu DNA e podem influenciar
a fertilidade de um garanhao (Graham, 1996, Samper et al., 1991 e Wilhelm et al., 1996).
Tém sido reportadas taxas de gestacdo no primeiro ciclo aceitaveis desde 31% a 73%,
sendo as mais altas atingidas quando éguas de fertilidade comprovada s&do examinadas a
cada 6 h com ecografia, administrada hCG e inseminadas imediatamente antes e 6 h apds a
ovulagao (Vidament et al., 1997; Samper, Hearn, Ganheim & Curtis, 1994 e Metcalf, 1995).
Tal variagdo nas taxas de gestacao € talvez devido a selecgao do animal reprodutor bem
como o momento, a frequéncia e o numero total de espermatozdéides modveis na
inseminacéo.

Com a continuagdo da melhoria das técnicas de congelagéo e dos diluidores, bem como a
familiarizagdo do inseminador com os protocolos e procedimentos, é expectavel que as
taxas de gestagdo totais continuem a aumentar. Mais ainda, a seleccdo cuidadosa do
efectivo reprodutor pode aumentar a fertilidade da futura descendéncia (Metcalf, 2000).

A fertilidade com sémen congelado é mais baixa quando comparada com o sémen
refrigerado na maioria das éguas devido a reduzida viabilidade dos espermatozdéides
congelados no aparelho genital da égua. Com experiéncia e maneio adequado podem-se
obter taxas de gestagéo por ciclo de 60% e por época de 80% com sémen congelado
(Metcalf, 2000).

As taxas de concepgdo mais elevadas sao atingidas quando se utiliza uma dose inteira
(convencional) de sémen congelado de garanhdes com fertilidade comprovada em éguas

jovens com fertilidade comprovada (LeBlanc, 2005).
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Dados publicados nos ultimos quinze anos mostram claramente que se podem obter
excelentes taxas de gestagdo usando sémen equino congelado num programa comercial
(Metcalf 2007). A elevada fertilidade do sémen congelado que é empiricamente observado
no campo pode ser atribuida aos métodos de congelagdo mais sofisticados e a protocolos
de inseminagdo mais simples desenvolvidos nos ultimos anos, mas também pode ser devido
a maior familiaridade dos médicos veterinarios com as técnicas de descongelacao,
avaliagdo e maneio do sémen congelado. Também as taxas de gestacdao melhoraram
porque o sémen com informagao de melhor fertilidade é o que é usado preferencialmente.
Contudo a maioria da informacao sobre a fertilidade do sémen congelado foi colhida sob
condi¢cdes de campo e nao a partir de estudos controlados. Idealmente para se determinar
uma fertilidade mais precisa do sémen congelado equino, a experiéncias deveriam incluir
um grande numero de éguas escolhidas aleatoriamente para serem inseminadas com
sémen congelado de garanhdes diferentes e com diferentes nimeros de espermatozoides
progressivamente moéveis e morfologicamente normais (Barbacini, 2009). Dados publicados
na literatura reportaram taxas de gestagédo por ciclo desde 38% até 73% (Metcalf, 1995;
Barbacini, Necchi & Postinger, 1999; Loomis, 2001; Samper et al., 2002; Sieme, Schafer,
Stout, Klug & Wabenski, 2003; Barbacini, Loomis & Squires, 2005; Vidament, 2005; Squires
et al., 2006 e Miller, 2008) e taxas de gestagdo por época desde 76% a 82% (Barbacini et
al., 1999; Loomis, 2001). Convém nao esquecer que estes resultados podem ter sido
grandemente afectados n&o s6 pela qualidade do sémen apds a descongelagéo e pela
selecgdo do garanhdo, mas também pelas técnicas de maneio da égua e pelo critério de
selecgao das éguas (Barbacini, 2009).

Os médicos veterinarios necessitam ser competentes ndo sé no maneio e inseminagao das
éguas mas também na manipulacao e avaliagdo do sémen congelado. Técnicas tao simples
como a descongelacdo do sémen podem afectar a viabilidade do mesmo (Metcalf, 2000).
Borg e colegas (1997) reportaram que a descongelacdo do sémen que foi congelado em
palhinhas de 0.5 ml, a 37°C durante 30 segundos vs 75°C durante 7 segundos resultam
numa percentagem de células vivas significativamente maior.

Existe uma grande variabilidade entre garanhbdes quanto a capacidade do seu sémen
suportar a congelacéo e a descongelagao. O sémen equino parece muito menos tolerante a
este processo do que o sémen bovino. Além disso, ndo existe uma técnica ou férmula Unica
que permita congelar com sucesso todo o sémen equino. A tolerdncia ao processo de
congelacédo e descongelacdo pode mostrar alguma variagdo num mesmo garanhdo para
diferentes ejaculados e em diferentes alturas do ano (Mennick, 1991). Alguns investigadores
acreditam que o sémen de alguns garanhdes congela melhor do que outros com alguns
diluidores de congelagdo (Mennick, 1991), enquanto que outros investigadores tém

demonstrado que nos garanhdes cujo sémen congela bem, a escolha do diluidor de
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congelagédo tem pouco efeito na qualidade do sémen pds descongelagdo ou nas taxas de
gestacao (Samper et al., 1994).

Suspeita-se que o0 sémen congelado ndo mantém a sua viabilidade dentro da égua por tanto
tempo como o sémen fresco ou refrigerado. Este efeito tem sido demonstrado em culturas
(Dobrinski, Thomas & Ball, 1995) e também pelo menor nimero de espermatozdides que se
encontram no oviducto apds a inseminacdo com sémen congelado (Bader, 1982). Ellington
e colegas (1993) sugeriram que o0 sémen congelado demonstra alteragbes como a
capacitagcdo e pode apenas ser viavel por um curto periodo de tempo. Mais ainda,
encontram-se poucos espermatozdides ligados ao oviducto da égua apds a inseminagao
com sémen congelado (Dobrinski et al., 1995). Se de facto existe um mecanismo selectivo
para a capacidade de ligacdo dos espermatozéides dentro do oviducto e que os
espermatozodides tém que estar ndo-capacitados, entdo podem ocorrer lesdes irreversiveis
durante o processo de congelacido e descongelacdo que fagam os espermatozoides perder
esta sua capacidade de ligagao (Dobrinski et al., 1995). Mais uma vez este fendmeno pode
ser dependente do garanhao. Por isso pode ser necessario inseminar mais préximo do
momento da ovulagdo e mais frequentemente, como foi sugerido por Vidament e colegas
(1997) quando se insemina com sémen congelado.

O sémen de alguns garanhdes pode parecer que congela optimamente, gerando taxas de
mobilidade pdés descongelagédo superiores a 60% e, no entanto gerar poucas ou nhenhuma
gestacado. Para outros garanhdes, o maneio cuidadoso do sémen congelado com mobilidade
e caracteristicas duvidosas tem resultado em taxas de gestacédo excelentes. Para alguns
garanhdes as taxas de gestacdo no primeiro ciclo sdo mais baixas com sémen congelado do
que com sémen fresco ou refrigerado (Metcalf, 2000). Contudo, Kloppe e colegas (1988)
reportaram o resultado do seu estudo no qual ndo encontraram diferenga significativa nas
taxas de gestagdo entre éguas inseminadas imediatamente apds a colheita com sémen
diluido, sémen diluido e refrigerado por 24 h ou sémen congelado.

Nos ultimos 30-40 anos a industria das vacas de leite tem seleccionado os touros com base
na sua capacidade de produzir sémen que aguente o stress dos protocolos de congelagéao.
Este processo levou a inseminacgao artificial em bovinos de leite a usar no mercado apenas
0 sémen congelado que é produzido por touros que respondem positiva e uniformemente as
técnicas convencionais de congelacdo de sémen. Pelo contrario a industria equina nunca
aplicou tal selec¢do aos garanhdes reprodutores e isto resultou numa grande variedade na
congelabilidade do sémen entre individuos. De facto muitos relatérios publicados nos
ultimos vinte anos mostraram que, com base na sua mobilidade pés descongelagéo, 20-40%
da populagdo de garanhdes produz espermatozdéides que ndo aguentam o processo de
congelagao (Barbacini, 2009).

Hoje a maioria dos laboratérios que congelam sémen equino esta a adoptar uma técnica de

dividir o ejaculado (“test freeze split ejaculate”) para determinar se um garanhao consegue
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produzir sémen com mobilidade pos descongelacdo aceitavel. Durante este procedimento o
sémen de um ou mais ejaculados é dividido e processado usando protocolos que diferem no
que diz respeito as técnicas de centrifugagdo, composicdo do diluidor e taxas de
arrefecimento. O uso comercial desta técnica de “test freeze split ejaculate” parece levar a
muito melhores resultados em termos de capacidade em aumentar a percentagem de

garanhdes “congelaveis” (Loomis et al., 2008).

3.5.1.Transporte e armazenamento de sémen congelado

Os espermatozoides congelados perdem a capacidade de fertilizagdo quando sao expostos
a flutuagdes na temperatura de armazenamento. O armazenamento indevido ou a
transferéncia de palhinhas de um contentor de armazenamento para um contentor de
transporte e de novo para outro contentor de armazenamento pode causar graves lesdes se
ndo se tiver muito cuidado para minimizar a exposi¢gao a temperaturas elevadas (Squires,
2005). O sémen congelado é geralmente transportado em contentores de azoto liquido
(Figura 6). Os contentores de fase gasosa funcionam absorvendo o azoto numa espessa
camada de material absorvente que rodeia a cavidade interior do contentor onde o sémen é
armazenado. Este tipo de contentores devem ser correctamente carregados enchendo com
azoto liquido até ao ponto de saturacdo do material absorvente e depois deitando fora o
excesso de azoto liquido de modo a que se consiga um tempo maximo de manutencgao

(Barbacini, 2009).

Figura 6 — Contentor de azoto liquido

Quando se transfere o sémen congelado deve-se ter cuidado para nao expor as palhinhas a

temperatura ambiente quando estas séo levantadas até ao colo do contentor ou quando as
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transferem para outro contentor que esteja a uma distancia significativa. O canister deve ser
levantado ligeiramente até ao colo do contentor e depois deve-se pegar nas palhinhas
individualmente ou no goblet plastico usando umas pingas hemostaticas previamente
arrefecidas e depois baixar o goblet para dentro do contentor. O canister ou as palhinhas
nunca devem ser levantadas para além da linha de gelo (visivel a cerca de 5 cm do topo do
colo do contentor) a ndo ser quando se tem que transferir o sémen. Enquanto se segura o
sémen dentro do contentor de transporte, deve-se levantar ligeiramente um canister do
contentor de armazenamento até ao colo mas nunca acima da linha de gelo. Deve-se entao
transferir o mais rapidamente possivel as palhinhas do contentor de transporte para o
canister do contentor de armazenamento e baixar devagar para dentro do azoto liquido
(Barbacini, 2009).

Recomendacdes para o armazenamento correcto de sémen congelado:

1. Manter os contentores de azoto numa sala limpa, seca e bem ventilada.

2. Nao armazenar contentores de aluminio directamente sobre chdo de cimento porque
provoca a deteriorizagcdo do aluminio.

3. Manter os contentores numa area que permita a sua inspecc¢ao visual diaria. Um
contentor que perca o seu vacuo apresenta gelo a volta do colo por fora, perde azoto
rapidamente e aquece a temperatura ambiente.

4. Verificar os niveis de azoto liquido semanalmente e registar para determinar as taxas
de evaporagao dos contentores individuais.

Atestar os contentores quando o nivel de liquido atinja metade da capacidade.
Inspeccionar o colo regularmente quanto a danos e substituir se necessario para

manter um tempo de manutengao maximo (Barbacini, 2009).

3.5.2.Descongelacéo e Inseminagéo

Durante o arrefecimento e a congelagao o sémen sofre uma série de alteragdes quimicas e
fisicas que incluem a desidratacdo parcial, a penetracdo de crioprotector nas células, a
reorganizacdo da membrana lipidica e proteica, a exposi¢éo a altas concentragdes de sais e
a exposicao a cristais de gelo intra e intercelular. Os protocolos de criopreservagdo sao
elaborados de modo a minimizar os efeitos negativos destes stresses. A descongelacdo do
sémen expoe as células a estes mesmos tipos de stresses mas de modo inverso. As células
rehidratam a medida que a agua entra de volta através da membrana plasmatica para
equilibrar o desequilibrio osmético criado quando o gelo extracelular derrete. As proteinas e
os lipidos da membrana plasmatica reorganizam-se e os crioprotectores difundem-se para
fora das células. Quando o sémen é descongelado incorrectamente, ou seja, muito

rapidamente ou muito lentamente, para o protocolo de congelamento utilizado ocorre uma
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reducao da viabilidade do sémen e diminuicdo da probabilidade de se obter uma gestacao
(Vidament et al.,, 1997). Todo o sémen congelado deve ser enviado com instrucdes
detalhadas sobre o procedimento recomendado para a descongelagédo. Presumivelmente o
laboratério que processou 0 sémen congelado deve saber qual o melhor protocolo para a
sua descongelacdo. Geralmente, o sémen congelado em palhinhas de 0.5 ml é
descongelado a 37°C. A duragao de tempo que a palhinha é mantida a esta temperatura nao
¢ critica desde que permanecga na incubadora de agua pelo menos durante trinta segundos
para permitir que o sémen descongele totalmente. E essencial um termémetro de preciséo e
€ sempre melhor errar por defeito, ou seja, mais vale que a temperatura fique abaixo dos
37°C do que acima. O sémen descongelado morre rapidamente se mantido a 392c ou 40°C
enquanto que a 34 ou 35°C sobrevive bastante bem. Alguns laboratérios recomendam que
se descongele o sémen em palhinhas de 0.5 ml a 75°C durante sete segundos. Esta técnica
funciona bem para recuperar a mobilidade do sémen quando é feita correctamente mas o
risco de danificar o sémen por exposicido a temperatura de 75°C por mais de exactamente
sete segundos é maior, especialmente em condigdes de campo. O numero de palhinhas que
constituem uma dose de inseminacgao unica varia dependendo do laboratério de congelacao
e do garanhdo. Geralmente, uma dose inseminante consiste em quatro ou oito palhinhas de
0.5 ml (Barbacini, 2009).

Quando se usa uma temperatura de descongelacdo de 37°C as palhinhas podem ser
colocadas no banho-maria uma depois da outra e deixadas la até a ultima palhinha ter
ficado a 37°C durante 30 segundos. Entdo podem remover-se todas as palhinhas, seca-las e
prepara-las para a inseminagdo. Uma vez que o sémen é descongelado e as palhinhas
estdo secas, o seu conteldo pode ser esvaziado para um recipiente estéril e previamente
aquecido que pode ser um tubo de centrifugagcao ou um tubo de vidro como por exemplo os
tubos utilizados para a colheita de sangue (Venoject® simples, Silicone Coated, Terumo
Europe, N.U. 3001, Leuven, Belgium). O sémen pode entdo ser aspirado para uma pipeta de
inseminagao e inseminado na égua. Embora hoje em dia a maioria dos laboratérios congele
o0 seémen em palhinhas de 0.5 ml, algum sémen ainda é congelado em macropalhinhas de 4
ou 5 ml. Estas palhinhas sdo geralmente descongeladas a 50°C por 45 segundos. Com
estas palhinhas é critico que nao permanegcam no banho-maria a 50°C por mais de 45

segundos para evitar danos por exposicao a temperaturas elevadas (Barbacini, 2009).

3.5.3. Seleccgéo de éguas para inseminagao

A taxa de gestacdo média por ciclo para éguas inseminadas com sémen congelado varia
entre 30-60%. Contudo, ndo € raro ocorrerem taxas de gestacdo na ordem dos 10% por
ciclo e por vezes por época, até 70% por ciclo. Além da grande variagdo das taxas de

fertilidade inerentes aos garanhdes, a categoria da égua é o factor principal na determinacao
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das taxas de gestagdo com sémen congelado (Samper et al., 1994). Neste estudo (Samper
et al.,, 1994), as éguas foram classificadas em quatro grupos: (a) éguas virgens jovens
(menos de sete anos de idade), (b) éguas virgens mais velhas (mais de oito anos de idade),
(c) éguas alfeiras, e (d) éguas paridas. A taxa de gestagdo média por ciclo foi de 67,3%,
34%, 50.7% e 50.9%, respectivamente.

As éguas virgens jovens parecem ser as melhores candidatas para a inseminagdo com
sémen congelado e as éguas virgens velhas as piores, como se pode observar no estudo de
Samper et al. (1994).

Existe muita informagao na industria equina da reprodugao que indica que as éguas alfeiras
sejam mas candidatas para a inseminacido artificial com sémen congelado. Dados
recolhidos ao longo de catorze anos (1994-2007) no Norte da Italia foram analisados
(Barbacini, 2008). A grande maioria das éguas alfeiras que entraram neste estudo foram
submetidas a um exame reprodutivo de rotina e tratadas quando necessario. A taxa de
gestacgao por ciclo foi de 32.7% (281 em 860 ciclos) e de a taxa de gestacgao total foi de
66.7% (281 em 421). Os dados analisados quando se dividiu as éguas por grupos de idades
mostrou que as éguas com mais de dezasseis anos tinham uma taxa de gestacdo por ciclo
e uma taxa de gestacao total significativamente mais baixa do que éguas mais novas (taxa
por ciclo = 24% nas com mais de 16 anos versus 40% nas éguas com menos de 16 anos;
taxa total = 48% nas com mais de 16 anos versus 71.6% nas com menos de 16 anos). Em
conclusao, este estudo mostrou que o uso de sémen congelado pode levar a resultados
aceitaveis quando usado em éguas alfeiras. Contudo, como era esperado, as éguas com
mais de dezasseis anos mostraram uma marcada redugdo na fertilidade quando
comparadas com éguas mais novas.

Parece também que a presencga de fluido uterino apds inseminagdo nao é prejudicial a
fertilidade desde que as éguas sejam tratadas com ocitocina e/ou lavagem uterina. O
tratamento com ocitocina e /ou lavagem uterina parece melhorar a fertilidade (Necchi,
Barbacini & Postinger, 2008).

As éguas alfeiras podem ser afectadas por problemas reprodutivos que advém de anomalias
dos genitais externos, da alteragcdo da funcionalidade do sistema neuro-endocrino, de
doengas ovaricas ou uterinas ou simplesmente por anomalias relacionadas com o
envelhecimento. Também, um grande numero de éguas susceptiveis a acumulacdo de

fluido apds inseminacao esta concentrado nesta categoria reprodutiva.

3.5.4. Local de inseminacdo e efeito do nUmero de espermatozoides

O numero de éguas que sao cobertas/inseminadas por determinados garanhdes tem
aumentado nos ultimos anos. Com o desenvolvimento do mercado internacional do sémen

congelado e com a diminuicdo da disponibilidade de doses inseminantes dos garanhdes de
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elite, cada vez mais se procuram métodos para reduzir as doses inseminantes individuais.
Teoricamente, o desenvolvimento de técnicas para a inseminacdo com baixas doses
permite que se aumente o numero de éguas a inseminar, se utilizem garanhdes com sémen
de fraca qualidade, se dissemine o uso do sémen congelado, se use sémen sexado e
também se reduza a incidéncia de endometrite pés-inseminac¢ao (Daels, 2003). Um elevado
numero de espermatozéides por inseminacéao limita a capacidade de explorar técnicas como
a sexagem do sémen onde apenas ficam disponiveis 20 milhdes ou menos de
espermatozéides por inseminacgao (Aurich, 2006).

Para a inseminagao artificial convencional uma dose inseminante contém entre 300-500
milhdes de espermatozoéides com mobilidade progressiva para sémen fresco e o dobro para
sémen que vai ser transportado (Samper, 2005). Embora n&o haja uma dose padréo para o
sémen congelado a fertilidade diminui quando o ndimero total de espermatozoides com
mobilidade progressiva apods a descongelagdo é inferior a 250 x 10%/dose. (Samper, 1999).
Outros estudos mostraram que quando se deposita uma dose inseminante na ponta do
corno uterino ipsilateral a ovulagao 80% dos espermatozoides permanece nesse oviducto
comparado com 50% quando se deposita o sémen no corpo uterino (Rigby et al., 2000).
Quando se deposita o sémen na papila do oviducto através do uso do endoscdpio
conseguem-se obter gestagdes com doses tao baixas como 1 x 10° /dose (Morris, Tiplady &
Allen, 2003 e Morris, Hunter & Allen, 2000).

Em varios estudos experimentais inseminaram-se éguas profundamente, tanto no corno
uterino como na papila tubaria (Morris et al., 2000, Lindsey, Schenk, Graham, Bruemmer &
Squires, 2002 e Nie, Johnson & Wenzel, 2003). Enquanto que na primeira técnica se usam
pipetas flexiveis que sdo avangadas sob controlo rectal manual ou ecografico até a ponta do
corno uterino, a inseminagao na papila tubaria necessita de controlo visual através de um
endoscopio flexivel (inseminagao histeroscépica). Obtiveram-se taxas de gestacado de 50%
ou mais com doses de sémen entre 1-5 milhdes de espermatozoéides usando a inseminagao
histeroscopica. A inseminagao na ponta do corno uterino com uma pipeta flexivel requer 5-
10 milhdes de espermatozoides (Morris et al., 2000, Lindsey et al., 2002, Brinsko et al.,
2003, Nie et al., 2003). A inseminacao guiada transrectalmente até a ponta do corno uterino
€ um procedimento bastante mais rapido e menos dispendioso e pode ser considerado
como uma alternativa pratica a inseminagéo histeroscopica (Aurich, 2006). Correntemente
existe uma controvérsia sobre a vertente pratica e os resultados da inseminacio
histeroscopica quando comparada com a inseminagao guiada por via transrectal (Samper,
2005).

A reducao da dose de inseminagao ou a deposi¢cdo do sémen na ponta do corno uterino
pode permitir que se diminua o numero de espermatozoides usados para inseminar as
éguas com sémen congelado (Squires et al., 2003). A inseminagao uterina profunda no

corno uterino guiada rectalmente com 200 x 10° espermatozéides ndo aumentou, neste
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estudo (Squires et al., 2003), as taxas de gestacdo quando comparada com a inseminagao
no corpo uterino, com o mesmo numero de espermatozdides. Esta dose inseminante foi
escolhida para permitir a inseminacdo de uma sO palhinha e para determinar se a
inseminagdo com um pequeno numero de espermatozdéides congelados na ponta do corno
uterino poderia aumentar as taxas de gestagdo quando comparado com a inseminagao no
corpo uterino. A taxa de recuperacado de embrides foi menor para as éguas inseminadas no
corno uterino ipsilateral do que para as inseminadas no corpo uterino (4 em 20, 20% versus
10 em 20, 50% respectivamente).

Uma vez que o sémen € depositado no corpo do utero os espermatozoides movem-se
rapidamente para a jungao uterotubarica ou istmo distal do oviducto (Rigby, 2000). Dos
milhbes de espermatozéides colocados no utero, apenas alguns milhares de
espermatozodides se encontram no oviducto. Existem varios estudos que demonstram que
se podem obter gestacbes com um numero baixo de espermatozoides se estes forem
colocados na jungao uterotubarica (Lindsey et al., 2002; Morris et al., 2000 e Rigby, Lindsey
& Brinsko, 2001). Lindsey et al (2002) reportou uma maior taxa de gestagdo com a
inseminacdo com videoendoscopio de 5 x 10° espermatozéides quando comparado com a
inseminacdo do mesmo numero de espermatozéides usando a inseminacdo uterina
profunda. Rigby et al. (2001) reportou taxas de gestacdo semelhantes para inseminagao
videoendoscopica versus inseminagao uterina profunda guiada por via transrectal.

Contudo, recentemente foi reportada uma taxa de gestacado mais baixa com éguas problema
inseminadas na jungao uterotubarica quando comparada com as que foram inseminadas no
corpo uterino (Squires, 2003).

A inseminagdo com doses baixas de sémen fresco esta associada a taxas de gestacdo mais
baixas do que a inseminagdo convencional (com doses normais) (Aurich, 2006). Embora
também possam ser obtidas taxas de gestacdo aceitaveis com sémen refrigerado (Brinsko
et al., 2003) e com sémen congelado (Morris 2004), a fertiidade é reduzida quando
comparada com a inseminagdo com dose baixa de sémen fresco. A taxa de gestacao de
garanhdes subférteis ou de garanhées com sémen de baixa qualidade apds congelagao e
descongelacdo ndo € aumentada pela inseminacéao intrauterina. Aumentando simplesmente
0 numero de espermatozoides na jungao uterotubarica pela colocagdo da dose inseminante
perto da papila do oviducto, ndo melhorando a qualidade do sémen, ndo aumenta as taxas
de gestagdo. A inseminagao com doses baixas com sémen de garanhdes extremamente
férteis pode ser muito util em programas de reprodugao permitindo inseminar mais éguas de
um s6 garanhdo. Contudo, a inseminacdo de doses baixas na papila tubaria ndo é um

tratamento veterinario para resolver problemas de fertilidade dos garanhdes (Aurich, 2006).
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3.5.5. Momento e frequéncia da inseminacao

Um dos desafios para os que tentam congelar sémen equino é lidar com a variabilidade
individual na criosobrevivéncia do sémen e determinar qual o numero minimo de
espermatozéides com mobilidade progressiva apds descongelagao que € necessario para
gerar uma gestagdo e abaixo do qual a fertilidade de um determinado garanhao baixa
drasticamente. Presentemente estdo disponiveis poucos dados sobre o nimero minimo de
espermatozoéides necessarios para atingir uma fertilidade 6ptima com sémen congelado
(Pace & Sullivan, 1975; Leipold et al., 1998; Lindsey et al., 2001; Morris & Allen, 2002;
Guvenc, Reilas & Katila, 2005) e é por isso desejavel que se fagam estudos controlados que
incluam grandes numeros de garanhbes de modo a fornecerem linhas de orientagao
precisas para a industria equina.

Um factor limitante principal para a disseminag¢ao da aplicagdo do sémen congelado equino
é o custo associado com o maneio intensivo das éguas que s&o inseminadas. E geralmente
recomendado que o sémen congelado seja introduzido no aparelho reprodutor da égua nas
12 h antes ou até 6 h apds a ovulagao (Barbacini, 2009). A inseminagdo de éguas com
sémen congelado para além das 6 horas apds a ovulagdo pode levar a uma reducdo da
fertilidade. Embora n&o existam dados com o uso de sémen congelado, Woods et al. (1990)
demonstraram que atrasar a inseminacdo com sémen fresco mais de 8 h apds a ovulacao
resulta numa diminuicdo da fertilidade. O presumivel tempo de vida mais curto do sémen
congelado equino no aparelho reprodutor da égua combinado com o sistema “dose sem
garantia” de vender o sémen levou a pratica de examinar as éguas 3-4 vezes por dia ou
mais frequentemente a medida que se aproxima da ovulacido e antes da inseminagcdo com
sémen congelado (Barbacini, 2009). De facto, quando se usa sémen congelado examina-se
o aparelho reprodutor da égua com tanta frequéncia quanto necessario de modo a permitir a
inseminagcdo com uma unica dose de sémen durante o periodo periovulatério. Isto
geralmente exige que as éguas sejam levadas para uma clinica ou outras instalagdes que
facilitem a ac¢do do médico veterinario. O custo com o médico veterinario para o dono da
égua €& consideravel e muitas vezes desencoraja o uso do sémen congelado. Os
proprietarios dos garanhdes que vendem o sémen a dose por centenas ou milhares de
euros ou dolares forcam os donos das éguas a usar este tipo de protocolo porque o custo
com o veterinario sempre € menor do que o custo de sémen adicional necessario para
inseminar uma égua mais do que uma vez por ciclo. Muitos dos proprietarios dos garanhdes
hoje ja fornecem varias doses por ciclo e apenas se lhes paga quando as éguas ficam
gestantes. Nestes casos, 0 uso de sémen congelado é apenas um outro mecanismo de
obter uma gestacgao (Barbacini, 2009).

Uma inseminagao apds a ovulagdo, com um total de 3-4 examinagdes por ciclo, pode gerar

bons resultados de fertilidade. Barbacini et al. (1999) recolheram dados de 559 éguas
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Warmblood que foram inseminadas com sémen congelado dentro de um intervalo de tempo
entre as 6 h antes e 6 h apds a ovulacdo. Obtiveram uma taxa de gestagao de 43% por ciclo
e de 77% no total usando o seguinte protocolo:
1. As éguas foram monitorizadas ecograficamente durante o estro cada 24 h até se
detectar pelo menos um foliculo com 35 mm ou mais nos ovarios.
2. Administrou-se 2.000 U.l. de hCG por via endovenosa.
As éguas foram examinadas 12 h apds a administragdo de hCG e depois cada 4-8 h
até ocorrer a ovulagéao.
4. As éguas foram inseminadas com uma unica dose inseminante quando o foliculo
estava muito préximo da ovulagdo ou quando se detectava uma ovulagao recente.
Contudo, o uso disseminado de sémen congelado esta dependente de estratégias de
reproducido simplificadas. Por esta razao foi recomendado o uso de um protocolo de
inseminacdo em tempo fixo para controlar os custos de maneio reprodutivo com as éguas
inseminadas com sémen congelado (Squires et al., 2003; Barbacini et al., 2005). Este
protocolo envolve o exame ecografico diario durante o estro, inducédo da ovulagdo usando
hCG ou deslorelina apés a deteccdo de um foliculo com didmetro superior a 35 mm e
inseminacgdo as 24 h e as 40 h apds a injecgdo do agente ovulatério. Usando este esquema
de inseminacao as éguas que ovulam 18-52 h apds a administracdo de hCG ou deslorelina
tém espermatozoides depositados no seu aparelho reprodutor dentro das 12 h antes ou 6 h
apos a ovulagdo ou ambos. Num estudo clinico efectuado em Italia (Reger et al., 2003), 26
de 34 éguas ficaram gestantes (76%) apds a inseminag¢ao dupla em tempo fixo versus 15
em 21 (71%) ap6s uma unica inseminagao dentro das 6h apds a ovulagdo. No mesmo
trabalho, os autores também relataram o resultado de um estudo controlado efectuado no
Colorado onde nao encontraram diferenca na taxa de recuperagdo de embrides em éguas
inseminadas uma vez dentro das 6 h ap6s a ovulagdo com 800 x 10° de espermatozoides
totais congelados (60%) versus éguas inseminadas duas vezes as 24 e 40 h apos
deslorelina com 400 x 10° espermatozdides totais por inseminagdo (55%). Mais ainda, num
estudo de campo retrospectivo que envolveu 193 ciclos éstricos, Barbacini (2005) reportou
uma taxa de gestacgéo por ciclo semelhante quando as éguas altamente seleccionadas pelo
seu potencial reprodutivo, foram inseminadas as 24 e 40 h apés hCG com 400 x 10° (61%)
ou 800 x 10° (69%) de espermatozdides totais por inseminacgéo. Estes dados ddo suporte a
tese que duas inseminagdes fixas antes e apds a ovulacdo geram taxas de gestacao
comparaveis as da inseminagao Unica apds a ovulagao. Sieme et al. (2003) reportaram que
éguas inseminadas duas vezes por ciclo com intervalo de 24 h tinham uma taxa de gestacéao
por ciclo de 50% e éguas inseminadas uma vez tinham uma taxa de gestacao por ciclo de
42%. As taxas de gestagdo para éguas inseminadas uma vez dentro das 12 antes da

ovulagao ou uma vez dentro das 12 h apds a ovulagao foram de 41 e 50% respectivamente.
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Vidament e colegas (1997) reportaram taxas de gestagdo mais elevadas em éguas
inseminadas mais vezes com sémen congelado; em éguas inseminadas em varios
intervalos, aquelas inseminadas duas ou mais vezes por ciclo tinham taxas de gestagao
significativamente maiores do que aquelas inseminadas apenas uma vez (34% n= 1576 vs
26%, n= 626).
Estes resultados também foram confirmados por Samper (2001) que reportou que as taxas
de gestacdo com sémen congelado eram mais elevadas quando as éguas eram
inseminadas mais do que uma vez por ciclo. Finalmente Loomis e Squires (2005)
examinaram retrospectivamente dois conjuntos de dados colhidos durante as épocas
reprodutivas de 2002 e 2003 e reportaram taxas de gestagdo semelhantes para éguas
inseminadas uma ou varias vezes num dado ciclo (51.5% versus 51.7% em 2002 e 47.1%
versus 46.1 % em 2003). As éguas inseminadas duas vezes num ciclo, antes e depois da
ovulagao, tiveram taxas de gestagdo muito semelhantes as éguas inseminadas uma vez
dentro das 6 h apos ovulagao (48.1% versus 47.3%). Baseado em dados publicados sobre o
uso de inseminagdes multiplas para a reprodugdo de éguas com sémen congelado, é
bastante claro que um protocolo de inseminacdo dupla em tempo fixo permite ao clinico
examinar a égua uma vez por dia durante as horas de trabalho normal sem comprometer a
fertilidade (Barbacini, 2009).
Também um estudo efectuado por Squires e Barbacini (2003) relatou que o maneio
reprodutivo das éguas inseminadas com sémen congelado pode ser semelhante ao utilizado
para éguas inseminadas com sémen refrigerado. Neste estudo um grupo de éguas foi
inseminado utilizando o protocolo de inseminagéo dupla em tempo fixo (24 e 40 h apds
hGC) com 400 x 10° espermatozdides e outro grupo uma vez s6 dentro de 6 h apds
ovulagdo com 800 x 10° espermatozdides. As taxas de gestacdo foram semelhantes para os
dois casos.
Existem duas criticas principais ao protocolo da inseminag¢ao dupla em tempo fixo:

1. Uso de maior quantidade de sémen

2. A égua pode desenvolver uma endometrite pés inseminagdo maior se for inseminada

duas vezes num ciclo com espermatozoides congelados (Squires et al., 2003).

Contudo, o uso de inseminagdes multiplas por ciclo pode ndo ser apropriado em todas as
situagdes, como por exemplo, éguas que séo susceptiveis a endometrite pds inseminacgao
tais como éguas velhas ou vazias (alfeiras) (Barbacini, 2009). Estas éguas podem
necessitar um maneio mais intensivo de modo a minimizar a invasao do utero susceptivel.
Eguas mais velhas podem também responder pior aos agentes ovulatérios tais como a hCG
(Barbacini 2000) e por isso o momento da sua ovulagdo ser imprevisivel. Também em
alguns casos o sémen de certos garanhdes é limitado por ja terem morrido, pouca

oportunidade de congelar ou pelo valor da dose inseminante.
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Investigadores em Franga demonstraram que a fertilidade melhorava quando as éguas eram
inseminadas mais do que uma vez num ciclo com sémen congelado, o que também foi
confirmado por Sieme et al (2003). Metcalf (2000) reportou que a inseminacdo de éguas
duas vezes num ciclo com sémen congelado nao interferia com a fertilidade e também nao

aumentava a incidéncia de endometrite pds inseminacéo.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Eguas

Oito éguas Warmblood entre os trés e os onze anos de idade foram inseminadas com
sémen congelado. Trés destas éguas eram virgens (com idades de 3, 4 e 11 anos), trés
eram alfeiras (com idades de 6, 10 e 11) e duas paridas com poldro (com idades de 4 e 5
anos) (tabela 3).

As éguas foram mantidas num paddock ao ar livre durante o dia e recolhidas a noite para
uma box. A alimentacgao consistiu em 2.5 Kg/animal de ragcéo (de uma preparagdo comercial
especialmente formulada para éguas reprodutoras), feno e agua ad libitum.

A todas as éguas foram sistematicamente realizadas analises uterinas citolégicas e
microbioldgicas no inicio do cio e apenas foram inseminadas se o resultado fosse negativo,
Foi realizada uma biopsia uterina a uma das éguas devido a sua historia passada de
infertilidade (égua alfeira de onze anos de idade).

A sincronizagao do cio foi conseguida com a administracdo de 0.044 mg/Kg de altrenogest
(Regumate®) por via oral durante doze dias, seguida da administragdo de 0.01 mg/kg de
prostaglandina-F2a (Dinolytic®, Pfizer Manufacturing, Belgium) por via intramuscular. O
aparelho genital interno das éguas foi avaliado diariamente por via ecografica, com ecografo
“Sonovet 600” e sonda rectal de 7.5 MHz a partir do ultimo dia de Regumate®. Quando se
detectou um foliculo dominante com diametro superior a 35 mm e se visualizou um padrao
Obvio de edema uterino, induziu-se a ovulagdo com um agente indutor da ovulagdo — hCG
(Chorulon®, Intervet International B.V., Boxmeer, Holand) na dose de 1500 U.l. por via
endovenosa. As éguas foram entdo monitorizadas por palpagdo transrectal e

ecograficamente cada 6h e inseminadas assim que a ovulagao era detectada.

2. Preparagao do sémen

O sémen foi descongelado em banho-maria a 37°C durante 30-45 segundos (s), depois
colocado num tubo de vidro estéril (Venoject®) e aspirado para um cateter de inseminagao
flexivel (Minitube Pipette Catheter, Minitub®, Tiefarbach, Germany) com uma seringa de 5

ml. O cateter foi entao introduzido no corno uterino ou na ponta do corpo uterino.

3. Inseminacéo artificial

As éguas foram devidamente contidas em troncos de conteng&o. Procedeu-se entdo a
preparagdo das éguas para a inseminagao. A cauda foi protegida e levantada e a zona

perineal lavada e seca.
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Todas as inseminagbes foram realizadas pelo mesmo médico veterinario: guiando
rectalmente um cateter de inseminacao flexivel até a ponta do corno uterino ipsilateral ao
foliculo recentemente ovulado ou introduzindo directamente um cateter de inseminagao
flexivel no corpo uterino. Quatro (4) das éguas foram inseminadas no corpo uterino e quatro
(4) na ponta do corno uterino, escolhidas aleatoriamente.

Foi utilizado sémen de seis garanhdes diferentes. Cada uma das doses inseminantes (n=15)
tinha 200 x 10° de espermatozdides totais (4 palhinhas) previamente congelado em
palhinhas de 0.5 ml (a dose inseminante para cada um dos seis garanhdes foi de oito
palhinhas com um total de 400 x 10° de espermatozéides totais). Todo o sémen utilizado foi
proveniente de uma empresa europeia certificada e reconhecida internacionalmente, e que
foi responsavel por todo o processo de avaliagao, colheita e congelagao do sémen.

O aparelho genital interno das éguas foi examinado por palpagdo transrectal e
ecograficamente 18 a 24 h apds a inseminagao e as éguas foram tratadas com 20 U.l. de
ocitocina (Ganadil Pituit®, Invesa Industrial Veterinaria, S.A., Barcelona, Spain) por via
intramuscular, duas vezes por dia e durante dois dias.

A gestacao foi confirmada por exame ecografico transrectal quinze dias apds a ovulagao e
também aos 19, 23, 35 e 45 dias. As éguas foram acompanhadas ecograficamente ao longo

da gestacao.
4. Andlise estatistica

Os dados relativos a taxa de gestacdo e ao niumero de inseminagdes por égua, para se
obter uma gestagéo foram analisados pelo teste ndo paramétrico X? de Yates (Statistica for

Windows, StatSoft, Inc., 1995, Tulsa, OK, USA).

IV. RESULTADOS

As taxas de gestagdo para as éguas inseminadas com 200 x 10° espermatozoides totais no
corpo uterino (3 de 4; 75%) foram semelhantes as inseminadas na ponta do corno uterino (3
de 4; 75%). A taxa de gestagao total (para as oito éguas) no primeiro ciclo foi de 50% e a
taxa de gestagao total foi de 75% (6 de 8). O numero de inseminagdes necessario para
obter uma gestacdo no grupo das éguas inseminadas no corno uterino (2,66/égua) foi
semelhante ao do grupo de éguas inseminadas no corpo uterino (1/égua) (p>0,05). Em
média foram necessarias 1,83 inseminag¢des para obter uma gestacao.

Uma das éguas inseminadas no corpo uterino (égua alfeira de onze anos de idade) teve
uma gestacdo gemelar detectada aos quinze dias; e foi submetida a redugéo de uma das
vesiculas embrionarias através do esmagamento manual por via transrectal. O numero total

de inseminagodes foi de quinze. Em média foram necessarias 1.83 inseminagdes para obter
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uma gestacao, sendo 1.0 para as éguas inseminadas no corpo uterino e 2.66 para as éguas
inseminadas no corno uterino (Tabela 4). Todas a éguas pariram um poldro vivo no ano
seguinte, incluindo a égua que ficou gestante de gémeos.

O resultado do exame citolégico e microbioldgico uterino foi negativo. A biopsia (Figura 7)
realizada a uma das éguas (égua alfeira de onze anos de idade) devido ao passado de

infertilidade foi classificada na categoria lla (Kenney et al., 1975).

Figura 7 — Aspecto histopatologico de endométrio de égua tipo Il, segundo classificagcao de
Kenney (1978). Presencga de “ninhos” de glandulas endometriais hipertrofiadas (seta preta),

reodeadas por algumas fibras de colagénio. Observa-se ainda foco de infiltragdo de células

inflamatorias (seta azul). Ampliagao 40X.

V. DISCUSSAO

As taxas de gestacao obtidas neste estudo foram semelhantes para éguas inseminadas com
200 x 10° espermatozdides totais no corpo uterino e para as que foram inseminadas na
ponta do corno uterino, como também ja relatado por Squires et al. (2003). A inseminagao
profunda no corno uterino guiada por via transrectal ndo aumenta as taxas de gestagao
quando comparada com a inseminacdo no corpo uterino, com 200 x 10° espermatozéides
totais congelados (Squires et al., 2003).

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que as taxas de gestacdo obtidas sao
aceitaveis (75%) quando se usa metade da dose de inseminagdo convencional quando
comparadas com éguas inseminadas com a dose convencional. Isto vem confirmar os
estudos de Samper (2005) que diz que podem-se obter taxas de gestacdo aceitaveis com

sémen congelado quando se reduz o numero de espermatozéides que € inseminado.
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No presente estudo, as taxas de gestagdo e o numero de inseminagdes necessario para
obter uma gestacao foram semelhantes para as éguas inseminadas no corpo uterino e na
ponta do corno uterino. O numero de éguas usadas neste estudo foi muito pequeno para
tirar quaisquer conclusdes. Apesar de nao haver diferengas significativas no que diz respeito
ao numero de inseminagdes por égua, € importante explicar que no grupo das éguas
inseminadas no corno uterino existia uma maior percentagem de éguas alfeiras e também
uma maior média de idades (tabela 4).

As éguas nao gestantes (2 de 8; 25%) foram inseminadas com sémen de garanhbes
diferentes entre elas (tabela 3). Os garanhbes utilizados neste estudo tinham fertilidade
comprovada por elevado numero de gestagbes no passado. Uma das éguas que néo ficou
gestante era uma égua de quatro anos do grupo das virgens e a outra uma égua com cinco
anos parida e com poldro. Esta ultima foi apenas inseminada uma vez devido a ser ja tarde
na época reprodutiva. Embora as melhores candidatas para a inseminacdo com sémen
congelado sejam éguas novas entre os trés e os oito anos virgens ou ja paridas (Vidament
et al., 1997), neste estudo apenas as éguas destes grupos néo ficaram gestantes. Todas as
éguas alfeiras neste estudo ficaram gestantes, incluindo a égua de onze anos com histéria
passada de infertilidade e que fez uma gestagdo gemelar.

Nos ultimos anos, a inseminagdo com uma dose inseminante menor que a convencional tem
recebido cada vez mais atengéao.

As taxas de gestacdo com sémen congelado parecem ser significativamente mais elevadas
quando as éguas sdo inseminadas com 600 x 10° espermatozéides com mobilidade
progressiva quando comparado com concentracdes inferiores a 600 x 10° e superiores a
800 x 10° espermatozoides com mobilidade progressiva (Metcalf, 2005). Mais ainda, o local
de inseminagdo (corpo uterino vs corno uterino vs papila do oviducto vs oviducto)
desempenha um papel no nimero minimo de espermatozdides necessarios para obter taxas
de gestacao aceitaveis (Metcalf, 2005). O primeiro grande ensaio que comparou o efeito do
numero de espermatozdides e as taxas de gestagdo subsequentes em éguas apds a
inseminacao histeroscopica na jungao uterotubarica (Morris et al, 2000) demonstrou que a
inseminagdo de doses inseminantes com 1, 5 ou 10 x 10° espermatozdides moveis
depositadas na jungéo uterotubarica ipsilateral a ovulagéo resultou em taxas de gestagao de
64%, 75% e 60% respectivamente, e que doses inseminantes tdo pequenas como 0,001 x
10° espermatozéides méveis conseguiram resultar em gestacdo (Morris et al., 2003 e Morris
et al., 2000).

Embora os estudos iniciais que lidaram com técnicas de inseminagdo com baixa dose na
égua tenham sido baseados em procedimentos guiados por endoscopio para depositar o
sémen na juncdo uterotubarica, outros colegas usaram a técnica guiada via transrectal para
dirigir um cateter de inseminacao flexivel até a ponta do corno uterino ispilateral ao foliculo

préovulatério. Num estudo conduzido por Brinsko et al. (2003) as taxas de gestacao apés a
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inseminagdo com 5 x 10° espermatozoides mdveis na ponta do corno uterino através do
método guiado via rectal foram semelhantes as obtidas por via endoscoépica. Squires e
colaboradores (2002) também concluiram que o sémen de garanhdes que n&o obtinha bons
resultados com o método transrectal também tinham maus resultados com a inseminagao
endoscopica. No presente estudo as inseminagdes foram apenas realizadas com um catéter
flexivel, directamente no corpo uterino ou guiadas rectalmente até a ponta do corno uterino.
Embora a maioria das experiéncias com a inseminagdo com baixa dose tenha consistido na
deposi¢cado de sémen na ou perto da juncao uterotubarica, pelo menos um estudo indica que
a inseminagdo com doses baixas no corpo uterino também teve uma fertilidade aceitavel
(Morris et al., 2003). Quando o sémen é depositado na ponta do corno uterino, junto da
juncdo uterotubarica, uma maior percentagem de espermatozdides atravessa a juncgao
uterotubarica ipsilateral ao ovario que contém o foliculo dominante do que quando o sémen
€ depositado no corpo uterino (Rigby et al., 2000). Contudo, numeros elevados de
espermatozodides na ponta do corno uterino nem sempre resultam em maiores taxas de
fertiidade, como demonstrada neste estudo (Rigby et al., 2000). No presente estudo uma
égua inseminada na ponta do corno uterino teve uma gestacdo gemelar de duas ovulagdes
em ovarios diferentes mostrando que é possivel obter uma gestagao inseminando no corno
uterino contralateral a ovulacao.

Morris et al. (2003) compararam as taxas de fertilidade apds a inseminagdo com 14 x 10°
espermatozéides méveis congelados no corpo uterino através de um catéter ou na jungao
uterotubarica via endoscopia. As taxas de gestacido obtidas com as duas técnicas foram
semelhantes (Morris et al., 2003). As taxas de gestacdo foram significativamente mais
baixas quando se depositou 3 x 10° espermatozéides méveis congelados via endoscopia no
corpo uterino quando comparadas com a deposi¢do na jungdo uterotubarica. O local da
inseminagao parece ser relevante quando se usa um numero muito reduzido de
espermatozéides (tal como 5 x 10 °), o que n&o foi o caso do presente estudo.

Existem também efeitos do garanhao importantes no numero minimo de espermatozoéides
necessario para obter uma fertilidade aceitavel com estas técnicas. Contudo, a capacidade
de obter taxas de fertilidade aceitaveis apés a deposicdo de 14 x 10° espermatozéides
moveis no corpo uterino oferece possibilidades interessantes para melhorar a eficacia do

sémen congelado (Morris et al., 2003).

VI. CONCLUSAO

Este estudo, embora com numeros muito reduzidos de éguas, confirma o que outros autores
ja publicaram; que € possivel obter taxas de gestacado aceitaveis com sémen congelado
quando se reduz a dose inseminante convencional. Também se conclui que o local de

deposi¢cdo do sémen, corpo uterino ou ponta do corno uterino, usando a técnica guiada por
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via transrectal, parece ndo fazer diferengca nas taxas de gestagdo nem no numero de
inseminacdes para se obter uma gestacdo, quando se usa uma dose inseminante de 200 x

10° espermatozoides totais, como confirmado por outros estudos.
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Tabela 3. Relagdo da categoria das éguas, idade e local de inseminacdo com a taxa de

gestagao
Egua Categoria Idade Garanhao N° IAS Local de IA Gestacéao

1 Virgem 3 A 1 Corpo +
2 Virgem 4 B 3 Corno -
3 Virgem 11 C 1 Corpo +
4 Alfeira 6 D 1 Corpo +
5 Alfeira 10 E 2 Corno +
6 Alfeira 11 D 3 Corno +
7 Parida B 3 Corno +
8 Parida 5 F 1 Corpo -

Tabela 4. Inseminag&o no corpo uterino vs corno uterino

Inseminag&o no Inseminag&o no Total
Corpo Uterino Corno Uterino

Taxa de Gestacéao

Total 3/4 31/4 6/8

N° de IA Totais

4 11 15

N° de Ciclos por

Gestacéao 1 2.66 1.83

Idade média das

éguas 6.2 7.2 6.75

Categoria das | 2virgens, 1 alfeira | 1 virgem, 2 alfeiras | 3 virgens, 3 alfeiras

éguas e 1 parida e 1 parida e 2 paridas
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