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1.Introdugao e enquadramento

Areproducdo na espécie equina tem cada vez maior interven¢do médico-
-veterindria em Portugal e no mundo. De modo a que o acompanhamento repro-
dutivo, de éguas e garanhdes, possa ser efetuado de modo correto e permitindo
uma maior eficdcia, é indispensavel assegurar uma adequada formacdo de todos
os técnicos envolvidos no processo.

A base de todo o acompanhamento reprodutivo é o conhecimento da
anatomia e fisiologia animal, o qual é indispensavel para uma avalia¢do objetiva e
eficaz de cada caso concreto, bem como para a decisdo de qual é o melhor animal
para o fim a que se destina. Este manual pretende ser um guia pratico para estu-
dantes e profissionais, de modo a uniformizar alguns critérios e metodologias de
avaliagdo e de linguagem, que tantas vezes ocasionam erros de comunicagdo e
diagndstico.

A criacdo de cavalos tem vindo a crescer na regido do Alentejo, sendo
uma atividade fulcral para o desenvolvimento da regido. Muitas explora¢des tém
como objetivo a criacdo de reprodutores, tornando-se fundamental melhorar a
eficacia do sistema de producdo. A melhoria da fertilidade é essencial para asse-
guraramaiorrentabilidade das exploragdes.

A realizacdo deste Manual surgiu no ambito de um projeto cofinanciado
pelo Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (FEDER) através do Programa
Operacional Regional Alentejo 2020: ALT20-03-0246-FEDER-000020 “Maneio Re-
produtivo e biotecnologias da reproduc¢ao em equinos da raga Puro Sangue Lusi-
tano” que teve como principal objetivo a transferéncia de conhecimento e tecno-
logiana dreadareproducdo equina.

O manual pretende ser um guia pratico, referindo-se sobretudo os princi-
pais aspetos da anatomia e fisiologia do garanhdo e égua bem como o exame re-
produtivo dos animais reprodutores.



2.Garanhao
2.1. Anatomia e fisiologia reprodutiva do garanhao

O sistema reprodutor no garanhao consiste em dois testiculos (cada um
suspenso internamente pelo corddo espermatico e externamente pelo musculo
cremaster), dois ductos deferentes com as respetivas ampolas do ducto defe-
rente proximas da uretra, o pénis, a uretra, os musculos isquiocavernoso, bulbo-
esponjoso e o retractor do pénis, um par de glandulas vesiculares e bulbouretrais
e a proéstata, com um corpo central nodular e dois lobos laterais (Figura 1).
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Figura 1: Anatomia do aparelho genital do garanhdo (adaptado por Maria José Vila-Vigosa de Hafez,
2016).

Escroto

O escroto é uma evaginagao da pele que é composta por duas bolsas
escrotais, uma para cada testiculo, separadas pelo septo do escroto. O escroto é
composto por 4 camadas: pele, tunica dartos, fascia escrotal e tunica vaginal. A
tunicavaginal tem dois folhetos (parietal e visceral).



Testiculos

Os testiculos tém forma ovalada, sdo ligeiramente achatados lateralmen-
te e o seu eixo maislongo é o horizontal. As medidas padrao para um testiculo mé-
dio variam entre 80-140 mm de comprimento e 50-80 mm de largura. A idade e
época do ano influenciam o tamanho testicular, com dimensdes testiculares me-
nores noinverno. O testiculo é revestido externamente pela tunica albuginea.

O parénquima testicular é constituido por tubos seminiferos e tecido in-
tersticial. Os tubos seminiferos estdo revestidos pelo epitélio seminifero, forma-
do por diferentes tipos de células germinativas que darao origem a formagdo dos
espermatozoides. As células de Sertoli, que tém o papel principal na coordenagdo
da diferencia¢do das células germinativas, formam o principal componente da
barreira hemato-testicular. O tecido intersticial € composto por vasos sanguineos,
sistema linfatico, terminacdes nervosas, tecido conjuntivo e células de Leydig. As
células de Leydig sao responsaveis pela producdo de testosterona.

Os tubulos seminiferos convergem nos dois tercos craniais do testiculo
numa area chamada rede testis. Cada uma das redes de tubulos fusionam-se com
13-15 tubulos eferentes que conduzem os espermatozoides ao ducto do epididi-
mo. No garanhdo, e ao contrdrio do que é frequentemente escrito e ensinado,
existe um mediastino, visivel macroscopicamente (figura 2) e em cortes histolo-
gicos, mas demasiado fino para ser detetavel por ecografia.

Figura 2: Testiculo de garanhdo em secgdo onde é visivel o mediastino.



O epididimo esta dividido anatomicamente em trés partes: cabeca, corpo
e cauda. A cabeca estd intimamente ligada a porgdo cranial do testiculo, o corpo é
uma estrutura cilindrica na parte dorsolateral do testiculo e a cauda é comprida,
bulbosa e localizada na porg¢do caudal do testiculo (figura 3). Do ponto de vista
funcional a parte inicial da cabeca do epididimo tem a funcdo de reabsorver a
maior parte dos fluidos e excretar alguns componentes, enquanto a restante par-
te da cabeca e corpo sdo responsaveis pela maturacdo dos espermatozoides e a
cauda do epididimo e parte proximal do ducto deferente tem como fungdo o ar-
mazenamento dos espermatozoides.

corqla'io
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Figura 3: Disposi¢do do epididimo em relagdo ao testiculo (cabega, corpo e cauda do epididimo).

Cordao espermatico

O corddo espermatico é constituido pelo ducto deferente, nervos e vasos
sanguineos associados ao testiculo. O musculo cremaster, unido lateralmente ao
corddo espermatico, auxilia o suporte do testiculo e o controlo da temperatura
testicular aproximando ou distanciando o testiculo do abdémen. O cordao esper-
matico inclui a artéria testicular e as veias testiculares que saem dos testiculos e
formam uma rede intimamente ligada de pequenas veias ao redor da artéria tes-
ticular. Esta rede de veias é chamada plexo pampiniforme e é extremamente im-
portante na termorregulagdo testicular.
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Ducto deferente

O ducto deferente é a continuagdo do epididimo que se estende desde a
cauda do epididimo e através do corddo espermatico até a uretra. O ducto defe-
rente de um garanhdo tem a parede extremamente espessa, o que faz com que
este possa ser palpado através do escroto. Antes da junc¢do dos ductos deferentes
auretraocorre umadilatacdo do seu lUmen denominada de ampola.

Uretra

A uretra é um tubo longo que vai desde a bexiga até ao final do pénis, on-
de termina em uma porgao livre denominada processo uretral. A porgdo pélvica
da uretra esta coberta por um espesso e estriado musculo denominado musculo
uretral, que se contrai vigorosamente durante a ejaculacdo. A uretra peniana esta
rodeada pelo corpo esponjoso do pénis. A uretra serve como canal excretor paraa
urina e paraosémen.

Pénis e prepucio

O pénis esta dividido em trés regides: a base, o corpo e a glande (figura 4).
Os principais constituintes do pénis sdo 0 corpo cavernoso, 0 COrpo espon;joso,
gue é continuado pela glande do pénis, a uretra, musculo retrator do pénis e os
vasos sanguineos e nervos. O pénis do garanhdo é do tipo musculo cavernoso e
tem um considerdvel aumento em comprimento e diametro durante a erecdo. O
maior espago cavernoso, o corpo cavernoso, encontra-se dorsalmente. Ventral-
mente ao corpo cavernoso estd o corpo esponjoso do pénis que envolve a uretra e
se continua distalmente na glande do pénis. A uretra termina no processo uretral
no centro da glande do pénis e estd rodeada por uma invaginagao conhecida co-
mo fossa da glande, e tem dorsalmente um diverticulo conhecido como sinus
uretral (figura 5) e dois recessos ventrolaterais. Durante a copula a glande do pé-
nis fica extremamente ingurgitada o que provoca que a vagina também se disten-
da, e permitird que o processo uretral encaixe na cérvix aberto da égua e a ejacu-
lacdo ocorra diretamente para dentro do Utero. O prepucio é constituido por uma
dupla camada de pele que permite acomodar o aumento acentuado do tamanho
do pénisdurante a erecdo.
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Figura 4: Pénis do Garanhdo (adaptado de Mckinnon et al., 2011).

Figura 5: Glande do pénis: sinus uretral (seta preta), fossa da glande (seta branca), processo uretral
(estrela).

Glandulas sexuais acessorias

As glandulas sexuais acessoérias sdo as glandulas vesiculares, a préstata e
as glandulas bulbouretrais (figura 1). As duas glandulas vesiculares, anteriormen-
te denominadas de vesiculas seminais, sdo alongadas, ocas, com comprimento de
cerca de 15-20 cm e um didametro de 5 cm. A prdstata é composta por um corpo
nodular central ligado a dois I6bulos por um fino istmo. As duas glandulas bulbo-
uretrais estdo posicionadas a entrada da pélvis, de cada lado da uretra pélvica
perto doarcoisquidtico.

Estas glandulas acessdrias contribuem para a maior parte do fluido do
ejaculado. Os espermatozoides da cauda de epididimo e do ducto deferente es-
tdo imdveis até se misturarem com os fluidos das glandulas acessérias durante a
ejaculacao.

A secrecdo da prostata é aquosa e tem como fungdo limpar a uretra, du-
rante a ejaculag¢do, constituindo a maior por¢ao do plasma seminal. Dependendo
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da épocadoano e de cada garanhao, individualmente, a secrecao de fluidos pode
contribuir para uma maior ou menor por¢ao de plasma seminal no ejaculado. A
porcdo gelatinosa é produzida pelas glandulas vesiculares. As glandulas bulbo-
uretrais também contribuem para o plasma seminal, ainda que em menor volu-
me.

Espermatogénese

A espermatogénese é o conjunto de divisdes e modificagdes celulares
gue conduz a formagdo dos gametas masculinos, os espermatozoides, nos tubos
seminiferos. A espermatogénese dura aproximadamente 57 dias no garanhdo e
pode dividir-se em 3 fases: 1) espermatocitogénese, caracterizada pela prolife-
racdo das espermatogodnias, formacao de espermatdcitos e divisdo meidtica para
formacdo das espermatides; 2) espermiogénese, onde ocorre a diferenciacdo das
espermatides em espermatozoides; e 3) espermiacdo, a libertacdo dos esperma-
tozoides para o lumen do tubo seminifero.

Endocrinologia

A GnRH (gonadotropin-releasing hormone; fator de libertagédo das gona-
dotrofinas), produzida pelo hipotadlamo é libertada, de modo pulsatil, no sistema
porta hipofisario. Atua na adeno-hipéfise estimulando a libertacdo pulsatil de LH
(luteining hormone, hormona luteinizante) e FSH (follicle-stimulating hormone,
hormona foliculo estimulante). A LH atua nas células de Leydig induzindo a produ-
¢do de testosterona. Tem uma libertacao pulsatil e uma semivida de aproximada-
mente 30 minutos. A FSH atua sobre as células de Sertoli e células germinativas
induzindo a espermatogénese até a formacdo do espermatdcito secundario. A
testosterona é produzida nas células de Leydig e estimula o crescimento e fun¢do
dos dérgdos genitais e das glandulas sexuais acessdrias, é responsavel pelos carac-
teres sexuais secundarios e influencia a libido e as fases finais da espermatogé-
nese. A testosterona atua de modo pardcrino e enddcrino, sendo transportada na
corrente sanguinea poruma globulina de ligag3o.

A regulacdo hormonal implica mecanismos de retroacdo negativos e po-
sitivos. O aumento da testosterona induz um mecanismo de retroa¢do negativo
diminuindo a sinteses de GnRH. Quando a concentracdo de testosterona diminui,
deixa de haver retroacdo negativa e aumenta a secrecao pulsatil de GnRH e, con-
sequentemente, de LH e testosterona. A libertacao de FSH também é estimulada
pela GNRH, mas é controlado por um mecanismo diferente da LH, pois as liberta-
¢Oes de LH nem sempre sdao acompanhadas por libertacao de FSH. Assim, a liber-
tacdo de FSH estd menos dependente da GnRH que a libertacdo de LH. A FSH atua
ao nivel das células de Sertoli, dentro dos tubos seminiferos, e as células de Sertoli
produzeminibina, que inibe a produ¢ao de FSH.
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2.2.Sazonalidade reprodutiva no garanhao

Os equinos apresentam sazonalidade reprodutiva, sendo denominados
como reprodutores de dias longos, ou seja, a atividade reprodutiva estd associada
a dias de maior fotoperiodo. No caso do garanhdo, apesar de existir alguma sazo-
nalidade, a maior parte dos individuos ndo apresenta inatividade sexual. No en-
tanto, de acordo com a época do ano, ocorrem alteragdes nas caracteristicas se-
minais, hormonais (nomeadamente na secre¢ao de LH e FSH) e no comporta-
mento sexual. Durante as estaces de primavera e verdo verifica-se um aumento
no tamanho e peso testicular, producdo de espermatozoides, produgdo da fracdo
gelatinosa das glandulas vesiculares, libido e concentragao plasmatica de LH, FSH,
testosterona, E2, inibina e prolactina.

O principal fator que controla a existéncia de sazonalidade reprodutiva é
o fotoperiodo, sendo o seu efeito mediado pela melatonina. A melatonina é pro-
duzida durante a noite e, como tal, diminui nas fases de fotoperiodo crescente,
correspondendo ao periodo de maior atividade reprodutiva nos equinos. A pro-
lactina também influéncia a atividade reprodutiva, sendo produzida pela pituita-
ria, associada ao aumento da exposicao a luz.

Outros fatores como atemperatura, a alimentacao e pluviosidade podem
também influenciar a existéncia de sazonalidade reprodutiva.

O tamanho e a atividade testicular atingem o pico nos meses de maio,
junho e julho, com valores minimos registados nos meses de novembro a janeiro.

Em garanhdes Puro Sangue Lusitano, da Coudelaria de Alter, verificou-se
gue existem diferencas individuais significativas na manifestacdo de sazonalidade
reprodutiva, ou seja, alguns garanh&es apresentam uma sazonalidade muito mar-
cada enquanto outros apresentam poucas variagdes na produgdo espermatica ao
longo do ano. Em casos extremos as variagdes sao muito acentuadas, sendo disso
exemplo o caso de um garanhdo Sela Francés adulto examinado no CRAV, que
tinha um diametro testicular de ambos os testiculos de 50 mm em novembro,
com producdo negligencidvel de espermatozoides, e, no entanto, em maio tinha
um diametro testicular de 90 mm com produgao adequada de espermatozoides
(Anténio Rocha, comunicagdo pessoal).

2.3. Exame reprodutivo do garanhdo

O exame reprodutivo do garanhdo (ERG) permite avaliar o potencial de
fertilidade de um garanhdo. As principais indicagdes para o realizar sdo: a) exame
em ato de compra; b) confirmar a fertilidade potencial do garanhéo, antes do ini-
cio da época reprodutiva; c) registar o garanhdo em livros genealdgicos para ins-
cricdo no livro de reprodutores e d) suspeita de infertilidade/subfertilidade. O
exame reprodutivo do garanhdo tem uma grande componente clinica e, como tal,
s6 deve ser efetuado por um médico veterindrio (MV). Permite identificar proble-
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mas congénitos ou adquiridos, que possam diminuir a taxa de sucesso reprodu-
tivo do garanhdo, o que pode influenciar a fertilidade de um niimero maior ou
menor de fémeas. Além de permitir avaliar o potencial reprodutivo do garanhao,
pode dar indicacdes sobre o melhor maneio para cada garanhdo especifico, no-
meadamente nimero de éguas a cobrir, exequibilidade de uso para monta natu-
ral, ou parainseminagdo com sémen fresco, refrigerado ou congelado.

O ERG pode contemplar uma grande variedade de exames complemen-
tares, dependendo do objetivo a que se destina o garanhdo, bem como da dispo-
nibilidade de meios complementares e custos que o proprietdrio esta disposto a
pagar. Como passos fundamentais no exame reprodutivo do garanhdo realga-se:
identificagdo, histdria clinica, exame fisico, avaliagao da libido, exame da genitalia
externa e espermograma. Na sua componente mais reduzida o ERG deve pelo
menos incluir: exame da genitalia externa do garanhdo, medicdao do didmetro de
ambos os testiculos e espermograma. Os métodos adicionais serdo referidos em
cada um destes pontos, sempre que aplicaveis.

Identificagao

Cada garanhdo deve ser identificado antes de comecar o exame repro-
dutivo. Os requisitos necessarios para que ndo surjam duvidas sobre o garanhao
examinado sdo: nome, numero de microchip, idade, raca, proprietario, criador e
um resenho do animal.

Histdria clinica

Além da histdria clinica reprodutiva, é importante o conhecimento do
maneio geral do garanhdo, nomeadamente, alimentacdo, vacina¢oes, despara-
sitacGes, ferracdo, histdria de problemas em outros sistemas, nomeadamente lo-
comotor, visual, cardiovascular e respiratdrio, bem como, medicagGes utilizadas e
doencas anteriores.

No que concerne a histéria reprodutiva, ainformagdo sobre os resultados
das épocas reprodutivas anteriores representa um bom indicador da fertilidade
real do garanhdo. Também é relevante saber o nimero e tipo de éguas em que foi
utilizado, idade das éguas, nimero de gestacdo das mesmas, éguas alfeiras ou
éguas com poldro, assim como o método reprodutivo em que foi utilizado ante-
riormente: cobricdo natural a campo, monta dirigida, inseminacao artificial com
sémen fresco, refrigerado ou congelado. De facto, apesar de um dos mais fide-
dignosindicadores de fertilidade do garanhdo ser o nUmero de éguas que pariram
um poldro apéds cobricdo/inseminacdo, muitos fatores condicionam o sucesso do
processo, nomeadamente, como referido, fatores relacionados com a fertilidade
da égua e com o préprio maneio reprodutivo praticado. Outro dado importante é
saber se ha resultados de microbiologia da genitdlia para bactérias de potencial
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transmissdo venérea, sabendo, no entanto, que uma Unica cobricdo de uma égua
infetada pode tornar um portador negativo, em positivo. Também é necessario
estar ciente de que histdria pregressa ndo documentada pode ndo corresponder
arealidade.

O objetivo a que se destina o garanhdo, bem como, o nimero de éguas
gue devera deixar gestantes é fundamental na escolha das metodologias a utilizar
nasua avaliagdo.

Exame fisico

Deve realizar-se um exame fisico completo, que implica a avaliagao do es-
tado geral e condigdo corporal, constantes vitais: frequéncia cardiaca (FC),
frequéncia respiratdria (FR), temperatura retal (TR) e hidratacdo; auscultagio to-
racica e abdominal (motilidade gastrointestinal). Devem ser identificados defei-
tos musculo-esqueléticos, que possam eventualmente afetar a monta do gara-
nhdo, como problemas no dorso ou membros assim como problemas neurolé-
gicos. Deve ser também realizado um exame do sistema visual.

Libido e comportamento sexual

A existéncia de libido é essencial para que um garanhdo possa ser consi-
derado apto como reprodutor. A libido deve avaliada utilizando uma égua em cio.
Um garanhdo com boa libido manifesta-se através do aumento da agitacao, voca-
lizacdo, raspar dos membros, procurar a égua, flehmen (figura 6), exteriorizacdo
do pénis, erecdo e monta. Para alguns autores, a observac¢do do garanhdo a mon-
tar a égua, introduzir o pénis e ejacular é essencial para a sua aprovacdo, no en-
tanto, nao é feito por rotina na maioria das vezes, dadas as dificuldades inerentes.
E importante ter aten¢do ao maneio do garanh3o na sala de recolha, ja que, mui-
tos garanhdes alteram o seu comportamento por erros na sua condugdo ou ma-
neio. O animal deve ser deixado com alguma liberdade e devem ser evitados mo-
vimentos bruscos ou agressivos. E considerado um comportamento sexual nor-
mal o garanhdo fazer as primeiras montas sem eregao e por vezes lateralmente, e
tal comportamento ndo deve ser reprimido.

Figura 6: Flehmen.

e
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Exame da genitalia externa

A pessoa que segura e dirige o garanhdo deve ser experiente e conhecero
garanhdo, para que assim possa prever comportamentos do mesmo e nao se
comprometa a integridade fisica dos operadores e dos animais. O garanhdo deve
ser controlado com serrilhdo, ou apenas cabecdo se for calmo. O MV deve estar
protegido com capacete e colete protetor.

Ambos, quem contém/conduz e quem avalia o garanhdo devem colocar-
-se do mesmo lado do animal, normalmente do lado esquerdo. O exame deve ser
efetuado onde o garanhdo esteja mais tranquilo, seja na box, picadeiro, drea de
duche ou aparelhar, ou mesmo nazona de colheitas.

O exame da genitalia externa implica a avaliagdo dos testiculos, pénis e
prepucio. Se o tamanho do garanhdo o permitir, a avaliagdo deve comegar com o
examinador a segurar a crina na base do garrote, com a mado esquerda, enquanto
comeca a palpar os testiculos e prepucio com a mao direita. O MV deve ficar sem-
pre em contacto com o ombro esquerdo no garanhao, inclinando-se para alcancar
adreainguinal. Deve ter o cuidado de manter a cabeca erguida com o peso do cor-
po centrado nas pernas. Muitas vezes a palpacao testicular é feita apenas depois
darecolhade sémen, de modo a que o garanhdo esteja mais tranquilo.

Pénis e prepucio

Para poder fazer um exame completo ao pénis o garanhdo deve fazer a
sua exteriorizagcdo completa, sendo, o ideal, obter uma ere¢do por exposicdo do
garanhdo a uma égua. Uma possivel alternativa consiste na utilizacdo de sedati-
vos. Devem ser evitados os derivados fenotiazinicos como a acepromazina pois os
garanhGes podem desenvolver priapismo ou paralisia do pénis.

Deve ser observada a fossa da glande e sinus uretral que contém frequen-
temente acumulagdes de smegma (figura 7) Podem igualmente apresentar ulce-
ragdes as quais podem ser causa de hemospermia. O processo uretral deve ser
cuidadosamente examinado em busca de lacerages ou escoriagdes.

Figura 7:
Acumulagdo de smegma solido (“beans”) na fossa uretral.
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Para se poder observar a mucosa peniana deve ser feita a lavagem do pé-
nis cuidadosamente, usando luvas, apenas com 4agua morna (temperatura de
aproximadamente 389C), e papel humedecido de forma a eliminar os detritos e
smegma acumulados A mucosa peniana deve estar integra sem sinais de ulcera-
¢do ou qualquer lesdo vesicular, inflamatdria ou proliferativa. Ndo devem existir
massas neopldsicas como sarcoides ou carcinoma das células escamosas. Outra
situacdo recorrente é a existéncia de habronemiase, vulgarmente denominada
como ferida de verdo (figura 8).

Figura 8: Habronemiase na mucosa peniana.

Deve ser feita a pesquisa de doencas venéreas como parte do ERG, que
nas nossas condicdes deve incluir, pelo menos, a pesquisa de Klebsiella pneumo-
niae, Pseudomonas aeruginosa e Taylorella equigenitalis, sendo a ultima agente
da metrite contagiosa equina, que é uma doenca de declaracdo obrigatéria. O ga-
ranhdo positivo para estas bactérias é quase sempre um portador assintomatico.
A recolha de amostras deve ser feita com zaragatoa estéril na fossa da glande,
processo uretral, sinus uretral mucosa peniana e prepucio e enviada refrigerada
para laboratério de microbiologia. E importante contactar com antecedéncia o
laboratdrio para o qual as amostras serdo enviadas, para saber de especificidades
sobre preferéncias de meios de transporte. No caso da Taylorella equigenitalis, as
asmostras tém de ser transportadas em meio de Aimes Carvao (figura 9). Sempre
gue se justifique deve também ser feita a pesquisa do herpes virus equino tipo 3 e
dovirus da arterite equina.
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Figura 9: Recolha de amostras para pesquisa de Taylorella equigenitalis.

Escroto e testiculos

O escroto e os testiculos devem ser avaliados por palpacgdo e, se necessa-
rio, por ecografia (ver abaixo condi¢des que sugerem necessidade de ecografia).
O escroto situa-se na regidao inguinal do garanhao e é, geralmente, simétrico e
ligeiramente pendular. A pele do escroto deve ser lisa e fina e ndo deve apresentar
nenhum tipo de lesGes traumaticas, cicatrizes, dermatites ou sarcoides. O escroto
deve ser de espessura uniforme, e em contacto direto com os testiculos. O escro-
to estd dividido em duas bolsas escrotais, direita e esquerda, pela rafe intermédia,
gue pode servisualizada externamente na parte ventral.

Os testiculos tém forma eliptica e devem ser sensivelmente simétricos
em tamanho, terem a mesma forma e ter uma consisténcia firme e resistente.
Ambos devem estar na bolsa escrotal e serem moéveis dentro da mesma. A ndo
observacdo de um, ou de ambos os testiculos, na bolsa escrotal é indicativo de
criptorquidismo uni - (figura 10) ou bilateral e implica a ndo aprovag¢do do gara-
nhdo como reprodutor, uma vez que pode ser uma afecao de caracter hereditario.
Outra alteracdo que pode ser identificada é a existéncia de hérnia inguinal, em
que ocorre evaginacao de uma porc¢ao do intestino através dos anéis inguinais
(figura11).

Os testiculos devem ser comparados entre eles, pois certas afe¢des afe-
tam apenas um testiculo. Aquando do escroto distendido, o eixo maior do testi-
culo estd posicionado horizontalmente ou ligeiramente obliquo. A posi¢do do tes-
ticulo pode ser avaliada pela palpagdo da cauda do epididimo, a qual deve estar
caudal, sendo palpavel também o ligamento caudal do epididimo.
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Figura 10: Criptorquidia do testiculo unilateral esquerdo (Foto de Sofia Ramos).

Figura 11: Hérnia escrotal.
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A existéncia de altera¢Ges de consisténcia ou volume testicular bem co-
mo limita¢des de mobilidade testicular intra-escrotal, sdo indicadores para a rea-
lizacdo de ecografia. LesGes agudas e inflamatdrias estdo geralmente associadas a
diminuicdo da ecogenecidade e aumento de volume, enquanto lesdes degene-
rativas estdo muitas vezes associadas a atrofia testicular com aumento da ecoge-
necidade do parénquima ou altera¢do da textura homogénea do parénquima tes-
ticular (Figura 12). No caso de ser detetado um testiculo(s) de pequeno volume, a
avaliagdo do tamanho da cauda do epididimo permite distinguir entre hipoplasia
e atrofia testicular. No primeiro caso a cauda do epididimo apresenta também um
volume diminuido, indicando uma situag¢do congénita (e provavelmente heredi-
tdria) e que implica a reprovacdo do garanhao. Na atrofia testicular (figura 13) a
cauda do epididimo apresenta dimensao fisiolégica. A atrofia estd geralmente
associada a problemas degenerativos adquiridos sendo que no caso de ser unila-
teral, o restante ERG, em particular no que se refere a producdo de sémen, condi-
cionardadecisdofinal.

Figura 13: Atrofia testicular unilateral do testiculo direito.
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O peso e o volume do parénquima testicular tém uma correlacdo alta e
significativa com a producdo de espermatozoides. A producdo diadria por grama de
parénquima testicular é de aproximadamente 16 x 10° espermatozoides.

Frequentemente, dada a facilidade de mensuracdo e sua relacdo com o
volume testicular, o diametro testicular (de ambos os testiculos na por¢do mais
larga) é utilizado para avaliar o desenvolvimento testicular. O diametro testicular
pode ser medido utilizando um caliper ou compasso (figura 14) ou por ecografia
(figura 15). O diametro bilateral minimo aceitavel é de 8 cm num garanhdo adulto.

Figura 14: Caliper ou compasso para medi¢do do diametro testicular.

Na medida em que o volume testicular (VT) estd diretamente relacionado
com a produgdo diaria de espermatozoides (DSO: daily sperm output), ideal-
mente, o VT deve ser calculado, através da medi¢do da altura, do comprimento e
dodidmetro/largura, o que é facilmente executado por ecografia (figura 15).

msT1

Figura 15: Avaliagdo do volume testicular por ecografia (A: comprimento; B: altura; C: largura. As
setas indicam a veia central. Notar a textura homogénia tipica de um testiculo normal).
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Usando como unidade métrica o centimetro e medindo a altura (A),
comprimento (C) e diametro (D, largura) de cada testiculo podemos calcular o
volume testicular através da seguinte equacao:

Volume de cada testiculo = 0.523 X (A x C X D) em cm’

Somamos o volume de ambos os testiculos para obter o volume total.
A producdo diaria de espermatozoides esperada (DSO) pode ser estima-
dausandoovolume testicular e aplicando a seguinte férmula:

DSO esperado (x10°) = (volume testicular x 0.024) — 1,26

Aproducdo didria de espermatozoides média pode também ser calculada
realizando colheitas didrias ao longo de 10 dias. Acomparac¢do da producgdo didria
real de espermatozoides e da produgdo esperada segundo a equagdo em cima,
deve ser realizada em garanhdes com problemas de fertilidade, ja que, um DSO
real (produzido) consideravelmente menor que o estimado pela férmula, indica
um decréscimo de funcionalidade do parénquima testicular. O corddo esperma-
tico deve ser palpado e, se possivel, avaliado por ecografia, com ou sem doppler
(figura 16).

A cabega e corpo do epididimo sao menos faceis de identificar por pal-
pacdo, do que a cauda. O corpo do epididimo localiza-se na por¢do dorso-lateral
do testiculo, e a cauda do epididimo estd localizada na por¢ao caudal do mesmo.
Quando se palpa o testiculo deve-se prestar atencdo a localizacdo de todas as
estruturas domesmo e também ao ligamento da cauda do epididimo, pois se hou-
ver uma rotacdo de 1802 do mesmo esta é facilmente identificada. Esta rotacdo
pode ser intermitente ou permanente e acontecer em um ou ambos testiculos, e
pode ser diferenciada de uma tor¢do do cordao espermatico, pois nesta ultima o
garanhdo demonstraria sinais de célica com dor aguda e tumefagdo na area testi-
cular. A rotacdo testicular ocorre em varias racas de garanhdes e pode ter um
componente hereditario.

Figura 16: Ecografia com doppler do corddo espermatico.
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Colheitade sémen

O método mais seguro e eficaz para a colheita de sémen é utilizando a
vagina artificial (VA), mas o sucesso deste método depende tanto da experiéncia e
libido do garanhdo, como da experiéncia de quem efetua a colheita. A vagina arti-
ficial pode ser usada para colheitas em estacdo, usando uma égua em cio ou utili-
zando um manequim.

Preparag¢do do garanhao

O garanhdo deve ser dirigido por alguém experiente, de preferéncia que
0 conhega, para que possa prever possiveis comportamentos indesejados do
mesmo. Deve ser levado para o local de colheita com o minimo de contencdo ade-
quada a cada individuo, de forma a evitar estimulos negativos — serrilhdo para
uns, cabecdo para outros dependendo do seu temperamento.

Lavagemdo pénis

Antes da monta ou colheita de sémen o pénis do garanhao deve ser limpo
para remover o smegma ou detritos que possa conter (figura 17). Este procedi-
mento permite minimizar o risco de contaminacdo do sémen e posterior infecdo
das éguas cobertas/inseminadas. A remocdo dos detritos é essencial também
para minimizar os erros associados a leitura da concentracdo por espectofoto-
metria, bem como para avaliar a qualidade do sémen.

A lavagem do pénis deve ser feita com dgua morna (aproximadamente a
389C) e com papel humedecido. Em primeiro lugar o pénis deve ser molhado
abundantemente com dgua morna para amolecer e soltar os detritos e smegma
gue se encontram aderidos ao pénis. Apds este procedimento, o pénis deve ser
lavado com papel humedecido, tendo o cuidado de evitar traumatizar a mucosa
peniana. Este procedimento deve ser iniciado na base do pénis e terminado na
glande sem esquecer a fossa da glande que é um local de concentragdo de
smegma, onde o mesmo chega a formar fragmentos sélidos (“beans” —Figura 17).
Para terminar deve secar-se o pénis do garanhdo. Este procedimento deve ser
feito com papel absorvente e deve iniciar-se na fossa da glande passando depois
paraaglande, corpodo pénis e base do pénis.
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Figura 17: Lavagem do pénis do garanhdo antes da recolha de sémen.

Vagina artificial

0O método mais usado para efetuar colheitas de sémen é através do uso
de vagina artificial (VA). Existem diferentes modelos de vagina artificial (figura
18), mas, a base de funcionamento de todas é idéntica, ou seja, existe um corpo
de borracha ou plastico rigido externo, e um “liner” de borracha suave ou latex
interno, com agua aquecida entre as duas partes. O “liner” interno pode ter forma
conica (figura 18) permitindo acoplar o frasco de recolha. Noutros modelos como
o modelo INRA (figura 18 B) e Hannover (figura 18 A) é necessario colocar um ou-
tro “liner” (também designado como bainha sanitaria), de plastico, onde se aco-
pla o frasco de colheita. Alguns dos diferentes modelos de vagina artificial (VA)
gue podemos encontrar sdo Colorado, Missouri, INRA e Hannover (figura 18). Os
varios modelos tém caracteristicas diferentes e muitas vezes existe preferéncia de
um garanhdo por determinado modelo. Caracteristicas como o modelo de VA, a
temperatura e a pressao utilizadas durante colheitas com sucesso, devem ser
registadas para cada garanhdo. Ao frasco de recolha de sémen, normalmente de
material plastico, pode adicionar-se um filtro de gel. O ejaculado também pode
ser filtrado pds-colheita, mas a contaminacdo bacteriana é maior no ultimo caso.
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Figura 18: Vaginas artificiais. A: Hannover e Missouri; B: INRA; C: Colorado. Corpo: seta azul; liner
interno de borracha: estrela azul; liner plastico ou bainha sanitaria: estrela vermelha; copo de reco-
lha: seta vermelha; filtro: estrela verde.

Apds a VA montada enche-se com agua quente, para se obter uma tem-
peratura interna em contacto com o “liner” entre os 452C e os 482C. Estes valores
dependerdo de garanhdo para garanhdo e a temperatura pode ser moderada-
mente aumentada. Para garanhdes com reniténcia a aceitar a VA, as primeiras
modificagdes aconselhadas consistem em tentar aumentar a temperatura, incre-
mentar a lubrificagdo ou utilizar “liner” interno de borracha ou latex, evitando o
de plastico. A adicdo de agua quente deve ser feita com cuidado porque tem-
peratura em excesso pode danificar /derreter o “liner” interno. A pressdo da va-
gina artificial também vai depender das preferéncias de cada garanhdo, mas a
pressdo deve estar adequada para que o pénis entre sem dificuldade e para que
possa haver ingurgitacdo da glande durante a excitacdo sexual e a ejaculacao.
Para avaliar a pressdo e temperatura deve colocar-se uma luva de palpacao trans-
rectal estéril, ou pelo menos virada ao contrdrio de modo a minimizar a conta-
minacdo e utilizar um termémetro em contacto com a parede interna da vagina.
ApOds a vagina artificial estar montada e cheia, pode colocar-se uma pequena
guantidade de gel lubrificante ndo espermicida na entrada da mesma (aproxima-
damente o volume de uma colher de sobremesa), para que seja facilitada a pene-
tracdo pelo pénis do garanhdo na altura da colheita de sémen. Excesso de gel,
mesmo ndo espermicida, pode provocar choque osmadtico aos espermatozoides,
entre outros possiveis impactos.
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Recolhade sémen

ApOds a exteriorizacdo e limpeza do pénis, o garanhdo é dirigido para o
manequim ou égua para se realizar a colheita (Figura 19).

Figura 19: Recolha de sémen em égua peada e em manequim.

Tanto o operador que conduz o garanhdao como quem vai fazer a colheita
devem estar sempre do mesmo lado do cavalo. Montas iniciais sem erecao e eja-
culacdo a terceira monta, devem ser considerados comportamentos normais e
nao se deve reprimir o garanhao até que tenha uma erecdo, para o deixar montar.
Uma vez que o cavalo tenha realizado a monta, o pénis deve ser desviado para o
lado e introduzido dentro da vagina artificial que deve ser colocada numa posicao
semi-horizontal com a por¢do distal — do tubo coletor — ligeiramente elevada, mi-
metizando a anatomia da vagina da égua. Se a extremidade distal da vagina estiver
para baixo provocara desconforto ao garanhdo e este podera desmontar. Se a
temperatura e pressdo da vagina artificial estiverem adequadas estimulardao o
garanhdo a fazer os movimentos pélvicos. O pénis deve estar introduzido ao
maximo dentro da vagina artificial para que quando ocorra a ejaculagdo o sémen
esteja o menor tempo possivel em contacto com a vagina artificial, pois a tempe-
ratura elevada é prejudicial aos espermatozoides. Em VA longas como o modelo
Colorado, ou em vaginas com a extremidade distal semi-ocluida como o modelo
Hannover, é essencial retirar a dagua quente logo apds a colheita para evitar choque
térmico dos espermatozoides. A vagina artificial deve estar bem segura com uma
mao, enquanto que a outra mao deve ser colocada na base do pénis do garanhao
para confirmar os pulsos uretrais ejaculatdrios. Apds a ejaculacdo a vagina artificial
é retirada, colocada na vertical (figura 20) e, como referido, dependendo do mo-
delo, a 4gua quente tem de ser retirada imediatamente apds a colheita, e o sémen
recolhido deve ser levado imediatamente para o laboratdrio para ser processado.
O ejaculado do garanhdo é emitido em jatos (6-8) sendo que os uUltimos contém a
fragdo pds-espermatica gelatinosa, com origem nas glandulas vesiculares, que de-
vera ser depois filtrada. Fora da época reprodutiva (fotoperiodo menor) esta fra-
¢do pode estar totalmente ausente do ejaculado.
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Figura 20: Posi¢do da vagina na vertical apds a recolha (tirar a agua) (foto de Alfredo Pereira).

Escolha da égua para ser utilizada como manequim
pararecolhade sémen

Se se optar por utilizar uma égua para realizar a colheita de sémen esta
deve ser escolhida com alguma precaucgdo. A égua escolhida deve apresentar si-
nais evidentes de cio, para ndo rejeitar o garanhdo e para que este possa montar
sem problemas. Deve também ser uma égua calma e de bom maneio. Deve entdo
ser preparada para a monta com um protetor de pescogo e garrote para evitar
lesGes provocadas pelo garanhdo, deve ser também peada, para que ndo possa
escoicear o garanhdo (figura 21) ou o operador e na rabada deve ser colocada
uma ligadura para evitar lesées no pénis do garanhdo e diminuir probabilidade de
contaminacdo (figura 22). Convém também que os quartos posteriores da égua
sejam limpos. Frequentemente éguas ovariectomizadas também aceitam monta
do garanhdo. A rabada da égua pode também ser atada de modo a que possa ta-
par a entrada davagina, evitando assim a penetracao por parte do garanhao.
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Figura 21: Trauma da regido do pénis e prepucio em garanhao escoceado por égua ndo peada.

Figura 22: Egua peada e limpa para ser utilizada como manequim para recolha de sémen.
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Manequim

Na auséncia de égua em cio ou para garanhdes treinados e com boa li-
bido, a melhor opc¢do para realizar a colheita de sémen é o manequim, ja que
quando este é construido corretamente, reduzem-se consideravelmente os riscos
inerentes para o garanhdo e operador durante as colheitas de sémen. O mane-
guim deve estar forrado com um material resistente, ndo abrasivo e facil de lim-
par. A altura e angulo do manequim devem ser ajustados para cada garanhdo de
forma a que este se sinta o mais confortdvel possivel, o que é particularmente
importante para garanhdes com problemas no dorso e curvilhdes.

Os garanhdes podem ser treinados e ensinados a montar no manequim
(figura 23) e muitos passam a reconhecer o manequim com objeto sexual e rea-
lizam a monta sem necessidade de égua nas proximidades. No entanto, para a
maioria dos garanhdes, ter uma égua em cio nas proximidades do manequim,
aumenta a estimulacdo sexual e facilita a monta e ejaculacdo. Um dos riscos da
utilizagdo do manequim é a ocorréncia de ferimentos ou lesdes no pénis se este
nao for desviado rapidamente no inicio da monta pois o cavalo empurra vigorosa-
mente contra o manequim. Corre-se igualmente o risco de contaminacgao do pé-
nis, se os manequins nao forem devidamente lavados entre colheitas.

Figura 23: Treino do garanhdo para recolha em manequim.
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Colheita em estacao

Por vezes, devido a problemas fisicos do garanhdo que impossibilitem a
monta ou em que esta seja bastante dolorosa para o cavalo, opta-se por realizar a
colheita em estacdo, devendo ser mostrada ao cavalo uma égua em cio para que
este exteriorize o pénis. O pénis deve ser bem limpo e seco, como anteriormente
descrito. Para realizar a colheita em estac¢do introduz-se uma vagina artificial no
pénis ereto e numa posicao paralela ao abdémen e a mao direita deve ser colo-
cada na base do pénis para aumentar a estimulagdo. A pessoa que segura o ga-
ranhdo deve fornecer algum suporte a este, empurrando com o ombro esquer-
do, e do lado direito do garanhdo deve estar uma parede para evitar desloca¢des
laterais. A medida que o garanh3o faz os movimentos de penetragdo na vagina
artificial adota uma postura de cabeca baixa e dorso arqueado. As colheitas em
estacdo tendem a ser caracterizadas por um sémen com menor volume do eja-
culado, menor numero total de espermatozoides e mais tempo até a ejaculacdo
quando comparado com o sémen colhido em égua/manequim. Entre os dois mé-
todos ndo ha diferenca no peso exercido sobre os membros posteriores.

Avaliagaodo sémen

A avaliacdo do sémen é parte integrante do ERG. O valor preditivo desta
avaliacdo é extremamente importante, podendo ser vantajosa a utilizacdo de me-
todologias de avaliacdo mais objetivas e completas, de modo a ser possivel iden-
tificar marcadores fidedignos da fertilidade do garanhdo. De facto, se a existéncia
de sémen de aparente ma qualidade em avaliagcGes laboratoriais esta frequente-
mente associada a subfertilidade, a existéncia de sémen de boa qualidade nado é
garantia de boa fertilidade. Nao é, assim, facil de identificar um Unico teste que
tenha um bom valor preditivo da capacidade fertilizante do sémen. O desenvol-
vimento de novas metodologias, bem como a associacdo de varios testes parece
seramelhor opg¢do. Para se saber se os ejaculados obtidos sao fisioldgicos, devem
realizar-se duas recolhas com intervalo de 1 hora. Para que ambos os ejaculados
sejam representativos devem ter sensivelmente o mesmo volume e motilidade
espermatica, o segundo ejaculado deve ter entre 50 a 60% do numero de esper-
matozoides do primeiro e poderd, eventualmente, ter um pH ligeiramente mais
elevado.

Logo apos a colheita, o sémen deve ser rapidamente levado para o labo-
ratorio sem exposicao a luz e sem sofrer mudancas de temperatura. Todos os ma-
teriais que entram em contacto com o sémen devem estar aquecidos e a uma
temperaturade 372C.
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Cor, cheiro e consisténcia

O sémen puro deve ter uma cor acinzentada ou branca e é ligeiramente
turvo. Aturbidez esta diretamente relacionada com a concentragdo espermatica,
mais turvo significa maior concentragdo. Os ejaculados de baixa concentracdo
tém uma aparéncia mais aguada e os mais concentrados tem uma aparecia mais
cremosa. A urospermia pode ser detetada pela cor amarelada do ejaculado e o
cheiro a urina. Uma cor rosa ou vermelha é indicio de presenga de sangue —
hemospermia (Figura 24 e 25). Um ejaculado avermelhado e com aglomerados
purulentos pode indicar a existéncia de vesiculite.

Figura 24: Coloracdo avermelhada do ejaculado indicativa de hemoespermia.

Figura 25: Aspeto macroscopico e microscopico de sémen com hemospermia apds massagem
transrectal para desobstrugdo de ampola ocluida (foto cedida por Miguel Blielbernicht).
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Volume filtrado

Se ndo foi utilizado filtro acoplado ao liner interno durante a colheita de
sémen, o primeiro procedimento a fazer no laboratdrio seréfiltrar o sémen (figura
26) para remocdo dos detritos e da fracdo de gel. A determinacdo do volume é
feita apos filtracdo. O método mais utilizado para medir o volume é a colocacgdo
do ejaculado num tubo cilindrico graduado e realizacdo da leitura. Outro método
também usado, e considerado por alguns autores como mais objetivo é a pesa-
gem em balanga de precisdao, em que se considera que cada grama de sémen
equivale a 1 mililitro (figura 27).

Figura 27: Avaliagdo do volume filtrado com balanga de precisdo.
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A determinagdo do volume é necessaria para calcular o nUmero de esper-
matozoides totais no ejaculado. O volume do ejaculado varia entre 50 e 120 mL
dependendo de varios fatores como a sobrexcitacdo, tempo de colheita, época do
ano, frequéncia das colheitas, raca e idade do garanhdo. O volume médio calcu-
lado em garanhdes Alter Real foi de 57,1 + 24,1 mL (n=227). Numa analise de 449
ejaculados no Centro de Reproducdo Animal de Vairdo obteve-se um volume mé-
diode 68,7+46,5 mLem cavalos Puro Sangue Lusitano (PSL).

pH

O pH normal do ejaculado de um garanhdo variaentre 7.2a 7.7 e pode ser
medido com qualquer aparelho medidor de pH. O pH pode ser influenciado pela
época de ano, concentracdo e frequéncia de ejaculacdo. Existe uma correlacdo
negativa entre a concentracdo de espermatozoides e o pH, assim uma menor con-
centracdo de espermatozoides esta relacionada com pH mais elevado do ejacula-
do. Um pH acima dos valores de referéncia pode estar associado a urospermia ou
infe¢do do trato genital masculino.

Concentragao

A avaliacdo da concentracdo é essencial para determinar o nimero de
espermatozoides totais no ejaculado, o que por sua vez é também fundamental
para a preparacdo de doses para inseminacao artificial ou para refrigeracéo e con-
gelacdo de sémen. Existem varios métodos de avaliacdo da concentragdo de sé-
men.

Espectrofotometria

Provavelmente este é o método mais pratico e rapido de avaliar a concen-
tracdo de um ejaculado, mas também o menos preciso pois nao diferencia esper-
matozoides dos restantes tipos de células que podem existir num ejaculado, po-
dendo também ser influenciado pela sujidade do sémen. O método de analise
com espectrofotdmetro consiste em fazer passar um feixe de luz pela amostra
que é analisado posteriormente por um fotodetector. A absorvancia daamostra é
entdo convertida pelo préprio leitor em concentracdo de espermatozoides, sen-
doaquantidade de luz que atravessa a amostra inversamente proporcional a con-
centracdo espermatica. E importante referir que estes aparelhos s3o adequados
apenas para medira concentragdo espermatica em amostras de sémen puro, pois
os diluidores, sendo opacos diminuem a absorcao da luz, dai resultando numa
leitura da concentracdo artificialmente mais elevada. Por outro lado a inadequa-
dalimpeza do pénis pode conduzir a erros na medig¢do da absorvancia, pois os de-
tritos orgadnicos aumentam a opacidade da amostra. Existem varios modelos co-
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merciais de espectrofotdmetro com diferentes softwares disponiveis. Deve ter-se
em atencdo o correto enchimento da célula de contagem pois a existéncia de bo-
Ihas de ar ou sujidade pode prejudicar a leitura (figura 28).

Figura 28: Enchimento incorreto da cuvete de medi¢do com presenca de bolha de ar que altera a lei-
tura no espectrofotdmetro.

Contagem em hemocitémetro

Existem varios tipos de hemocitdmetro, sendo que os mais frequente-
mente utilizados sdo a cdmara de Burker e a camara de Neubauer (geralmente
Neubauer modificada). O hemocitdmetro apresenta duas cdmaras centrais retan-
gulares alinhadas na vertical. Dentro das camaras é gravada a laser uma grelha de
linhas e, para determinar a concentracao, devem ser contados ao microscépio os
espermatozoides presentes dentro dessa grelha. A cdmara de contagem tem uma
area e profundidade pré-determinadas, sendo assim possivel determinar o volu-
me da amostra a analisar. Utilizando como modelo a camara de Neubauer
modificada, os 25 quadrados de cada lado da camara, representam uma area de
1 mm quadrado. A profundidade do hemocitdmetro é de 0,1 mm. Portanto, o
volume éde0,1uL (1x1x0.1).

Devido a variagGes na amostra, para que a contagem seja o mais exata
possivel, dever-se-a idealmente fazer contagem nas duas camaras. Se a diferenca
da contagem entre as camaras for igual ou superior a 15% conclui-se que houve
erros na preparacdo da amostra ou enchimento da camara e repete-se o pro-
cedimento. Para avaliar a concentragao espermatica com hemocitémetro exis-
tem varios passos ater em ateng¢do, como se descreve em seguida.
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Técnica de utilizacdo do hemocitometro (Neubauer modificada)

A diluicdo mais frequente é de 1:100. No entanto se o sémen for muito
concentrado pode aumentar-se a dilui¢do, e inversamente, se o sémen for pouco
concentrado pode diminuir-se a concentra¢do, ou mesmo utilizar sémen puro,
sendo apenas necessario colocar naférmula de calculo a diluicdo utilizada.

1. Diluir o sémen puro a 1:100 (10 pL: 990 uL) em formalina tamponada a
10% ou 4gua da torneira que imobiliza os espermatozoides por choque
osmotico; homogeneizaraamostra.

2. Montar a camara; apds homogeneizar a amostra diluida encher por ca-
pilaridade ambos os lados da camara (figura 29) e esperar 5 minutos.

3. Observar com objetiva de 10 a 20 %, para localizar a grelha central. A gre-
Iha central é formada por um conjunto de quadrados 5x5, cada quadra-
do subsequentemente dividido em 4x4 quadrados menores (figura 30).

4. Contar todos os espermatozoides com mais da metade da cabeca do es-
permatozoide dentro da drea sombreada. Para espermatozoides que se
encontram exatamente com metade da cabeca na borda da 4rea som-
breada, conta-se apenas as cabecas que se encontram nas linhas supe-
rior e direita do retdangulo, isso impede a contagem do mesmo esperma-
tozoide duas vezes em quadrados adjacentes.

5. Contar os espermatozoides nos 5 quadrados em diagonal com objetiva
de 20 ou de 40 em ambos os lados da camara e calcular a média. Multi-
plicar por 5 para termos o n.2 de espermatozoides nos 25 quadrados.
Comoantesdiluimosa 1:100 temos ainda de multiplicar por 100.

6. Na medida em que o volume da camara é de 0.1 ulL para termos o n.2
de espermatozoides em 1 mL temos de multiplicar o valor obtido por
10000.

Exemplo:
Média de espermatozoides contados nas duas camaras em 5 quadrados: 50
50x5=250espermatozoidesem 0.1pL;

250x100=2500spz (diluicdo da amostra)
2500000 x 10000 = 250 x 10°/ mL para termos a concentra¢do por mL
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Figura 30: Camara de Neubauer modificada. Contam-se os espermatozoides que estdo na linha su-
perior e direita (linhas vermelhas).

A contagem das células espermdticas em camara é fundamental para
amostras menos concentradas (<100 *10°) ou apds adi¢do de diluidores ao sé-
men, o que invalida o uso de espectrofotdmetro.

NucleoCounter NC-100 (ChemoMetec, Dinamarca)

Este equipamento, desenvolvido recentemente, permite avaliar rapida-
mente a concentracdo e, com base na ligacdo do iodeto de propidium com o ADN
das células espermaticas, estimar a viabilidade dos espermatozoides. Oferece,
assim, elevada especificidade e repetibilidade, ndo sendo influenciado pela utili-
zacdo de diluidores, células somaticas ou detritos. Apesar do custo associado do
aparelho e despesa com cuvetes para cada leitura, é extremamente util, sobre-
tudo em amostras muito ou pouco concentradas e apds a adicdo de diluidor. O
processo é rapido, o que constitui uma enorme vantagem relativamente a utili-
zacdo do hemocitdometro, permitindo uma diluicdo e processamento rapido das
amostras.
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CASA (computer assisted sperm analysis)

Os sistemas computorizados de andlise de sémen também podem ser
utilizados para avaliar a concentracdo. Apresentam, no entanto, varias limitacGes
técnicas, nomeadamente a dificuldade de padronizar o volume e a profundidade
das camaras, na medida em que o hemocitdometro utilizado para a contagem ma-
nual, tem excesso de altura para poder ser utilizado como camara para avaliacdo
com estes sistemas. Assim, apesar de podermos ter uma ideia da concentragdo
pelos valores indicados por estes sistemas, os mesmos acabam por, de um modo
geral, ndo ser utilizados para esta determinacao.

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo, permite a contagem de células apds a sua marcacao
com um flurocromo, podendo ser usada para determinar a concentracdo de uma
amostra de sémen. A complexidade da preparacdo das amostras bem como o
elevado custo do equipamento impede a sua utilizagdo por rotina (ver 2.4.).

Motilidade

A avaliagdo da motilidade do sémen é, sem duivida, um dos fatores mais
importantes na avaliacdo da capacidade fertilizante do mesmo. A motilidade é
apontada por muitos autores como um dos principais fatores que se correlaciona
com afertilidade, sendo, no entanto, um dos parametros medido com maior sub-
jetividade. A avaliacdo da motilidade é feita em microscépio com platina aqueci-
da (372C) colocando-se uma gota de sémen entre lamina e lamela, utilizando-se
uma ampliacdo de 200X a 400X. Deve ter-se o cuidado de deixar estabilizar a
amostra e de utilizar sempre o mesmo volume (5 a 10 ul) e concentragdo seme-
lhante (50-100 *10° espermatozoides/mL). Isto porque, diferentes volumes e di-
ferentes concentra¢des podem induzir o avaliador em erro. A utilizagdo de mi-
croscopio com contraste de fases aumenta a equidade da observacgdo visual.
Devem observar-se 5-6 campos e ter em aten¢do a manutengdo da temperatura e
nao deixar secar a amostra, utilizando preferencialmente a regido central da la-
mela. No garanhdo a motilidade individual pode ser observada em sémen fresco,
no entanto, recomenda-se a utilizacdo de um diluidor, pois o sémen puro tem
tendéncia a aglutinar-se e, se o ejaculado for demasiado concentrado, os esper-
matozoides podem ter dificuldade em movimentar-se ou pode ser impossivel a
corretaavaliagao dasuatrajetoria.

A motilidade pode classificar-se em motilidade total, motilidade progres-
siva e velocidade. A motilidade total consiste na percentagem de espermato-
zoides méveis independentemente da trajetdria efetuada. A motilidade progres-
siva, consiste na percentagem de espermatozoides que tém um movimento linear
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ou ligeiramente curvilineo, progressivo. No caso do garanhdo muitas vezes pode
ser subestimada na medida em que dada a insercao abaxial da cauda do esper-
matozoide, o movimento tem tendéncia a ser ligeiramente curvilineo. A veloci-
dade é medida numa escala arbitrariade 0 a4 em que 0 é imdvel e 4 muito rapido.

Sendo a motilidade uma das caracteristicas que pode se mais subjetiva na
avaliacdo visual, é um dos principais parametros que é considerado na avaliagdo
computorizada de sémen (CASA, ver 2.4. Técnicas complementares na avaliagdo
desémen).

A motilidade dos espermatozoides pode ser artificialmente afetada por
diferentes fatores, nomeadamente fatores associados a sua manipulagdo como a
utilizacdo de excesso de gel na vagina artificial, temperatura da platina e do dilui-
dor, e modo de preparag¢do da amostra. Garanhdes na puberdade ou garanhdes
noinicio da época que ndo estdo a ejacular regularmente podem apresentar dimi-
nuicdo da motilidade. Outras alteracdes que podem também afetar a motilidade
podem ser a existéncia de doenca noutros sistemas que, originando febre, podem
conduzir a alteracdo da espermatogénese. A existéncia de processos degenera-
tivos associados a idade ou a altera¢des inflamatdrias ou trauma testicular pode
também estar associada a alteracao da motilidade.

Morfologia

Aavaliacdo da morfologia é parte integrante do espermograma, podendo
0 aumento de formas anormais estar associado a subfertilidade e mesmo infer-
tilidade.

A morfologia espermatica é analisada no microscépio 6tico a uma am-
pliacdo de 1000x com imersdo em dleo, em esfregacos de sémen corados (ex.
eosina-negrosina ou MG Quick por exemplo figura 31 e 32), podendo ser também
avaliada sem colora¢do, com recurso a microscopia de contraste de fases. Neste
ultimo caso, os espermatozoides sdo imobilizados diluindo uma gota do ejacula-
do em formol salino ou numa solucdo de glutearaldeido a 0.2% em solugao tam-
pao e colocando uma gota numa lamina, coberta por uma lamela. Devem ser
observados entre 200 a 300 espermatozoides e classificados de acordo com o
defeito morfoldgico que apresentem. Os defeitos encontrados normalmente po-
dem ser categorizados em cabecas soltas, defeitos da cabeca, perda ou anomalia
de acrossoma, gota citoplasmatica proximal, gota citoplasmatica distal, varios
defeitos de peca intermédia, cauda enrolada (figura 31 e 32). Podem ser estabe-
lecidas diferentes categorias, com maior grau de precisdao das anomalias deteta-
das, e que permitem uma informacdo mais precisa da qualidade do ejaculado.
Existem varias fichas modelo (anexo 1) que podem ser utilizadas para registo dos
dados. Se ocorrerem multiplas anomalias por célula espermatica, estas anoma-
lias podem ser registadas de duas formas: apenas uma anomalia por esperma-
tozoide, registando-se a que se considere mais grave, (normalmente defeitos de
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cabeca tomam precedéncia sobre defeitos da peca intermédia e da cauda, e de-
feitos da peca intermédia tomam precedéncia sobre defeitos da cauda), ou, mais
corretamente registar todos os defeitos da célula espermatica. Neste caso, para
além da percentagem de células normais, os nUmeros mostram o numero de de-
feitos ndo o nimero de células anormais o que torna a interpretagdo mais com-
plexa. Independentemente da forma de registar anomalias, é necessario estar
ciente de que uma elevada incidéncia de multiplas anomalias por célula esper-
matica sugere alteracdo grave da espermatogénese. Devemos ter especial cuida-
do na preparag¢do das amostras pois uma manipula¢do incorreta pode induzir
alteragdes a morfologia, por exemplo com excesso de cabegas soltas, por elabo-
ragao incorreta do esfregago, ou caudas enroladas associadas a solugdes hipos-
moticas.

Os defeitos na cabeca e cauda do espermatozoide afetam a sua motilida-
de, o que compromete o seu movimento dento do Utero da égua. Estudos in vitro
revelaram que espermatozoides com defeitos na cabeca podem apresentar difi-
culdades na fecundagdo. As alteracées da morfologia podem estar também asso-
ciadas a altera¢des da espermiogénese, degeneracao testicular, inflamacao do
testiculo ou epididimo e stress térmico.

Alguns autores classificam as alteracdes de morfologia em alteragdes pri-
marias (alteragGes ocorridas na espermatdgenese), secundarias (associadas ao
armazenamento extragonadal, principalmente no epididimo) e tercidrias, devi-
das a manipulac¢do. Dado existirem algumas alteracdes que podem estar enqua-
dradas em qualquer uma destas categorias (como por exemplo cabecas soltas)
esta classificacdo ndo é, atualmente, muito utilizada. O potencial efeito das dife-
rentes anomalias na capacidade fertilizante e o seu significado biolégico deve ser
avaliado caso a caso, mas na generalidade considera-se que um ejaculado “nor-
mal” ndo deve ter mais do que 30% de formas anormais nem mais do 10% da
mesma anomalia.

«

A B c E

Figura 31: AlteracGes da morfologia dos espermatozoides. A espermatozoide normal; B cabega
destacada; C cabegadupla; D e Eanomalia da acrossoma (Coloragdo MGQuick ampliagdo 1000X).
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Figura 32: Altera¢Ges da morfologia dos espermatozoides. A Pecga intermédia enrolada; B peca
intermédia dobrada; C gota citoplasmatica distal; D cauda enrolada/dobrada (Coloragdo MGQuick
ampliagdo 1000X).

Avaliagdo das glandulas sexuais acessérias

As glandulas sexuais acessorias podem ser avaliadas por palpagdo e eco-
grafia transrectal. Apesar da sua avaliagcdo ndo ser incluida por rotina deve ser
equacionada quando se encontram células polimorfonucleares ou sangue no sé-
men sem origem Abvia na genitalia externa, e em situacdes da azoospermia, falha
na ejaculacdo ou ejaculagées intermitentes em particular se existir elevada per-
centagem de cabecas soltas ou sinais clinicos sugestivos de ampola ocluida (figura
25). Em regra, visualiza-se a proéstata (figura 33) e as vesiculas (estas apenas apds
estimulagdo sexual), podendo também observar-se na ecografia transretal as am-
polas, nomeadamente quando dilatadas (figura 34).
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Figura 33: Ecografia transretal: prostata.

Figura 34: Ecografia transretal: ampolas em segdo transversal.

Critérios minimos para aprova¢ao de um garanhdao como reprodutor

Para emitir um relatério/parecer sobre o potencial fértil de um garanhdo
devem integrar-se os varios parametros referidos. De modo resumido o garanhao
deve:

e Ter capacidade de cépula;

e Estar livre de afe¢Ges hereditarias;

* Ter os dois testiculos na cavidade escrotal e um diametro bitesticular total
minimode 8cm;

e Teruma produc¢do minima de 1,1 x 10° SPZ méveis e normais.
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Deve ainda ser livre de Klebsiella pneumoniae, de Pseudomonas aerugi-
nosa e de Taylorella equigenitalis (cultura obtida a partir do pénis e uretra) bem
como de artrite viral equina. Note-se que, embora as duas primeiras bactérias
sejam, por regra, resistentes a diversos antibioticos, existem formas de utilizar
garanhGes portadores, entre elas a inseminacao artificial e técnicas de contami-
nacdo minima. A Taylorella equigenitalis responde a antibiodticos e antissépticos,
mas como anteriormente referido, o isolamento desta bactéria implica declara-
¢do obrigatdria as autoridades veterinarias e tratamento dos reprodutores afe-
tados. Estes animais podem voltar a ser utilizados apds 3 testes negativos para
pesquisa da bactéria, confirmado por autoridade competente.

2.4.Técnicas complementares na avaliagdo de sémen
CASA (computer assisted sperm analysis)

Consiste num sistema que projeta imagens sucessivas de uma suspensao
de sémen, para uma matriz de detetores que identifica as células de acordo com a
intensidade de pixels através de captacdo de imagens sucessivas. O sistema inclui
um microscopio de contraste de fases e com platina aquecida, acoplado a uma ca-
mara que, posteriormente, estd ligada a um computador que possui um software
especifico para extrairinformacéo (figura 35). Apesar de ser um sistema de avalia-
¢do objetivo é extremamente importante partir do principio que, para que pos-
sam ser feitos estudos comparativos, é imprescindivel a utilizacdo de amostras
obtidas de forma idéntica e analisadas com definicGes semelhantes. Consequen-
temente, resultados obtidos por diferentes laboratdrios, mesmo com equipa-
mento idéntico, ndo sdo compardveis.

Figura 35: Sistema computorizado de avaliagdo de sémen (CASA).
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Uma das principais indicacdes para a utilizacao destes sistemas compu-
torizados é avalia¢do da cinética espermatica. A cdmara de alta resolugdo realiza
videos de tempo definido, sendo geralmente captados cerca de 200 esperma-
tozoides porimagem. Este sistema permite a obtencao de umaimagem tridimen-
sional sendo a resolucdo lateral definida pelos eixos X e Y (alterag¢Ges ao longo do
campo na horizontal) e resolucdo axial definida pelo eixo Z (altera¢des ao longo do
campo em profundidade).

Para uma correta interpretacdo dos dados é imprescindivel ter cuidados
na preparacdo da amostra nomeadamente diluicGes/concentracGes semelhan-
tes. As amostras a avaliar devem ter o mesmo volume e deve a utilizar-se o mes-
mo suporte fisico (camara, lamina lamela). Devem utilizar-se concentragdes entre
0s 25 e 0s 100 milhdes por mL, dependendo a dilui¢do da concentragao inicial do
ejaculado. Como suporte fisico para a amostra podem utilizar-se as camaras proé-
prias dos fabricantes (Leja, ISA, WHO) ou lamina e lamela tendo neste ultimo caso
de se ter atencdo a utilizacdo de um volume fixo, entre 5a 10 pul e o cuidado de se
observar no centro da lamela, utilizando sempre lamelas da mesma dimensdo. A
selecdo dos campos a observar pode ser automatica ou manual. A imagem deve
ser focada pela imagem que se vé no monitor do computador e ndo pela obser-
vacdo daocular.

Deve utilizar-se sempre o mesmo contraste e intensidade de luz, de mo-
do apodermos comparar amostras entre si. [dealmente recomenda-se um tempo

de exposicdo: < 0,02 segundos e uma frequéncia de capta¢do de imagens = 50
imagens por segundo (frame rate).

Este sistema permite a avaliagdo de varios parametros de motilidade que
se prendem ndo s6 com o tipo de movimento (progressivo ou ndo, percentagem
de linearidade), mas também com a velocidade dos espermatozoides (Figura 36).

LIN: linearidade do caminho
curvilineo (linearity of the
curvilinear path)

CASA: software e out put

Centroids

e VCL: Velocidade curvilinea
* Motilidade: Bl Giias (curvilinear velocity)
BCF: frequéncia de batida 3

cruzada (beat-cross frequency) STR: linearidade do trajeto

médio (straightness of the
average path)

Cunvilinear path

VAP: velocidade do trajeto
médio (average path velocity)

ALH: amplitude de movimentos
laterais da cabeca (amplitude
of lateral head displacement)

“==—a.VSL: velocidade linear
(straight line velocity)

Figura 36: Parametros de motilidade avaliados pelo CASA (adaptado de Amann, e Waberski, 2014).
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Quando se faz a avaliacdo da motilidade obtém-se imagens (figura 37)
que permitem visualizar o trajeto dos espermatozoides, de tal forma que as cores
diferentes indicam diferentes velocidades (amarelo: estaticos, verdes: lentos,
azuis: velocidade média e vermelho: rapidos). Deve esperar-se até que a imagem
estabilize, ja que a existéncia de movimentos de arraste dos espermatozoides
provoca erros na interpretacao dos dados obtidos.

A partir do relatério do CASA pode obter-se informacgdo sobre a percen-
tagem total de espermatozoides mdveis e mdveis progressivos, bem como as ve-
locidades (expressas em média + desvio padrdo). O sistema permite igualmente
estabelecer classes de espermatozoides em fun¢do do tipo de motilidade e da ve-
locidade (figura 38). Para que possamos interpretar corretamente estas informa-
¢Oes é essencial definir muito claramente os padrdes de avaliagdo, nomeada-
mente a linearidade e as classes de velocidade (alta, média ou baixa), ja que sé
com estas definicGes se podem comparar resultados. Dada a elevada percen-
tagem de trajetdrias curvas dos espermatozoides de equino, e devido a auséncia
de qualquer relacdo entre motilidade progressiva medida por CASA e fertilidade,
e ao facto de resultados indicarem que a motilidade total foi o parametro com a
maior correlacdo com a taxa de gestacao por ciclo, varios laboratdrios sé repor-
tam a motilidade total, e ndo a progressiva.

Figura 37: Imagem obtida por avaliagdo com o CASA. As setas brancas indicam movimentos de
arraste por nao estabilidade daamostra.

Seqnpagrdnd o emccidng
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Figura 38: Avaliagdo por CASA: classes de espermatozoides em fungdo da velocidade e linearidade
do movimento.
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Citometria de fluxo

De modo resumido a avaliagcdo do sémen por citometria de fluxo implica:

1. Preparacdo da amostra e incubag¢do com um fluorocromo/sonda (corante
fluorescente) que se ira ligar a diferentes componentes das células esper-
maticas em fung¢do do que pretendemos avaliar; por exemplo, o iodeto de
propidium vai corar as membranas dos espermatozoides mortos.

2.Umsistemadeinje¢do que cria um fluxo de células.

3. Um sistema ético que inclui sensores, um ou mais /lasers e varios fotodete-
tores.

4. Um sistema digital que fara a andlise de dados.

A grande vantagem deste sistema é que permite avaliar um grande nu-
mero de células (cerca de 10 000) aumentando grandemente a precisio e objeti-
vidade da avaliacdo. Por outro lado, possibilita uma grande rapidez na analise das
amostras e uma enorme precisao, ja que os flurocromos ligam-se a organelos e
componentes celulares especificos. Globalmente, em termos de avaliagdo de sé-
men este sistema permite determinar a concentra¢do e também a viabilidade do
mesmo. As diversas sondas podem ser utilizadas individualmente ou combina-
das, permitindo detetar a viabilidade (os espermatozoides nao vidveis ou altera-
dos—SYBR14, Yo-Prol), detetar indiretamente o potencial de motilidade através
da avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (JC-1, Mitotracker); verifi-
carafragmenta¢aodo ADN, e aintegridade do acrossoma (PNA).

Uma vantagem adicional desta técnica podera ser a sexagem do sémen.
No entanto, no garanhdo esta ndo é ainda uma opc¢ao de rotina.

2.5. Outros parametros a avaliar no exame do garanhao
Longevidade e resisténcia do sémen arefrigera¢do e criopreservagao

Em situagdes em que o garanhdo se destine a utilizagdo com sémen crio-
preservado, é extremamente importante avaliar a sua resisténcia a criopreser-
vacdo, descongelando uma palhinha e observando a taxa de motilidade, ja que de
facto uma percentagem elevada (mais de 30%) dos garanhdes sdo maus “con-
geladores”.

No que concerne ao sémen refrigerado, geralmente é avaliado paraa mo-
tilidade as 24, 48 e 72 horas ap0s refrigeracao, tendo em consideracdo que o sé-
men de muitos garanhdes é sensivel a esta refrigeracao.

Alternativamente pode avaliar-se sémen mantido a temperatura am-
biente, protegido da luz, fresco ou diluido, sendo avaliada a motilidade de hora a
hora. Neste caso, deve ter idealmente mais de 10% de motilidade 6 horas apds a
colheita.
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3.Eguareprodutora
3.1. Anatomia e fisiologia reprodutiva da égua
O trato reprodutivo da égua pode dividir-se em duas partes: externa,

constituida pelo perineo, vulva e vestibulo; e interna, composta pela vagina, cér-
vix, Utero, ovidutos e ovarios (figura 39).

- reto vestibulo
D
\
ova rio/ )
vulva
Corno
uterino

Bexiga cérvix  vagina

Figura 39: Anatomia do trato reprodutivo da égua (adaptado de Brinsko, 2011).

Perineo

O perineo ou regido perineal estende-se da regido da sinfise pubica até a
base da cauda (figura 40).

Vulva
E aterminacdo caudal do trato genital e representa a primeira barreira de
protecdo do trato reprodutivo feminino. Tem, aproximadamente, 12-15 cm de al-

tura e é composta por labios vulvares, comissura dorsal, comissura ventral e jun-
¢do mucocutanea.
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Clitoris

E composto pelos musculos retrator do clitéris, constritor vulvar e cons-
tritor vestibular (que atuam na contra¢do durante estro) e pelas glandulas seba-
ceas clitorianas. Divide-se em glande do clitéris, prega frenular transversa, fossa
do clitdris, seios clitorianos lateral e medial e recessos lateral e medial.

Figura 40: Genitalia externa na égua: perineo.

Vestibulo

Encontra-se situado ao longo do assoalho pélvico e tem aproximada-
mente 10-12 cm de comprimento e orientacdo ventrodorsal. E composto por mu-
cosa, glandulas vestibulares e pelos musculos constritores vestibulares. Apre-
senta, na sua por¢do mais cranial, uma prega transversa vestibulo-vaginal, que
constituia segunda barreira anatdomica de protecdo do trato genital. Em éguas vir-
gens a prega prolonga-se em ambos os lados formando o himen. Ocasionalmente
o himen rodeia toda a prega vestibulo-vaginal e mantém-se imperfurado (himen
persistente). Caudalmente a prega vestibulo-vaginal, localiza-se a abertura exter-
nadauretra.
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Vagina

E um 6rgdo tubular, com aproximadamente 10 a 20 cm, que se estende
cranialmente a prega vestibulo-vaginal. Normalmente, encontra-se colapsado,
exceto aquando da cobricdo, parto ou inseminagdo. O fornix vaginal é um recesso
anular formado pela jungdo das paredes vaginais cranialmente, onde se localiza a
porcdo vaginal da cérvix (orificio externo da cérvix).

Utero

Encontra-se suspenso na cavidade pélvica e abdominal pelo ligamento
largo e tem uma estrutura tubular em forma de “Y”.

O utero pode dividir-se em 3 porgdes: a cérvix, na parte cranial da cavi-
dade pélvica, com aproximadamente 5-7 cm, composta por tecido muscular e
conjuntivo, que constitui a terceira barreira anatémica do trato genital, o corpo
com aproximadamente 18-20 cm, que se bifurca em 2 cornos uterinos com apro-
ximadamente 20-25 cm de comprimento e unidos pelo ligamento intercornual
(figura 41). Internamente o Utero é revestido por 3 camadas: perimétrio, mio-
métrio e endométrio. A porcdo do ligamento largo que se une ao Utero denomina-
-se de mesométrio e, na égua, insere-se dorsalmente, impedindo a retra¢do do
Utero para a cavidade pélvica durante a palpacdo transretal.

Cornos uterinos

Figura 41: Trato reprodutivo da égua: porgdo interna.
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A porgdo serosa mais externa (perimétrio) e camada muscular longitu-
dinal possuem uma vasculariza¢do que é continua com o ligamento largo. O mio-
métrio inclui uma porgdo circular interna e uma porgao longitudinal externa, con-
tinua com a porcao muscular do oviduto, sendo responsavel pelo aumento do t6-
nus uterino. A por¢do mais interna, endométrio, tem uma funcao glandular e se-
cretora, sendo que o seu limen esta geralmente oculto na égua nao gestante,
pelas paredes uterinas colapsadas e pregas endometriais (figura 42), as quais se
dispéem longitudinalmente na parede uterina.

Figura 42: Pregas endometriais (foto de Maria José Vila-Vigosa).

A cérvix é revestida internamente por um epitélio contendo células se-
cretoras responsaveis pela producao de muco, mais fluido durante o estro para fa-
cilitar a lubrificacdo, e mais espesso durante o diestro para funcionar como bar-
reira de defesa. As pregas longitudinais da cérvix sdo continuas com as do Utero. A
existéncia apenas de pregas longitudinais na cérvix facilita o acesso transvaginal
ao Utero, ao contrario do que se passa nos ruminantes.

Ovidutos

Sao tubos longos e tortuosos com 20-30 cm de comprimento, que se di-
videm em 3 partes: o istmo (porg¢do mais estreita que se liga aos cornos uterinos),
a ampola (porgdo intermédia onde ocorre a fecundacgdo e as fases iniciais do de-
senvolvimento embrionario) e o infundibulo (por¢do em forma de funil, mais per-
to do ovdrio, que capta o ovécito aquando da ovulagdo).

O oviduto abre-se no Utero através da papila ovidutal, sendo que o sémen
chega ao oviduto através da jungdo uterotubdrica, localizada no centro da papila
ovidutal, a qual se projeta na extremidade dos cornos uterinos.
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Ovarios

A sua posicdo é variavel, mas, geralmente estdo situados ventralmente a
4.2 e5.2vértebralombar. O ovario direito estd, geralmente, em posi¢cdo mais cra-
nial e dorsal. Numa égua adulta, os ovarios apresentam tamanho variavel con-
soante a época do ano, entre os 2-4 cm de comprimento no periodo de anestro e
6-8 cm na época reprodutiva. Possuem uma superficie convexa, aderida ao meso-
vario por onde se estabelece a irrigacdo e inervagao, e uma superficie concava li-
vre, onde se situa a fossa de ovulagdo (figura43 e 44).

Fossa da (£ . Foliculo
ovulacao s

L™ Oviduto

Figura 43: Ovario da égua (foto de Maria José Vila-Vigosa).

FOSSA DE

Figura 44: Ovério da égua: fossa de ovulacdo (foto de Ana Costa).
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Todo o ovario, exceto a fossa de ovulagdo é revestido por uma camada de
protegdo, a tunica albuginea. Contrariamente ao que se passa nas outras espé-
cies, apresentam uma zona cortical mais interna, onde se encontram estruturas
foliculares e luteinicas, e uma zona medular ou vascular, mais externa, composta
por células intersticiais (estroma) que fornecem suporte a porgao cortical (figura
45). O ovario tem simultaneamente uma fung¢do enddcrina (produgao de hormo-
nas) e ndo enddcrina (gametogénese).

Figura 45: Ovarios da égua: zona medular e cortical (foto de Maria José Vila-Vigosa).

Cicloreprodutivo da égua

Os equinos sdo uma espécie poliéstrica sazonal, ou seja, as éguas apre-
sentam ciclos éstricos consecutivos durante a estacdo reprodutiva, a qual corres-
ponde a época de fotoperiodo crescente (primavera e verao).

O ciclo éstrico, definido como o intervalo entre duas ovula¢des conse-
cutivas, tem a duracdo de 21-24 dias. De um modo geral, considera-se a existéncia
de quatro fases distintas ao longo do ciclo éstrico: estro, metaestro, diestro e pro-
estro. Na égua, na medida em que ndo existem proestro e metaestro bem defini-
dos, considera-se, frequentemente, em termos praticos, a existéncia apenas da
fase de estro e de diestro.
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Durante o estro, correspondendo a nivel ovarico a fase folicular, a égua
apresenta sinais comportamentais de cio e o trato reprodutivo apresenta condi-
¢Oes favoraveis ao transporte de gametas masculinos e ocorréncia de fecunda-
¢do. O aumento da concentrac¢do de estradiol, produzido pelos foliculos em cres-
cimento, associado a baixas concentra¢des de progesterona (<1 ng/ml), é respon-
savel pelo comportamento de estro/cio, o qual, na égua, se caracteriza pela acei-
tacdo do macho, recetividade sexual, abaixamento da garupa, afastamento da
cauda e micgdo frequente, com movimentos do clitdris e eversao vulvar (figura
46). O estrotem a duracdo de 5 a9 dias, dai resultando a variabilidade encontrada
na durac¢do do ciclo éstrico na égua, que é mais longo no inicio e final da época
reprodutiva (menos horas de luz) e mais curto no pico da época (mais horas de
luz).

Figura 46: Eversdo vulvar e afastamento da cauda: sinais de cio na égua.

A ovulacgdo (dia 0) ocorre, em geral, 24-48 horas antes do fim do es-
tro,formando-se entdo o corpo luteo (CL) e iniciando-se a fase luteinica, que cor-
responde a fase de diestro na égua. Durante a fase luteinica a égua ndo esta re-
cetiva ao garanhdo e o Utero, sobre a influéncia da progesterona produzida pelo
corpo luteo, desenvolve condicGes para o estabelecimento de gestacdo, caso te-
nha ocorrido fecundacdo. A fase luteinica dura cerca de 14 a 15 dias, sendo a sua
duracdo menos varidvel que a da fase folicular. Assim, entre o dia 13 e o dia 16, se
nao houver fecundacdo, vai haver producdo de prostaglandina F2 alfa (PGF2a)
pelo endométrio, a qual induz a lutedlise e subsequente diminui¢do da concen-
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tracdo de progesterona. O CL da égua parece ter maior sensibilidade a acdo da
PGF2a €, ao contrario dos ruminantes, a PGF2a na égua atinge o ovdrio através da
circulacdo sistémica, ndo existindo o mecanismo de contracorrente (entre as
veias uterinas e artérias ovaricas) tipico dos ruminantes. O tempo entre a lutedli-
se e o inicio do cio e ovulacdo do ciclo subsequente depende do didametro do
foliculodominante aquando da lutedlise.

A regulacdo hormonal do ciclo éstrico envolve o eixo hipotdlamo-hipofi-
sario-gonadal e o endométrio (Figura 47). AGnRH (fator de libertacdo de gonado-
trofinas) é secretada de modo pulsatil pelo hipotdlamo, induzindo a libertagao de
LH (hormona luteinizante) e FSH (hormona foliculo-estimulante) pela adenohi-
pofise. A LH e FSH sdo libertadas na circulagdo sanguinea e atuam a nivel ovarico.
Durante o estro aumenta a frequéncia da secrec¢ao pulsatil de GnRH e conse-
quentemente de LH e FSH, sendo que cada pulso de GnRH induz um pulso de LH.
Mais de 80% dos pulsos de LH sdo acompanhados por pulsos de FSH, indo esta
hormona estimular o recrutamento e crescimento folicular, multiplicacdo das cé-
lulas da granulosa e formacao de recetores para LH. A LH é responsdavel pela matu-
racdo folicular, producdo de estrogénios, ovulacgdo e luteinizagao.

FASE = Hipotalamo E FASE
FOLICULAR:

LUTEINICA:
ESTRO
t GnRH

-Iv GnRH | DIESTRO
-LH
+FSH
A \ + Progesterona

v

PGF,,

Figura 47: Ciclo éstrico: regulagdo hormonal.
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Na égua existe alguma divergéncia nos padrdes de secrecdo da FSH e LH
ao longo do ciclo éstrico, o que podera estar relacionado com diferentes padrdes
de regulacdo e secre¢do. Durante a fase folicular ocorre um aumento da frequén-
cia da secrecdo pulsatil de GnRH, o qual conduz ao aumento da secregdo pulsatil
de LH e FSH. O aumento da LH, na fase periovulatdria, € acompanhado por um pe-
gueno aumento de FSH, a qual declina rapidamente enquanto a concentra¢do de
LH atinge o seu maximo. Ao contrario das outras espécies, ndo ha propriamente
uma onda pré-ovulatdria de LH, sendo que a sua concentra¢do se mantém alta
durante o estro e ao longo de varios dias, atingindo mesmo a maior concentragao
apods a ovulagdo. Uma segunda elevagdo de FSH, mais proeminente, ocorre du-
rante a fase luteinica, sem estar associada a nenhum aumento de LH e sendo va-
ridvel de égua para égua.

O crescimento folicular na égua ocorre por ondas, podendo existir uma a
duas ondas aolongo do ciclo éstrico. Cada onda de crescimento folicularimplica o
recrutamento de novos foliculos (desencadeado pela FSH), sele¢do do foliculo do-
minante e estabelecimento de dominancia.

Em éguas com uma onda de crescimento folicular esta emerge cerca do
dia 10 dociclo, resultando naidentificacdo de um foliculo dominante mais ou me-
nos sete dias antes da ovulagdo. Em éguas com duas ondas de crescimento foli-
cular, uma primeira onda pode emergir ainda no final do estro ou muito preco-
cemente no inicio do diestro, podendo originar um foliculo anovulatério. No en-
tanto, ao contrario de outras espécies, este foliculo pode ovular mesmo na pre-
senca de um corpo luteo funcional e concentracdo elevada de progesterona (ovu-
lacdo de diestro). A frequéncia destas ovula¢des de diestro é varidvel entre ragas,
nao se sabendo a sua prevaléncia nasragas portuguesas.

Como referido, a emergéncia de cada onda de crescimento folicular estd
associada a uma elevacgdo de FSH, sendo que o aumento da FSH ocorre até que o
foliculo dominante atinja um diametro aproximado de cerca de 13 mm, diminuin-
do subsequentemente, o que condiciona o crescimento dos foliculos subordi-
nados. A concentragado de FSH diminui pela existéncia de um mecanismo de retro-
acao negativo (feedback negativo), devido ao aumento da concentragdo de estra-
diol einibina produzidos pelos foliculos em crescimento, particularmente pelo fo-
liculo dominante. As alteracdes no foliculo dominante, que permitem que este
mantenha o seu crescimento mesmo com a diminuicdo da concentracao de FSH,
incluem o aumento da sensibilidade a FSH e o aumento do IGF | livre (fator de
crescimento semelhante ainsulina). A LH n3o influencia a selecdo do foliculo do-
minante, mas sim o seu crescimento subsequente.

Apds o estabelecimento da dominancia, o foliculo dominante vai crescer,
em média, cerca de 3 mm por dia até um diametro pré-ovulatério de cerca de 35
mm, cerca de 4 dias antes da ovulacdo. Dai em diante continua a crescer até cerca
dos 2 dias antes da ovulacgdo, altura em que estabiliza (cerca dos 40 mm durante a
época reprodutiva, podendo atingir os 50-55 mm, dependendo de cada égua e da
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época do ano). Apds a lutedlise, e diminuigdo subsequente da concentragdo de
progesterona, o estradiol exerce um mecanismo de retroacdo positivo (feedback
positivo) aumentando a secrecdo de LH, que é aresponsavel pela ovulagéo.

Como referido, a ovulagdo na égua ocorre através de um local especifico,
afossa de ovulacgdo, implicando alteragGes histoldgicas, funcionais e moleculares
ao nivel das células da teca e da granulosa no foliculo dominante. Durante a ovu-
lagdo o ovdcito e corona radiata sdo libertados ocorrendo a libertagdo rapida do
fluido folicular para a cavidade peritoneal. A absorc¢do rapida de estradiol folicular
para a circulagdo sanguinea leva ao aumento pronunciado da inibina em circula-
¢donodiadaovulagao.

Podem existir ovulagdes duplas, dependendo a sua frequéncia da raga,
estado reprodutivo, idade e manipulagdo farmacoldgica do ciclo éstrico.

O corpo luteo formado apds a ovulacdao desenvolve-se para o interior do
ovario, ndo sendo por isso detetdvel por palpacdo. O corpo luteo inclui células lu-
teinicas e ndo luteinicas, sendo que as células luteinicas derivam na égua exclu-
sivamente de células da granulosa. O desenvolvimento do corpo lateo implica
uma intensa angiogénese e aumento da vascularizacdo, a qual pode ser detetada
pela avaliacdo por doppler. A concentracdo de progesterona aumenta muito rapi-
damente apds a ovulacao, sendo mdaxima cerca do dia 8 e regredindo lentamente
aquando dalutedlise entre o dia 13 e o dia 16. De modo a assegurar a producdo de
PGF2a na égua ndo gestante, verifica-se o aumento da expressao de cicloxigenase
2 (COX-2) no endométrio, sendo a mesma inibida em éguas gestantes, razdo pela
qual é considerado como um dos eventos fundamentais para o reconhecimento
materno da gestacdo na égua. Como em outras espécies, a producao de PGF2a é
estimulada pela oxitocina, que normalmente é segregada pela hipdfise, sendo
gue na égua, ao contrario de outras espécies, ndo existe producdo de oxitocina
pelo corpo luteo. Por outro lado, a égua é a Unica espécie onde existe secre¢do de
oxitocina pelas células endometriais, existindo assim um efeito paracrino (oxito-
cina produzida pelas células endometriais) e autdcrino (oxitocina produzida pela
hipdéfise) de regulacdo da sintese de PGF2a e oxitocina.

As alteragdes hormonais ao longo do ciclo éstrico traduzem-se em alte-
ragdes anatdmicas na égua, as quais podem ser identificadas no exame do trato
reprodutivo (ponto 2.3.). Durante o estro, a alta concentragdo de estradiol e baixa
concentracdo de progesterona, induzem o desenvolvimento de edema uterino
(visivel ecograficamente) e o aumento do sistema de clearance uterina, aumen-
tando a presenca de polimorfonucleares neutréfilos e macréfagos, a atividade se-
cretora do endométrio e a contratilidade do miométrio. A abertura e relaxamento
dacérvixsdoindispensdaveis para um eficaz sistema de defesa uterino, e durante o
estro esta apresenta-se relaxada, aberta e caida no assoalho vaginal com mucosa
mais vascularizada. Nesta fase, o muco cervical aumenta em quantidade, mas,
torna-se mais translucido, e os foliculos em desenvolvimento podem ser visuali-
zados por ecografia. Durante o diestro, em que ocorrem niveis elevados de
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progesterona, diminuem as células secretoras no endométrio, aumentando o nu-
mero de células ciliadas. Nesta fase, diminui o edema uterino, a cérvix apresenta-
-se fechada e com maior tonicidade e o muco cervical apresenta-se mais espesso,
esbranquicado e em menor quantidade. O desenvolvimento do corpo luteo para
o interior do parénquima ovarico impede a sua detecdo por palpacgdo transrectal,
pelo que a ocorréncia de ovulacdo apenas pode ser detetada por palpagdo nos
primeiros 3 dias, em que se verifica a existéncia de uma pequena depressdo onde
antes estava o foliculo ovulatério.

3.2.Sazonalidade reprodutiva

A sazonalidade reprodutiva na égua corresponde as mudancas fisiol6-
gicas e morfoldgicas que ocorrem, de acordo com a mudancga no periodo de horas
de luz (fotoperiodo) ao longo do ano. Como referido, a espécie equina é uma es-
pécie poliéstrica sazonal, sendo que que a época reprodutiva ocorre aquando do
fotoperiodo crescente, i.e., quando os dias sdo mais longos. Desta forma, no he-
misfério Norte a época reprodutiva ocorre, geralmente, entre abril e outubro, en-
quanto no hemisfério Sul decorre de outubro a margo. Assim, aincidéncia da ovu-
lacdo diminui de forma transitéria durante o outono (periodo de transicdo inver-
nal) e € minima ou ausente no inverno (periodo anovulatério) ao mesmo tempo
que, de forma inversa, aumenta de forma transitdria um pouco antes da prima-
vera (periodo de transi¢do primaveril) e ¢ maxima durante o verdo.

Os mecanismos envolvidos na sazonalidade reprodutiva da égua estdo
relacionados com a atividade dos fotorreceptores de retina, que captam as mu-
dancas de luz didria e enviam a informacdo a glandula pineal. Esta glandula atua
como pacemaker circadiano, regulando a resposta hormonal necessaria a ativi-
dade reprodutiva, através da produgdao de melatonina, durante o periodo de es-
curiddo. A sintese de melatonina na primavera diminui, com o aumento da dura-
¢do das horas de luz, e aumenta no outono com a diminui¢dao das horas de maior
luminosidade. Desta forma, a sua atuac¢do estd implicada numa cadeia de respos-
tas que envolvem o hipotalamo, a produ¢do de GnRH, FSH e LH, de tal maneira
que, nos dias de menor fotoperiodo, o aumento da producdo de melatoninainduz
a diminuicdo da produc¢do de GnRH e LH (periodo anovulatério) e, por outro lado,
nos dias de maior duracdo do fotoperiodo a producdo de melatonina diminui, ve-
rificando-se o desenvolvimento da atividade folicular com aumento das hormo-
nas GnRH, LH e estrogénios (periodo ovulatdrio).

Durante a estacao de anestro, a égua ndo apresenta ovulagdes nem mani-
festa cio por um periodo superior a 21 dias. Os ovarios apresentam foliculos pe-
guenos, com cercade 10 a 15 mm de didmetro, estando o contetdo hipofisario de
LH diminuido. As éguas apresentam-se indiferentes ou agressivas em relagdo ao
garanhao.
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Fatores como a latitude, condi¢des ambientais (temperatura), nutricdo,
idade e raca influenciam também o padrdo de sazonalidade reprodutiva, de tal
forma que éguas com baixa condicdo corporal tendem a atrasar o inicio da época
reprodutiva e éguas muito jovens ou mais velhas (a partir dos 15 anos de idade)
tendem a diminuir a duragdo do periodo reprodutivo. Por outro lado, existem
algumas éguas (cerca de 20 a 30%) que mantém atividade reprodutiva ao longo
doano.

Além do anestro sazonal, correspondente ao periodo de dias curtos, ou-
tros fatores como a idade avancada da égua, gestagdo e lactacdo, condi¢do corpo-
ral, retencdo de tecido luteal, deficiéncia hormonal, presenca de tumores ou cor-
po luteo persistente idiopatico podem levar a existéncia de anestro na égua.

Transi¢do de primavera (inverno/primavera)

Do ponto de vista hormonal, com o aumento de horas de luz hd uma res-
posta com diminuicdo da producdo de melatonina pela glandula pineal, o que
leva ao aumento da producdo de GnRH pelo hipotdlamo, e consequentemente ao
aumento da producdo de LH, estrogénios e inibina. Da-se assim um aumento na
estimulacdo da atividade ovarica e comecam a surgir foliculos de maior tamanho,
mas que, no entanto, sdo anovulatérios. Os ovarios ficam com uma imagem eco-
grafica tipica da época de transicdo, com muitos foliculos anovulatdrios de tama-
nho considerdvel, sendo vulgarmente chamados de “cacho de uva” (figura 48).
Surgem ondas foliculares maiores (anovulatdrias) e menores. Os foliculos sdo res-
ponsivos a FSH, podendo alcangar tamanhos de 20-30 milimetros, mas nao ocor-
rendo, muitas vezes, diferenciacdo num foliculo dominante. Antes que uma onda
maior ovulatdria aconteca, torna-se dificil diferenciar os foliculos dominantes
anovulatérios dos ovulatérios, uma vez que ambos alcangam velocidades de cres-
cimento e tamanhos similares. A nivel uterino, em resposta as mudangas hormo-
nais, comegam a surgir pequenas variagoes a nivel de textura. O aumento dos es-
trogénios induz o comportamento de cio, que se prolonga por varios dias. Este
periodo culmina com o aparecimento de uma onda maior ovulatdria, como resul-
tado do aumento de LH e estrogénios, permitindo a diferenciagao de um foliculo
dominante (maior que 30 mm), e ocorrendo posteriormente a ovulagdo. A chave
para o inicio da ocorréncia de ovulac¢des é o reinicio da producdao de RNA men-
sageiro paraas sub-unidadesde LH.
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Figura 48: Imagem ecografica do ovario em fase de transigdo onde se podem observar numerosos
foliculos de grande dimensao “cacho de uva”.

Epoca de transi¢do invernal (outono/ inverno)

Esta fase é bastante menos marcada do que a transi¢do de primavera. A
diminuicdo das horas de luz induz o aumento da producdo de melatonina e con-
sequente menor producdo de GnRH pelo hipotdlamo. A concentracdo de FSH pra-
ticamente nao se altera, mas ha uma diminuicdo progressiva de LH e também de
estradiol, o que impossibilita a diferenciacdo do foliculo dominante em pré-ovu-
latdrio e, consequentemente, a ovulacdo. Nesta fase, hd também uma diminuicado
de ondas maiores anovulatdrias (foliculos com mais de 30 mm) e um aumento de
ondas menores (foliculos com menos de 30 mm de didametro) e os foliculos resul-
tantes comecam a regredir gradualmente, tornando-se por vezes hemorragicos,
até que no inverno a atividade folicular € minima ou inexistente, ocorrendo ape-
nas ondas foliculares menores.

3.3.Examereprodutivo da égua

Idealmente este exame deveria realizar-se a todas as éguas reprodutoras
antes da época reprodutiva, mas, na maioria dos casos apenas se faz quando exis-
tem problemas, tal como se referiu para o caso do garanhdo. Uma boa pratica
serd, nas éguas que ficaram alfeiras do ano anterior, realizar-se o exame reprodu-
tivo em outubro/novembro, o que permitira fazer os tratamentos necessarios e
programar o maneio reprodutivo da égua atempadamente. Além das éguas pro-
blema (n3o gestantes na época anterior, ndo gestantes ao fim de 3 cobri¢es/in-
seminacdes, ou que apresentem sinais de doenca reprodutiva), esta avaliagdo re-
produtiva deve ser sempre parte integrante do exame em ato de compra de uma
éguareprodutora e emtodas as éguas com maisde 10 anos.
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O exame da égua reprodutora inclui a histéria clinica, exame de estado
geral, exame da genitdlia externa, vaginoscopia, palpacdo transrectal e ecografia
e, sempre que necessario, citologia, microbiologia e bidpsia.

Histdria reprodutiva

Numa primeira abordagem deverd recolher-se, sempre que possivel, to-
daainformacao relativa a histdria reprodutiva da égua, isto é, a condig¢do atual (se
primipara, alfeira ou gestante), nimero de ciclos seguidos, nimero de poldros
nascidos em anos anteriores, técnica reprodutiva utilizada, nimero de vezes co-
berta ou inseminada, data de parto, tipo de sémen utilizado (fresco, refrigerado
ou congelado), numero de garanhdes, nimero de abortos, altera¢des assinala-
das, exames laboratoriais realizados, etc.

Exame fisico

Tal como para o garanhado, é importante a realizagdao de um exame fisico
completo, incluindo a condicdo corporal, FCFR, TR, hidratacdo e auscultacdo tora-
cica e abdominal (motilidade gastrointestinal) de forma a obter informacao rela-
tiva ao estado geral da égua e identificar alguma doenga que possa interferir na
sua capacidade reprodutiva (figura 49).

Figura 49: Auscultagdo cardiaca.
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Avaliagao da genitalia externa

No exame reprodutivo, a avaliacdo da g-nitalia externa é imprescindivel,
devendo avaliar-se a conformacao perineal e vulvar. Para tal, a égua deve ser con-
tida no tronco para garantir condi¢des de seguranca e a cauda deve ser atada ou
vendada e posteriormente elevada, para permitir melhor visualiza¢do (figura 50).

Uma correta conformacao vulvar devera englobar o bom encerramento
doslabios vulvares. Uma ma coaptacdo vulvar esta associada a maior risco de con-
taminagdo vaginal e uterina, na medida em que a vulva é a primeira barreira fisica
de protecdo. E frequente a existéncia de ma coaptagdo vulvar em éguas mais ve-
Ihas e com vérias gestagdes (figura 51). A pressao digital na comissura vulvar é um
bomindicador da existéncia de uma boa coaptag¢do vulvar (figura 52).

Figura 50: Contengdo em tronco para exame ginecoldgico.

A: boa conformagdo B: Ma coaptacdo vulvar C : mau indice de Caslick

Figura 51: Conformagdo vulvar e perineal.
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Figura 52: Avaliacdo da coaptacgdo vulvar: pressado digital.

A conformacao perineal pode ser classificada pelo indice de Caslick (IC =
altura da vulva x angulo de inclinagao com a vertical), sendo que uma boa confor-
macdo requer que pelo menos 80% da abertura vulvar esteja situada abaixo do
assoalho pélvico, com ndo mais que 4 cm acima deste e uma inclinagdo com a ver-
tical de ndo mais que 10 graus (figura 53).

Uma ma conformacado perineal predispde a um maior risco de infe¢do
vaginal e uterina, uma vez que, permite uma maior passagem de ar, acumulagdo
de urina ou entrada de material fecal para a vagina (figura 54). Pode também
observar-se a existéncia de lacerages perineais, muitas vezes consequéncia de
partos distdcicos (figura 55).

(0] —~ ®
comissura s ==
dorsal \
isquio 777//> [ 20%
12-15em
wa || &% mP

comissura_—"
ventral
A) tipo | boa conformagéo perineal: IC < 50, b=2-3 cm, a<10-20¢; B) tipo Il reduzida
conformacéo perineal: IC >50, b=6-7, a<10-202; C) tipo lll ma conformacdo perineal: IC
>150, b=5-9, a> 302
Figura 53: indice de Caslick
https://sigarra.up.pt/icbas/pt/pub_geral.show file?pi_gdoc_id=597925
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Figura 54: Ma conformagdo perineal e ma coaptagdo vulvar predispondo para contaminagdo uteri-
naaquando da palpagdo transretal.

Figura 55: Laceragdo perineal.
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Exame vaginal

Tanto no caso da palpacdo vaginal como no exame com espéculo vaginal,
a égua devera ser devidamente contida e a cauda devera ser atada para evitar
contaminacdo e facilitar o procedimento. Apds retirar as fezes da ampola retal, a
zona perineal/vulvar devera ser lavada, usualmente com uma solu¢do de pH
neutro, comecando da zona central para a periferia, sendo que a mao que vai ao
balde com o antisséptico ndo toca na regido perineal da égua, de modo a ndo
conspurcar a solucdo de limpeza. Em seguida, para manter a regido limpa, esta
deve ser seca com compressas estéreis. De modo a minimizar a contaminagao
vaginal com o antisséptico ou detritos, pode utilizar-se uma compressa ou penso
dentro da comissura vulvar (figura 56).

Figura 56: Colocagdo de penso dentro da comissura vulvar para minimizar a conspurcagao interna
aquando dalavagem.

Inspegdo vaginal com espéculo

Existem varios tipos de espéculo vaginal, alguns dos quais podem ser reu-
tilizados, desde que seja possivel a sua esterilizacdo. Outros sdo descartaveis (fi-
gura57).

Figura 57: Exemplos de espéculos vaginais.
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Ap0ds a preparacdo da égua, o espéculo vaginal pode ser introduzido gen-
tilmente com a ajuda de gel lubrificante estéril, no sentido ventrodorsal, colocan-
do-se de seguida umafonte de luz (figura 58).

Figura 58: Insercdo e observagdo com espéculo vaginal.

Uma vez introduzido o espéculo, pode observar-se toda a vagina e a por-
¢do externa da cérvix, verificando-se se existe alguma anormalidade como himen
persistente, vaginite, cervicite, varicose vaginal, laceraces vaginais e cervicaise a
presenca de urina, exsudado ou sangue no assoalho vaginal (figura 59). A visuali-
zacdo de conteudo espumoso é indicadora de pneumovagina.

O exame com o vaginoscdpio deve ser interpretado e avaliado conforme
a fase do ciclo éstrico em que se realiza. Durante o diestro a cérvix apresenta-se
seca, com uma mucosa palida, fechada e em posi¢ao dorsal na cavidade vaginal,
enquanto que, durante o estro se apresenta edematosa, com a mucosa hiperé-
mica, relaxada e caida no assoalho vaginal. Deve ter-se em consideracdo que a
realizacdo de vaginoscopias repetidas, especialmente em éguas velhas e em dies-
tro,aumenta orisco de infecdo uterina.

Figura 59: Observagdo de corrimento purulento aquando da colocagdo do espéculo vaginal em égua
com metrite contagiosa equina.
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Palpagao vaginal

Deve ser feita com luva e lubrificante estéril. Permite avaliar a dilatacdo e
relaxamento da cérvix e viscosidade do muco cervical. Em diestro a égua apre-
senta muco mais esbranquicado e espesso (figura 60) e a cérvix estd tdnica e
fechada, enquanto durante o cio o muco apresenta-se mais fluido e a cérvix rela-
xada e aberta, geralmente caida no assoalho vaginal. Este procedimento permite
também identificar himen persistente e a presenca de pequenas laceragdes na
mucosa vaginal. Muitas vezes faz-se apenas quando da realiza¢do de recolha de
amostras ou durante a inseminacdo artificial. A falha na dilatagao cervical, que
ocorre muitas vezes em éguas mais velhas, é fator predisponente para a ocor-
réncia de endometrite pds-cobrigao.

Figura 60: Palpagdo vaginal: muco esbranquigcado caracteristico de diestro.
Palpagdo transrectal

Este procedimento permite a avaliacdo dos érgaos reprodutivos internos
da égua por palpacdo. Deve ser feita de forma sistematica, sentindo a cérvix, Ute-
ro e ovarios. Desta forma, pode avaliar-se a tonicidade do Utero e cérvix, textura e
tamanho dos ovarios, sinais de gestacdo ou fluido intrauterino.

Para proceder a palpacdo a égua devera estar devidamente contida (figu-
ra 61), e deve utilizar-se uma luva de palpacdo, aplicando previamente gel lubri-
ficante. As fezes devem ser retiradas da ampola rectal de forma cuidadosa de mo-
do a evitar alguma lacera¢do. Uma vez introduzida a mado no reto da égua, devera
identificar-se a cérvix e avaliar a sua tonicidade, sendo que durante o cio a cérvix
encontra-se relaxada e por isso pode ser mais dificil de palpar. Prosseguindo cra-
nialmente, deverd identificar-se o corpo e cornos uterinos, seguindo depois a pal-
pag¢do de ambos os cornos uterinos, avaliando-se a consisténcia, tamanho e toni-
cidade. Durante o estro o Utero poderd apresentar uma consisténcia mais “pas-
tosa”, devido a presenca de edema uterino, induzido pelo aumento de estrogé-
nios. Na fase de diestro, uma vez que hd aumento da progesterona, a tonicidade
do utero, e em particular da cérvix, aumenta.
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Os ovdrios da égua geralmente encontram-se no final do prolongamento
do corno uterino correspondente, sendo que o ovario direito poderd encontrar-
-se ligeiramente mais cranial e dorsal que o esquerdo. Os ovarios podem apre-
sentar tamanhos variaveis dependendo da prépria égua e também da fase repro-
dutiva em que se encontra, podendo alcangar tamanhos comparaveis a uma bola
de golfe ou de ténis. A presenca de ovarios maiores pode sugerir alguma anorma-
lidade, como por exemplo hematomas ou tumores.

Perto da ovulagao, ofoliculo pré-ovulatério fica “mole” e a égua por vezes
manifesta dor a sua palpac¢do. Apds a ovulagdo, que ocorre na fossa de ovulagao, a
cavidade folicular é preenchida com sangue e um corpo hemorragico é formado
em 6-12 horas, podendo permanecer até 3 dias e sendo possivel de detetar a pal-
pag¢do, como uma pequena depressao no lugar do foliculo dominante. Apds este
periodo, o corpo hemorragico da lugar ao corpo luteo maduro e deixa de ser per-
cetivel a palpagao.

Figura 61: Palpacdo transretal.

Avaliagao ecografica

E realizada através de palpacdo transrectal, utilizando uma sonda linear
transrectal (figura 62). Para iniciar o exame ecografico devem aplicar-se os mes-
mos cuidados referidos para a palpacdo transrectal, e as fezes devem ser retiradas
daampolarectal. Asonda deve ser lubrificada com gel de palpacdo e deve manter
contacto com as paredes do reto. A avaliagdo ecografica deve realizar-se de forma
sistematica, comecgando pela cérvix, seguindo o corpo uterino até a bifurcacdo,
corno uterino e ovario direito, recuando novamente até a bifurcacdo e repetindo
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0 mesmo procedimento para o corno uterino esquerdo e ovario esquerdo (figura
63). A sonda devera ser movida lentamente, garantindo que a imagem que pre-
tendemos obter estd centrada no monitor. Uma vez obtidas imagens de todo o
trato reprodutivo, a sonda deve recuar-se novamente pelo corpo uterino e cérvix
até ser retirada do reto, permitindo uma segunda visualizacdo de todo o trato
reprodutivo. Para a visualizagdo dos cornos uterinos a sonda transrectal deve ser
colocada de forma a obter um corte ou plano transverso, enquanto que o corpo
uterino e a cérvix devem ser avaliados através da colocac¢do da sonda longitudi-
nalmente (figura 63).

Ao exame ecografico os ovarios podem ser facilmente identificados, sen-
do que o estroma ovdrico se apresenta uniformemente ecogénico (coloragdo es-
branquicada) enquanto que os foliculos, quando presentes, apresentam uma
imagem ecografica anecoica (preta) (figura 64). O corpo luteo pode ser por vezes
dificil de distinguir, pois pode adotar diferentes graus de ecogenicidade.

Figura 62: Ecografo e sonda linear transretal.
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Figura 63: Exame ecografico do trato genital da égua: colocagdo da sonda (verde).

Figura 64: Exame ecografico A: utero (U) e cérvix (C) em corte longitudinal; B: utero (U) em corte
transversal; C: ovario com corpo luteo (CL) e foliculo (FOL), D: foliculo pré-ovulatério; a seta indica
espessamento da parede folicular.
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Na estacdo de anestro os ovarios apresentam-se pequenos e sem sinais
de atividade, sendo que no periodo de transicdo se caracterizam por uma imagem
ecografica de multiplos foliculos de diferentes tamanhos, sem presenca de corpo
luteo (figura 65).

Figura 65: Imagem ecografica A: ovdrio inativo; B: ovario em transicdo com vdrios foliculos em
desenvolvimento.

Além de permitir identificar a fase do ciclo éstrico em que a égua se en-
contra, o exame ecografico do sistema reprodutor permite ainda avaliar o cres-
cimento folicular e proximidade da ovulagdo, os diferentes graus de edema uteri-
no e a existéncia de fluido intrauterino, bem como diferentes altera¢des tais como
quistos uterinos, foliculos anovulatdrios, hematoma ovarico ou tumores ovari-
cos. O exame ecografico é fundamental para a implementagdo de um programa
de inseminacdo artificial, mas pode também ser utilizada para o controlo repro-
dutivo e cobricdo dirigida, permitindo reduzir o nimero de saltos do garanhao por
ciclo.

Apesar do controlo ecografico ndo substituir a palpacdo transretal na pre-
dicdo da proximidade da ovulagdo, é muitas vezes utilizado na pratica clinica
como um método auxiliar. Na avaliagdo ecografica, para predicdo do momento de
ovulagdo, observa-se o crescimento folicular e forma do foliculo, mas também o
grau de edema uterino. O foliculo pré-ovulatério tem um didametro muito varidvel
entre os 35-50 mm, dependendo da fase da época reprodutiva em que se obser-
va. No inicio e final da época reprodutiva os foliculos tendem a ovular com dia-
metros maiores enquanto que no pico da estacdo (maio, junho) muitas éguas
ovulam com diametros foliculares muito menores. Normalmente, nas 24 horas
gue antecedem a ovulacdo, o foliculo pré-ovulatério tende a adotar uma forma
mais conica e a parede apresenta-se mais espessa e, muitas vezes, como uma
dupla parede. No que concerne a avaliacdo do Utero, durante o cio a existéncia de
um foliculo dominante e a producdo elevada de estrogénios, leva ao desenvol-
vimento de diferentes graus de edema uterino (figuras 66 e 67). Um Utero com
edema de grau 1 corresponde a um ligeiro edema e, ecograficamente, as pregas
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endometriais podem visualizar-se num padrao em “roda de carro” e é comum no
inicio do estro e nos periodos pré e pds ovulagdo. Num Gtero com edema de grau 2
observa-se um edema moderado, onde ha aumento na espessura das pregas
endometriais e geralmente corresponde com o pico de estrogénios que antecede
em 1a2diasaovulagdo. No grau 3 o edema é bastante acentuado e as pregas en-
dometriais podem visualizar-se bastante distendidas.

Figura 66: Aspeto interior do Utero de égua em cio onde se pode observar o edema do endométrio
associado ao estro (foto de Ana Costa).

Apds a ovulagdo forma-se um corpo hemorragico, o qual tem uma apa-
réncia mais heterogénea e maior ecogenecidade, devido ao facto de o fluido pre-
sente no interior do foliculo ser libertado, dando inicio ao desenvolvimento do
corpo luteo. Na presencga de um corpo luteo, sob influéncia da progesterona, o
Utero apresenta-se sem edema, correspondendo a um Utero de grau zero, onde
ndo ha diferencia¢do das pregas endometriais (figura 68).
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Figura 67: Imagem ecografica de A: foliculo pré ovulatério (FOL); B: Utero edema grau | (Ul); C: Utero
edemagrau 2 (Ull), C: itero edemagrau 3 (UllI).

Figura 68: Ecografia reprodutiva em diestro A: ovario com corpo liteo (CL); B: Gtero com edema de
grauzero (UO).
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Como referido anteriormente, aquando do exame ecografico, podem
observar-se diferentes alteracGes quer ao nivel dos ovarios (figura 69) quer a nivel
uterino (figura 70). A avaliacdo das mesmas depende de vérios fatores, como his-
toria reprodutiva e idade da égua, tipo e evolucdo das altera¢des encontradas,
etc., mas o significado clinico destas alteracGes esta fora do ambito deste manual.

Figura 69: AlteracGes ecograficas a nivel ovarico: A: Corpo luteo atipico; B: Foliculo hemorragico
anovulatdrio; C: Hematoma ovarico.

A presenca de liquido uterino, aquando do exame ecografico, é frequen-
temente encontrada apds ainseminagdo, sendo associada a endometrite pds-co-
bricdo, e deve ser interpretada tendo em conta o volume de liquido e a sua ecoge-
necidade (figuras 70 e 71). Existem escalas de classificagdo que permitem classi-
ficar quer o volume quer a ecogenecidade, correlacionando a ecogenecidade
com o aspeto macroscépico do liquido apds a recolha, tal como se encontra resu-
mido nastabelas 1 e 2 (adaptadas de McCue, 2014b).

A aplicagdo de doppler tem varias utilidades nomeadamente no exame
ecografico em diestro, pois permite avaliar a vascularizagdo de corpo luteo (figura
72) e, consequentemente, a sua viabilidade, mas também por permitir predizer o
momento da ovulagdo, considerando o aumento da vasculariza¢do do foliculo
pré-ovulatério.

Figura 70: AlteragOes ecograficas encontradas no Utero A: Linhas hiperecogénicas compativeis com
fibrose uterina (setas); B: Quisto endometrial (Q); C: Fluido intrauterino (F).
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Tabela 1
Classificagdo do aspeto ecogénico do fluido uterino (adaptada de McCue, 2014b)

Aspeto ecografico/aspeto macroscépico Grau

Anecogénico (negro) / liquido limpido \Y,

Algumas particulas ecogénicas (acinzentado escuro) / turvo com sedimento  1lI

Moderadamente ecogénico (cinzento claro) / leitoso 1]

Altamente ecogénico (branco) / espesso e cremoso |

Tabela 2

Classificagdo do volume do fluido uterino (adaptada de McCue, 2014b)
Classificagao Grau
Sem fluido 0
Vestigial (<1 cm de diametro) 1
Pequeno volume (1-2 cm de diametro) 2
Volume moderado (2,1-5 cm de didmetro) 3
Grande volume (>5 cm de diametro) 4

Figura 71: Imagem ecografica de fluido intrauterino. A: volume 1 ecogenecidade I; B: Volume 2
Ecogenicidade lIl; C: volume 3 ecogenecidade Il

Figura 72: Vascularizagdo do corpo luteo avaliada por power doppler.
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3.4. Metodologias complementares de diagnodstico

Cultura microbioldgica e teste de sensibilidade aos antibiéticos (TSA):
utero e clitoris

Utero

A recolha de amostras para microbiologia uterina deve ser feita no inicio
do estro. E essencial no exame da égua reprodutora, sobretudo quando existem
problemas de fertilidade ou sinais clinicos de endometrite. Deve, no entanto, ter-
-se atengdo ao modo como se obtém e interpreta a amostra, devendo, idealmen-
te, ser sempre associada a realiza¢do de citologia uterina e, se for o caso, aos si-
nais clinicos, em particular os registos do exame ecografico do Utero. A realizagdo
de cultura microbioldgica associada a citologia permite distinguir a existéncia de
contaminagdo e infecao e perceber, ndo sé o microrganismo envolvido, mas o
grau de inflamacdo associado. A existéncia de cultura positiva sem sinais de infla-
macao esta muitas vezes associada a contaminacdo da amostra e deve ser inter-
pretada com precaugao.

Na obtenc¢do da amostra deve ter-se cuidado com a assepsia da regiao
perineal e utilizar-se sempre compressas estéreis na sua preparagao. Arecolha de
amostras pode ser feita por zaragatoa propria, com dupla bainha para evitar a
contaminacdo (figura 73), através do fragmento de bidpsia (figura 74) ou através
de lavagens uterinas com pequeno volume (figura 75). Devem utilizar-se luvas
esterilizadas para guiar a passagem da zaragatoa pela cérvix ou pode utilizar-se o
vaginoscoépio, com fonte de luz, de modo a permitir identificar o orificio cervical
externo. A zaragatoa deve permanecer pelo menos 20 segundos em contacto
com o endométrio. Caso a mesma zaragatoa seja utilizada para obtencdo de
amostra para cultura e citologia a amostra para cultura deve ser a primeira a ser
processada, devendo a cultura ser feitaem ambiente controlado.

Figura 73: Recolha de amostras para microbiologia: técnica e zaragatoa.
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Figura 74: Cultura microbioldgica feita a partir de fragmento de bidpsia: deve ser sempre feita em
ambiente controlado.

Quando se utiliza a bidpsia, a cultura deve ser feita em primeiro lugar,
sendo o fragmento de bidpsia utilizado paraainoculagdo no meio de cultura.

Para realizag¢do de lavagens com pequeno volume (60ml), apds prepara-
cdo da zona perineal, a sonda de lavagem uterina é introduzida como descrito
para introducdo da sonda de recolha de amostras, através de palpacao vaginal.
Idealmente deve utilizar-se sonda de lavagem com cuff de modo a minimizar a
contaminacdo daamostra. Aamostra é de seguidarecolhida por gravidade, sendo
algumas vezes necessario administrar ocitocina no final da lavagem para melhor
fazer arecolha (figura 75). De modo geral, aamostra é depois divididaem duase,
apods centrifugacdo, uma das partes é utilizada para cultura microbioldgica e a
outra para citologia. Apesar da lavagem com pequenos volumes implicar mais
tempo do que a zaragatoa, alguns autores descrevem ter uma melhor correlagao
com os resultados de citologia.

Figura 75: Lavagem uterina com pequeno volume.
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Para envio da amostra para o laboratdrio a mesma pode ser enviada na
parte final da zaragatoa, em tubo estéril ou no frasco da amostra (figura 76). O en-
vio sem meio de cultura obriga a que a amostra seja expedida em menos de 24
horas. O meio de cultura mais utilizado para o transporte é o meio Stuart’s. Alguns
médicos-veterinario optam por fazer a cultura eles préprios, sendo o meio mais
utilizado o agar sangue ou MacConkey’s.

Os principais agentes infeciosos encontrados na cultura microbioldgica
incluem aerébios (Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (cdpsula 1, 2
e 5), Streptococcus zooepidemicus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli),
microaerofilico (Taylorella equigenitalis), anaerdbios e fungos (Candida spp.,
Aspergillus spp.).

Os resultados devem ser sempre interpretados com precaugao, sendo
que a existéncia de crescimento intenso nas primeiras 24-48 horas ou o cresci-
mento exuberante de uma sé espécie sdo mais significativos. Como ja referido, o
resultado deve ser sempre interpretado associado a citologia e sinais clinicos, se
existentes.

Agquando da realizagdo de teste de sensibilidade aos antibidticos sao fre-
guentemente incluidos antibiéticos como ampicilina, penicilina, gentamicina,
polimixina B e cefalosporinas.

Figura 76: Envio de amostras para cultura microbiolégica sem meio de cultura.

Clitoris

A recolha de amostras para microbiologia a partir do clitéris é utilizada
sobretudo para pesquisa de doencas venéreas, nomeadamente Taylorella equi-
genitalis. Deve ser feita sem qualquer antissepsia prévia e pode ser feita em qual-
quer fase do ciclo éstrico (figura 77). Para envio destas amostras para o labo-
ratério deve utilizar-se um meio especifico (meio de Amies ou carvao ativado).
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Figura 77: A: Recolha de amostra do clitéris; B: Zaragatoa com meio de Amies.

Citologia

A amostra deve, idealmente, ser obtida na fase correspondente ao meio
do estro. O exame citoldgico permite caracterizar/identificar situacées de infla-
macao (aguda, subaguda) bem como infecdo por fungos e leveduras. A presenca
de bactérias fagocitadas nas células inflamatdrias é por sisé umindicador de infe-
¢ao.

As amostras podem ser obtidas utilizando os mesmos métodos referidos
na amostragem para microbiologia. Além da zaragatoa tradicional pode utilizar-
-se uma zaragatoa em escova (citobrush) a qual para alguns autores permite obter
uma amostra mais representativa. Deve realizar-se o esfregaco o mais rapida-
mente possivel e o mesmo deve ser seco ao ar e corado com coloragdo do tipo
Giemsa. E extremamente importante a indicacio da fase do ciclo éstrico em que
se obteve a amostra, de modo a permitir uma correta interpretacao da citologia,
ja que a presenca de células inflamatarias é fisioldgica nas 12-48 h pds-cobrigdo/
inseminacgdo.

Os esfregacos de endométrio contemplam varios tipos celulares, nomea-
damente células do epitélio superficial do endométrio, células inflamatdrias, in-
cluindo polimorfonucleares neutréfilos (PMN), macréfagos, linfdcitos e polimor-
fonucleares eosindfilos, eritrécitos, muco, fragmentos e detritos celulares e célu-
las de descamagdo da cérvix e vagina.

Os parametros avaliados para diagndstico de inflamacao do endométrio
(endometrite), sdo os que se descrevem em seguida.
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Presencade PMN

Varios autores tém sugerido diferentes métodos para avaliagdo/inter-
pretacdo deste numero, ndo havendo ainda uma standardiza¢do ou guidelines
sobre esta quantificacdo. Por outro lado, varios autores sugerem também que
estes métodos de quantificacdo devem ser diferentes, em funcdo da técnica utili-
zada para a obtencdo da amostra (zaragatoa, citobrush ou lavagem uterina de bai-
xo volume).

A equipa da Universidade de Evora, seguindo a recomendacdo de varios
autores, considera a observag¢do com objetiva de imersdo (ampliagdo de 1000x) e
a observagao no minimo de 100 células, avaliando-se a % de PMN em rela¢do ao
numero de células do epitélio uterino. Considera-se assim: <5% PMN: auséncia
de inflamagdo (figura 78); 5-15% PMN: inflamagao ligeira (figura 79); 15-30%
PMN: inflamag¢do moderada (figura 80) e >30% PMN: inflamagao severa (figura
81).

4 S A
Figura 78: Citologia obtida a partir de zaragatoa uterina de égua onde se podem observar aglome-
rados de células uterinas, auséncia de neutrofilos (N&It;5%) e raros detritos celulares (&It;25%):
auséncia deinflamagdo (ampliagdo 400x coloragdo Giemsa).

Figura 79: Citologia obtida a partir de zaragatoa uterina: células do endométrio dispersas, raros de-
tritos celulares (&It;25%, grau 1) e presenca de ligeira quantidade de neutrdéfilos (5-15%) inflamagado
ligeira (ampliagdo 400x coloragdo Giemsa).

79



Figura 80: Citologia de zaragatoa uterina de égua: aglomerado de células do endométrio, raros de-
tritos celulares (&It;25%, grau 1) e presenca de quantidade moderada de neutrdfilos (15-30%): infla-
magdo moderada (ampliagdo 400x coloragdo Giemsa).

Figura 81: Citologia de zaragatoa uterina de égua: células do endométrio dispersas, elevada quanti-
dade de neutrdfilos (N&gt;30%) e presenca de células inflamatdrias mononucleadas — inflamag&o
severa (ampliagdo 400x coloragdo Giemsa).

A presenca de outras células inflamatdrias, que ndo PMN, é sugestiva de
inflamacdo crdnica, e a presenca de eosindfilos é, para alguns autores, sugestiva
de pneumovagina, urovagina e infecdes por fungos. A presenca de >5% de PMN
nas 48 -96h apds ovulagdo requer sempre uma avaliagdo cuidada dos parametros
citoldgicos, avaliacdo clinica e da cultura bacteriana realizada a partir da amostra
obtida para exame citoldgico.

Presenca de bactérias

(fazendo referéncia a presenca das mesmas no ci-toplasma das células
inflamatérias fagocitdrias (figura 82). Considera-se a existéncia de 5 graus de afe-
¢do - grau 1: auséncia de bactérias em 30 campos; grau 2: 1 bactéria em 30
campos; grau 3: 1 bactéria em 10 campos; grau 4: 2-10 bactérias por campo; grau
5:11-50 bactérias por campo.
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Figura 82: Citologia de zaragatoa uterina de égua onde se podem observar formas bacterianas fago-
citadas no citoplasma dos neutréfilos (ampliagdo 1000x coloragdo Giemsa).

Presenca de fungos e leveduras
(mesmo sistema de classificacdo utilizado para bactérias)

Presenca de detritos celulares/fragmentos celulares/muco: a classifica-
¢do baseia-se na % presente em um campo de ampliagao de 1000x - grau 1: <25%;
grau 2:<50%; grau 3:<75%; grau4: >75%.

A presenca de detritos celulares de score 3 ou 4 é sugestiva de endome-
trite, possivelmente de etiologia bacteriana.

Bidpsia do endométrio

A realizacdo de uma bidpsia uterina permite de modo muito preciso ava-
liar o real estado do endométrio bem como obter amostras para microbiologia e
citologia. E essencial para avaliacio da existéncia de endometrite crénica. Com ra-
ras exce¢oes, uma amostra é suficiente para avaliacdo das lesGes do endométrio.
E necessario informar o patologista sobre a fase do ciclo éstrico em que se encon-
traafémea, ja que existem variagdes histoldgicas no endométrio de acordo com a
fase dociclo éstrico, sendo que, idealmente, a bidpsia deve ser feita em diestro.

Apds a preparagao da zona perineal como indicado previamente, a pinga
de bidpsia, fechada, é passada pela cérvix, sendo de seguida efetuada palpacao
transrectal com o objetivo de localizar a pinga de bidpsia no corpo uterino. A bié-
psia é geralmente recolhida num dos cornos uterinos, perto da bifurcagdo, sendo
que, através de palpacdo rectal se empurra a parede do Utero para a pinga aberta.
Depois de fechada, a pinca é retirada (figura 83).

O fragmento colhido é fixado em formol a 10% e enviado para laboratério
de Anatomia Patoldgica Veterinaria. Antes de se fixar pode ser utilizado para
obtencao de amostra para microbiologia e citologia, sendo que para microbio-
logia o fragmento tem de ser retirado em ambiente estéril (cAmara de fluxo la-
minar).
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Figura 83: Técnica de recolha de bidpsia em égua.

Apds processamento e corte histoldgico os fragmentos sao classificados

em quatro graus diferentes (Kenney & Doig, 1986), utilizando como critérios:

a) Edemada mucosa;

b) Presenca de PMN: avalia-se a presenca destas células na mucosa (a sua
presenca na fase de diestro é sempre indicativa de inflamagdo aguda).
Nao existem guidelines indicativas do método para quantificar estas cé-
lulas, e varios autores consideram um numero diferente de PMN por
campo de elevada ampliagdo (400x) como indicativo de inflamagdo
aguda, podendo variar entre 1a 3 PMN por cada 5 campos de 400x;

c) Morfologia glandular: atrofia, dilatagdo quistica e necrose e tipo de
células;

d) Fibrose: nimero de camadas de tecido conjuntivo fibroso periglandular -
1a2camadas:ligeira; 3a5: moderada; >5: severa;

e) Dilatacdo dos vasos linfaticos da mucosa;

f) Presenca de outras células inflamatdrias: macréfagos, linfécitos e plas-
macitos (inflamacgdo crénica).

A partir desta avaliacdo estabelece-se a classificacdo nos quatro graus

seguintes (Kenney & Doig, 1986), os quais se correlacionam com a probabilidade
de a égua parir um poldro viavel.

82



Grau I: Endométrio praticamente normal: por vezes ligeiro edema, muito ra-
ras células inflamatadrias, sem altera¢des glandulares, sem fibrose pe-
riglandular ou dilatagdo linfatica. Com 80-90% de probabilidade de
nascimento de poldro vidvel (figura 84).

Grau Il A: Edema ligeiro, inflamacdo ligeira a moderada com presenca de células
inflamatérias dispersas na mucosa, ligeira a moderada atrofia glandu-
lar, presenca de ligeira dilatagao linfatica e fibrose ligeira. Com 50-80%
de probabilidade de nascimento de poldro viavel (figura 85).

Grau Il B: Edema (pode ser evidente), inflamagdo moderada a severa com pre-
senca difusa de células inflamatdrias na mucosa, dilatagao quistica
glandular, presenca de moderada a severa dilatagao linfatica e fibrose
moderada. Com 10-50% de probabilidade de nascimento de poldro
viavel (figura 86).

Grau lll: Edema evidente ou ndo presente (inflamagado crénica), inflamagao se-
vera bem evidente e difusa, alteragcdes degenerativas ou necréticas
das glandulas, dilatagdo linfatica severa, fibrose periglandular severa.
Com < 10% de probabilidade de nascimento de poldro viavel (figura
87).

Figura 84: Imagem histoldgica de bidpsia de Utero: sem alteragGes glandulares significativas; 1 a 2
camadas de tecido conjuntivo fibroso periglandular (*). Grau | na classificagdo de Kenney & Doig
(1986). Coloragdo de hematoxilina eosina.
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Figura 85: Imagem histoldgica de bidpsia de Utero: ligeira reagdo inflamatdria; discreta atrofia
glandular (seta); 3 a 5 camadas de tecido conjuntivo fibroso periglandular Grau Il A na classificagdo
de Kenney & Doig (1986). Coloragdo de hematoxilina eosina.

Figura 86: Imagem histoldgica de bidpsia de Utero: moderada a marcada reag¢do inflamatdria; atro-
fia glandular (seta), 3 a 5 camadas de tecido conjuntivo fibroso periglandular (*). Grau Il B na clas-
sificagdo de Kenney & Doig (1986). Coloragdo de hematoxilina eosina.
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Figura 87: Imagem histoldgica de bidpsia de Utero: marcada reagdo inflamatéria e dilatagdo vasos
linfaticos: lacunas linfaticas (+).; atrofia glandular (seta), > 5 camadas de tecido conjuntivo fibroso

periglandular (*). Grau Il na classificagdo de Kenney & Doig (1986). Coloragdo de hematoxilina
eosina.
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3.5. Gestagao precoce na égua: diagnostico de gestagao

Apds deposicao dos espermatozoides no Utero da égua, o transporte dos
mesmos no trato genital da égua ocorre, numa primeira fase, de modo rapido até
ao oviduto, seguido de uma fase mais lenta até ao local de fertilizagdo, na regido
da ampola, com um pico da concentracao de espermatozoides cerca de 4 horas
apods inseminacdo. As pregas endometriais longitudinais da juncdo Utero-tuba-
rica, edemaciadas durante o cio, poderao funcionar como reservatério de esper-
matozoides na égua, e é também na juncdo Utero-tubarica que ocorre a capacita-
cdoeselecdo de espermatozoides.

Apds a ovulagdo, em metafase ll, se o ovécito ndo for fertilizado fica reti-
do najuncdo ampola-istmo, onde degenera lentamente. Se, pelo contrario, ocor-
rer a fertilizacdo, na mesma regido ampola-istmo, o embrido continua o seu de-
senvolvimento, com a primeira clivagem cerca de 24 horas depois da fertilizacdo,
ocorrendo as divisOes subsequentes em intervalos de 12 a 24 horas. O embrido
em desenvolvimento passa através da jungao Utero-tubadrica e entra no Utero 144
a 168 horas apods a ovulacdo. Este fendmeno deve-se a producdo de prostaglan-
dina E2 pelo embrido fertilizado (mas ndo pelo ovdcito), por volta do dia 5, quan-
do atinge o estadio de mdrula compacta. O relaxamento do musculo liso circular
das paredes do oviduto, permite a progressdo do embrido com o auxilio dos movi-
mentos ciliares ritmicos, o qual entra no Utero cerca de 24 horas depois.
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O embrido da égua chega ao Utero na forma de jovem blastocisto, 5,5a 6
dias apds a ovulacdo. A capsula glicoproteica que reveste o embrido comeca a for-
mar-se por volta do dia 6 a 6,5. O conceptus (embrido + anexos embrionarios)
apresenta nesta fase apenas uma membrana embriondria, a ectoderme (trofo-
blasto). Por volta do 12.2 dia desenvolve-se a endoderme, que envolve a cavidade
blastocélica que se transforma em saco vitelino e, por volta do dia 14, desenvolve-
-sea mesoderme.

A capsula glicoproteica presente inicialmente impede o alongamento do
blastocisto, contrariamente a outras espécies, pelo que o embrido equino perma-
nece esférico e ndo aderente a parede uterina, movendo-se continuamente. A
mobilidade do conceptus é essencial para o reconhecimento materno de gesta-
¢do na égua, sendo maxima por volta do dia 12 de gestacdo e mantendo-se até
cerca do dia 15-16 apds a ovulagdo. O sinal ou mecanismo pelo qual ocorre a ini-
bicdo de lutedlise na égua permanece por identificar, ja que o conceptus equino
ndo produzinterferdo. Varias hipdteses tém sido avancadas, desde a producdo de
estrogénios pelo conceptus até a producao de proteinas pelo saco vitelino, sendo
que atualmente se assume a possibilidade de existéncia de um sinal secretor, mas
também de um sinal fisico pela presenga do embrido no limen uterino, que inibe
a producdo de PGF2a pelo Utero, mantendo deste modo o corpo luteo além dos
14-15dias.

A fixacdo do embrido ocorre entre o dia 15 e o dia 16, perto da jungao
entre o corpo e o corno uterino. Simultaneamente, aumenta o tamanho da vesi-
cula embriondria e aumenta a tonicidade do Utero, em resposta a progesterona
produzida pelo corpo luteo e estradiol produzido pelo embrido e foliculos em de-
senvolvimento. As contracGes uterinas induzem o movimento do embrido, ao
longo das pregas endometriais, para a curvatura do corno uterino, na jungao com
o corpo do Utero, resultando na sua fixagdo. Apds a fixacdo do embrido ocorrerd a
hipertrofia da porcdo dorsal da parede uterina. Essa hipertrofia (visivel ecografi-
camente pela alteragdo da vesicula embriondria para uma forma triangular) é in-
dispensavel para que ocorra a rotagao da vesicula embriondria de modo a que o
embrido assuma uma posi¢do ventral, cerca do dia 18 (orienta¢do). O saco amnio-
tico desenvolve-se por volta do dia 18, a partir de por¢des da endoderme e meso-
derme. O saco alantoide desenvolve-se posteriormente, a partir do intestino do
embrido, no dia 22 a 24, e outras porcdes da mesoderme e ectoderme darao ori-
gem ao cérion (dia 24) e posteriormente a placenta corio-alantoide (dia 29). A ex-
pansdo do saco alantoide é acompanhada pela reducdo do saco vitelino, com a
ascensdo do embrido, sendo que entre os dias 24 e 33 o saco alantoide aumenta e
o saco vitelino regride, até que a membrana alantoide inclui o remanescente do
saco vitelino por volta do dia 40. O processo de adesdo feto-materna nao coincide
com a fixacdo do embrido, iniciando-se cerca do dia 25, com a aderéncia do trofo-
blasto ao endométrio, sendo que a interdigitacdo das microvilosidades trofoblas-
ticas com o endométrio ocorre entre os dias 38 a 40 (placentagdo). As vilosidades
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fetais surgem por volta do dia 45, como estruturas rudimentares, as quais darao
origem aos microcotilédones, os quais se desenvolvem até cerca do dia 150,
guando, aderindo as microcarunculas maternas, formam os microplacentomas,
caracteristicos da placenta da égua.

O corddo umbilical forma-se entre os dias 34 e 36, como resultado da con-
vergéncia das paredes da alantéide e sua fusdo junto do urdco com vasos sangui-
neos e o remanescente do saco vitelino. A partir do dia 40 termina a fase embrio-
naria e inicia-se o desenvolvimento fetal. O corddo umbilical alonga-se e o feto ini-
cia o movimento descendente cerca do dia 40, estando, aproximadamente, 50%
descido cerca do dia 45 e localizado ventralmente cerca do dia 50.

Entre o dia 36 e o dia 38 formam-se os cdlices endometriais, que iniciam a
secregao de eCG (gonadotrofina coridnica equina). Esta hormona tem fungao de
FSH e conduz a formacdo de corpos luteos suplementares a partir da luteinizacdo
de foliculos acessorios e de ovulacdes extra. Estes corpos lUteos serdo responsa-
veis pela producdo de progesterona até ao dia 120 a 150, altura em que o com-
plexo feto-placentdrio inicia a sua prépria producao de progesterona. Os cdlices
endometriais mantém-se, mesmo que ocorra aborto, desaparecendo apenas en-
tre o dia 120-150. A sintese de esteroides placentdrios inicia-se por volta do dia 60
de gestacdo e a partir do dia 150-160 a unidade fetoplacentdria é a Unica fonte de
progesterona para manutencdo da gestacao.

Diagndstico de gestagdo na égua

O desenvolvimento da ecografia representou um avanco significativo no
controlo da reproducdo na égua, permitindo um diagndstico de gestagao preco-
ce. Por rotina utiliza-se a ecografia em modo B, com sonda linear transrectal, sen-
do que a aplicacdo de ecografia com doppler a cores pode num futuro préximo
trazeralgumasvantagens

Considerando como dia zero o dia da ovulagdo, a avaliagdo ecografica
incide sobre o conceptus (embrido + anexos embriondrios). Eimportante a avalia-
¢do sistemdtica de todo o Utero, devendo efetuar-se movimentos lentos de modo
aminimizar orisco de falsos negativos.

O exame ecografico comeca caudalmente a cérvix, seguindo pelo corpo
do utero, corno direito, ovario direito, corno esquerdo, ovario esquerdo e nova-
mente corpo do Utero. O exame ecografico dos ovarios numa fase de gestacado
precoce é importante, ndo sé para avaliar o tamanho e ecogenecidade do corpo
[Uteo existente, mas também para aferir a possivel existéncia de dois corpos lu-
teos, o que nos indica o risco de gravidez gemelar. O exame ecografico dos ova-
rios deve igualmente registar a existéncia de foliculos em desenvolvimento, es-
sencial para o seguimento subsequente da égua, caso o diagndstico de gestacdo
seja negativo.
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Apesar de a vesicula embriondria poder ser detetada cerca do dia 9, a
maioria das vezes o diagndstico é feito entre o dia 12 e o dia 14. O diagnéstico de
gestacdo antes da fixacdo da vesicula embrionario (entre o dia 15 e o dia 16) per-
mite intervir aquando da existéncia de gestacdes gemelares antes da fixacdo das
mesmas, permitindo a facil e segura eliminacdo de uma das vesiculas.

Entre o dia 10-14 o conceptus é esférico, cheio de fluido e anecoico, com
linha hiperecoica dorsal e ventral (figura 88). Estas linhas hiperecoicas devem-se
ao reflexo especular e podem também ser observadas em alguns quistos uteri-
nos, sendo no entanto distinguiveis destes pela mobilidade e aumento de tama-
nho que ocorre apenas no conceptus. Por volta do dia 10 a vesicula embriondria
tem cerca de 3 mm de diametro, aumentando gradualmente até ao dia 15.

REPRO EQUINA
SW3513 ECO REPRO DOPLLEF

Figura 88: Imagem ecografica de gestagao de 12 dias.

Entre o dia9 e o dia 11 é mais frequente a localizacao no corpo do Utero e
a partir de entdo nos cornos uterinos. As pregas endometriais facilitam a mobili-
dade da vesicula embrionaria, a qual é assegurada pelas contracGes do miomé-
trio. Aquando da fixagcdo do embrido entre o dia 15 (figura 89) e o dia 16, o con-
ceptus é observado perto da jungdo corpo-corno do utero.

A partir do dia 18 a vesicula apresenta uma forma irregular e inconsis-
tente que tende a ser triangular (figura 90). O embrido é detetado entreo dia20 e
odia 25 (figura91), sendo possivel ver o batimento cardiaco perto do dia 22.
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Figura 89: Imagem ecografica de gestagao de 15 dias.

Figura 90: Imagem ecografica de gestacdo de 18 dias.
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Figura 91: Imagem ecografica de gestagdo de 21 dias.

Por volta do dia 24 é visivel o aumento do saco alantoide ventral ao em-
brido, iniciando-se a diminui¢ao do saco alantoide com regressao do saco vitelino
e consequente ascensdo do embrido (figura 92).

T
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Figura 92: Imagem ecografica de gestagao de 30 dias.
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Por volta do dia 40, o corddao umbilical alonga-se dorsalmente e inicia-se a
descida do embrido a qual esta, como referido, completa por volta do dia 50 (figu-
ra93).

FAVA RICA
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Figura 93: Imagem ecografica de gestagdo de 47 dias.

Por rotina, e dado que as perdas de gestacdao ocorrem maioritariamente
atéaos 40 dias o diagndstico de gestacdo deve ser confirmado aos 45 dias.

Conclusao

A reproducdo assistida em equinos tem vindo a desenvolver-se nos ulti-
mos anos, com repercussoes importantes na melhoria de fertilidade dos equinos
em Portugal. O essencial para compreender e melhorar a eficacia do controlo re-
produtivo passa pela compreensao e conhecimento da anatomia e fisiologia quer
daéguaquerdo garanhao.

Este Manual Pratico pretende ser o primeiro de uma série de manuais
com vista a melhorar a capacitacao de médicos veterinarios que desejem traba-
Ihar em reproducdo de equinos. Assim, optdmos por comecar pela compreensado
dos mecanismos fisioldgicos e pelo exame dos animais reprodutores para, em pu-
blicagdes futuras, abordarmos técnicas de reproducdo assistida aplicaveis nesta
espécie.

Esperamos que este Manual seja Util a estudantes e profissionais.
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ENT f DE PORTO
REPRODUCAO ANIMAL J INSTITUITO DE CIENCIAS BIDMEDICAS ABEL SALAZAR
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ANEXO 1 Analise Sémen — Garanhao

Proprietario

Morada

Telefone NIF
ID do garanhao Data de colheita
Idade

Hora de colheita

Método

N° de montas/Tempo de monta (min)

Volume mL: filtrado (total)

Motilidade progressiva: Puro (]
Diluido [

Concentragdo (x10%/mL) - Método

N° total de spz (x 10°)

N° total x % moveis (x 10%)

Meio de Refrigeracao

% VIVOS-MORTOS:

Notas:



Coloragao/Método:

Ampliagao:

Operador:

Cabecas anormais

Crateras

Defeitos do acrosome

Cabecas soltas normais

Cabecas soltas anormais

Microcefalia

Macrocefélia

Piriformes

Total Anomalias da Cabeca

Gotas proximais

Gotas distais

Gotas distais com reflexo

Tracto intermédio irregular/aplasico

Tracto intermédio espessado/inchado

Tracto intermédio enrolado (Dag-like)

Tracto intermédio dobrado

Outras Anomalias do Tl

Total Anomalias Tl

Caudas dobradas

Caudas enroladas

Total Anomalias da Cauda

Célula Germinal prematura

Total Anomalias

Outras células (hemdcias, neutrofilos,
etc)
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