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Resumo

A eficiéncia reprodutiva € importante para que as exploracdes de bovinos de carne se
mantenham rentéveis. A fertilidade do touro € um ponto importante, com grande impacto nos
indices produtivos da exploragdo. Assim sendo, o exame androldgico a cada touro do efetivo
torna-se fundamental a cada época reprodutiva para identificar animais inférteis e também
subférteis, podendo elimina-los da populacéao reprodutora.

O presente estudo teve como objetivo demonstrar a eficacia do equipamento iSperm
na realizacdo de exames androlégicos a campo e identificar os parametros avaliados com este
equipamento, que sejam importantes no exame androldgico, estudando as relagdes destes entre
Si.

Neste trabalho foram obtidos dados de exames androldgicos a campo em exploracoes
de bovinos de carne no Alentejo nas épocas reprodutivas de 2019/20, 20/21 e 21/22. Estes
exames consistiram num exame de estado geral do animal, exame direcionado ao aparelho
reprodutor (com medicéo do perimetro escrotal) e avaliagdo de uma amostra seminal obtida por
eletroejaculacdo. Em todos os exames o sémen foi avaliado com o equipamento iSperm.

Os 96 avaliados eram de varias ragas, nomeadamente Limousine (n=53), Aberdeen-
Angus (n=18), Outras (n=8) e 0s seus cruzamentos (n=12), tendo estes animais idades
compreendidas entre 0s 16 meses e 0s 10 anos de idade.

Verificou-se uma diferenca significativa do perimetro escrotal (PE) entre as
diferentes racas estudadas, bem como uma correlacdo positiva deste com a idade e com a
condicdo corporal (CC). Quanto ao sémen, verificou-se que a percentagem de formas
anormais (FA) estava positivamente correlacionada coma idade do touro e negativamente
correlacionada com a mobilidade massal (MM) e a mobilidade progressiva (MP).

O equipamento identificou varios tipos de FA, incluindo anomalias de cauda, cabeca
e peca intermedia.

Todos os animais rejeitados (n=21) foram-no por avalia¢cdes de sémen insatisfatorias,
sendo que animais inaptos tinham estatisticamente menos MM e MP e mais FA do que
animais aptos.

Com a realizagéo deste estudo conseguimos concluir que o equipamento iSperm é um
equipamento réapido e eficaz na avaliagdo da amostra de sémen, fornecendo informacao
relevante sobre a sua qualidade para cada animal, permitindo determinar imediatamente e sem

equipamento adicional se o animal € apto para a reproducéo. Deve no entanto salvaguardar-se



que ndo deve ser conveniente ser 0 Unico elemento de andlise para a determinagdo do valor

reprodutivo do touro.

PALAVRAS CHAVE: Sémen, touro, exame androldgico, iSperm



Abstract

Reproductive efficiency is very important to maintain economically viable beef cattle
farms. Andrological examination of all the bulls of the herd at the beginning of the reproductive
season allows for the identification an eventual culling of infertile or subfertile males, which
would hinder overall reproductive efficiency.

The aim of this study was to demonstrate the effectiveness of the iSperm equipament
in andrological evaluation in field conditions, identifying parameters relevant for the exclusion
of inapt bulls.

The andrological examinations (AE)) presented in this study were performed in
extensive beef cattle farms in Alentejo during the reproductive seasons of 2019/20, 20/21 and
21/22. All AE were performed through a physical examination of the animal, examination of
the reproductive organs (including scrotal circumference), and semen evaluation of a sample

collected using electroejaculation. Semen was analysed using, the iSperm equipment.

Scrotal circumference (SC) differed significantly between breeds and there was a
significant positive correlation between the bull’s SC and its age and body condition score (BC).
Regarding the seminal exam, the percentage of abnormal forms (AF) correlated negatively with
mass motility (MM) and progressive motility (PM). iSperm equipment was able to identify
several types of AF, including anomalies in the tail, head and intermediate part. All rejected
animals (n=21) had unsatisfactory semen evaluations, and rejected animals had statistically less
MM and MP and more AF than approved animals.

With this study we can conclude that the iSperm equipment is a fast and effective tool
in the evaluation of a semen sample, providing relevant information about its quality for
individual animals, allowing the immediate decision to approve or reject a bull for reproduction,
based on semen quality. However, it should be noted that semen evaluation alone (with or
without iSperm) is not enough to perform a thorough AE and final decisions regarding overall
reproductive soundness of the bull should not be made without a complete physical
examination.

KEY WORDS: Semen, bull, andrological examination, iSperm
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|. Casuistica

O Estégio Curricular aqui apresentado foi realizado em dois locais diferentes. Durante
0s meses de novembro e dezembro de 2022, o estagio foi realizado em Monforte, em contexto
de clinica de ambulatério, com acompanhamento dos trabalhos da empresa Jodo Pedro
Medalhas Servicos Veterinarios Lda. A segunda parte do estagio foi realizada durante os meses
de Janeiro e Fevereiro de 2023, na exploracdo JMPC. Lda., situada em Alcochete e sob a

supervisdo do Doutor Jodo Paulo Salgueiro Camejo.
1.Estagio em Jodo Pedro Medalhas, Servicos Veterinarios

No estagio realizado em Monforte, a cada dia eram visitadas varias exploragdes onde se
efetuavam varios servigos, maioritariamente na area de sanidade e alguns servigos de urgéncia
e reproducdo (Grafico 1). Foram realizados trabalhos de maneio como a colocacéo de chips
eletronicos e brincos para a identificacdo e re-identificacdo dos ovinos. As espécies
acompanhadas foram ovinas (Tabela 1) e bovinos (Tabela 2), tendo sido vistos cerca de 2.000
e 2.500 animais, respetivamente. Outros procedimentos realizados, foram o tratamento de
ovinos com doenca respiratoria, claudicacbes e endometrites. No caso das vacas, além da
sanidade, foram realizados a resolucdo de 3 partos distocicos com manobras tocoldgicas, 2
cesarianas, sincronizacao de cios a 50 animais, 600 ecografias para diagnostico de gestacdo, 20
exames androldgicos, resolucdo de 1 prolapso uterino, 15 inseminagdes artificiais e 2 protocolos
de superovulagdo com lavagem e congelagédo de 27 embrides.

Imunoprofilaxia 2000
Desparasitacdo Oral 1000
Colocacéo Brincos 500
Colocacéo Chips 500
Amostra de sangue para analise e sanidade 100
Tratamento Respiratorio 50
Tratamento de Claudicacdo 20
Tratamento de Endometrite 5

Tabela 1: Casuistica de ovinos
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Plano Profilatico (Vacinas e desparasitacdes) 2300
Amostra de sangre para andlise e sanidade 2300
Ecografia retal para diagnéstico de gestacdo 600
Sincronizacao de cios 50
Congelacdo de embrides 27
Recolha de embrides 27
Exame Androldgico 25
Inseminacdo Artificial 15
Resoluc¢do ndo cirurgica de partos distocicos 3
Cesarianas 2
Protocolos de Superovulacdo 2
Resolucdo de Prolapso Uterino 1
Lavagem Uterina para recolha de embrides 1

Tabela 2: Casuistica bovinos

Casuistica Jodo Pedro Medalhas

Servicos Veterinarios Lda.

7700

81

Sanidade Reproducio Clinica

1000

Maneio

2.Estagio no JIMPC. Lda.

11

Gréfico 1: Casuistica por areas J. P. Medalhas. Servicos Veterinarios Lda.

No concelho de Alcochete, a espécie mais observada foi a bovina, tendo sido também
observados alguns casos clinicos em suinos (Grafico 2). Foram efetuadas diferentes tarefas
entre as quais estdo 1.457 planos de profilaxia, 35 exames androldgicos (EA), 115 ecografias

para diagndéstico de gestacdo, 115 palpacdes retais, 5 partos, 1 resolugédo de prolapso vaginal,



38 protocolos de fluidoterapia em vitelos, 23 recolhas de amostras de sangue para analise e
sanidade, 45 sincronizacOes de cios, 44 inseminacdes artificiais, 9 sondagens gastricas, 10
castracOes de leitdes, 115 intradermotuberculinizagdes com respetiva leitura, 1 hemoterapia, 9
lavagens prepuciais, além do maneio diario dos animais como brincar, confirmagao dos animais
carregados em transporte com destino a Argélia, desmame de animais, tratamentos respiratorios

e de retencdo placentaria, entre outros (Tabela 3).

Plano Profilatico 1457
Carga de animais no transporte 1035
Palpacdao retal 150
Intradermotuberculinizacio 115
Ecografia retal para diagnéstico de gestacdo 115
Desmame de vitelos 100
Sincronizacao de cios 45
Inseminacéo Artificial 44
Fluidoterapia em vitelos 38
Exame Androlégico 35
Tratamento Respiratorio 35
Colocacéao de brincos 31
Amostragem de sangue para sanidade e analise 23
Necrépsias 11
Castracdo de leitoes 10
Sondagem Géstrica 9
Lavagem prepucial 9
Partos Distocicos 5
Eutanésia 3
Resolucdo de retencdo placentaria 2
Resolucdo de prolapso vaginal 1
Contencdo quimica com uso de Zarabatana 1
Hemoterapia 1

Tabela 3: Casuistica JMPC Lda.
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I1. Introducéo
1. Aparelho reprodutor masculino

1.1. Anatomia do aparelho reprodutor masculino

A anatomia do aparelho reprodutor masculino (Figura 1), pode ser dividida, segundo
as suas funcdes, nos componentes de producao, transporte e transferéncia de espermatozoides,
nomeadamente nos testiculos, epididimo e pénis respetivamente (Hopper, 2015).

Na componente de producdo, o parénquima testicular contém as células necessérias
para a espermatogénese e producdo de esterdides. O parénquima esta disposto em lébulos e
neles podemos diferenciar trés partes, sendo uma delas o tecido intersticial, formado pelas
células de Leydig, vasos vasculares e linfaticos que estdo dispostos em torno dos tubulos
seminiferos. O desenvolvimento tecidual dos tdbulos seminiferos aumenta de acordo com o
desenvolvimento da circunferéncia escrotal, tal como nimero absoluto de células de Leydig e
células de Sertoli (Penitente-Filho et al., 2018).

Figura 1: Anatomia aparelho reprodutor masculino de bovino (1: Artéria testicular, 2:
Ducto deferente, 3: Testiculo, 4: Sinfise pélvica) (Fonte: Adaptada de Dyce et al., 2010)

O outro constituinte do parénquima do tabulo seminifero, é a parede basal, onde se
localizam as espermatogonias, celulas dipldides ndo diferenciadas que se dividem por mitose
e, em seguida os espermatdcitos que pela divisdo por meiose se vao diferenciar em espermatides
gue dardo origem aos espermatozoéides (spz). Nestes tubulos também se encontram as células
de Sertoli que véo fornecer a nutricdo necessaria para as células germinativas em diviséo, entre

outras funcdes (Bradley G. Klein, 2020).
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Os testiculos estdo alojados no escroto, o qual esta suspenso entre as coxas na regiao
inguinal e é formado pela pele externamente, a tunica subcutanea dartos e a fascia espermatica
externa. A camada externa é assim composta pela pele do escroto, tlnica dartos, fascia perineal
superficial, fascia espermatica externa e musculo cremaster. A camada interna é por sua vez,
composta pela fascia espermatica interna e tanica vaginal parietal (Konig, 2016). O tamanho
dos testiculos nos bovinos varia em funcéo da raca, mas normalmente o testiculo adulto pesa
300-400 gramas, tem cerca de 10 - 13 cm de comprimento e 5 - 6 cm de largura (Hopper, 2015).

A cobertura do proprio testiculo consiste no folheto visceral da tunica vaginal e tinica
albuginea, sendo a tanica visceral a mais interna. Existe um espaco virtual entre a tunica vaginal
parietal e visceral conhecido como a cavidade vaginal, que se estende para o lado direito e
esquerdo, e é dividido por um septo que envolve por sua vez os testiculos separadamente e esta
marcado na zona exterior com um sulco (Kénig, 2016).

O mausculo cremaster e a tunica dartos funcionam para regular a proximidade dos
testiculos da cavidade abdominal e portanto a sua temperatura. Adicionalmente, existem outros
mecanismos de regulacdo da temperatura tais como a presenca do saco escrotal fora da cavidade
abdominal, presenca do plexo pampiniforme e glandulas sudoriparas no escroto. O corddo
espermatico faz a ligacdo dos testiculos ao corpo e fornece acesso a cavidade abdominal,
nomeadamente fazendo ligacdo com a parte vascular, neural e linfatica que suportam os
testiculos, sendo composto pelo ducto deferente, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos do
testiculo e epididimo. Além disso, esta adjacente ao musculo cremaster que é o musculo
primario que sustenta os testiculos e o plexo pampiniforme. Este plexo é uma rede venosa
complexa e especializada que envolve a artéria testicular e interfere na termorregulacdo. No
transporte, os espermatozdides vao ser deslocados através dum sistema tubular, que consiste no
tubulo seminifero enrolado, tubulo seminifero reto, rete testis, tubulo seminifero eferente,
epididimo e uretra (Konig, 2016).

A espermatogénese ocorre na parede dentro dos tibulos seminiferos contornados. Esta
comeca pelo desenvolvimento da espermatogonia que seguidamente evolui para espermatdcito
primario, espermatide e finalmente para espermatozdide. Apds a concluséo da espermiogénese,
0s espermatozdides sdo libertados no lumen do tdbulo seminifero para iniciar o transporte
através do tubulo seminifero reto. Este tabulo seminifero reto é simplesmente a ligagdo entre o
tubo seminifero e a rede testicular. A reste testis € uma rede de espacgos irregulares e tibulos

interconectados que esta localizada no interior do testiculo e faz ligacdo entre os tubos
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seminiferos e ddctulos eferentes que ligam o testiculo a cabeca do epididimo (Eurell et al..,
2021).

O sistema tubular eferente continua como epididimo na superficie externa do
testiculo. O epididimo é um sistema tubular que permite a maturacdo e armazenamento dos
espermatozdides, produzindo ainda fluido para facilitar o movimento dos mesmos. O epididimo
pode ser diferenciado em duas porcdes: a parte mais proximal conhecida como cabeca e corpo
do epididimo onde ocorre a maturacdo de espermatozdides, e por¢do distal conhecida como
cauda do epididimo onde vao ser armazenados os espermatozdides. Durante a passagem pelo
epididimo, os espermatozoides sofrem alteracbes morfologicas e funcionais para assim
chegarem a cauda do epididimo para serem armazenados, conservando mobilidade e fertilidade
(Eurell et al.., 2021).

A transferéncia dos espermatozoides é alcancada pelo processo de intromissao que
requer a erecdo do pénis e ejaculacdo do sémen. A anatomia pertinente para que esse processo
ocorra, inclui o pénis, a musculatura do pénis, 0s seus vasos sanguineos e inervacdo. O pénis
pode ser dividido em raiz, corpo e porcao livre (onde se localiza o glande). O tecido que compde
amaior parte do pénis é o corpo cavernoso (Hopper, 2015). Os corpos cavernosos emparelhados
originam-se separadamente em cada lado do arco isquiatico medialmente & tuberosidade
isquiatica, e 0 seu conjunto é conhecidos como crus do pénis. Esses crus estendem-se
ventromedialmente até a sua unido com o corpo esponjoso e a formacéo do corpo do pénis. O
corpo esponjoso € o tecido erétil que envolve a uretra e tem origem no bulbo do pénis. Portanto,
araiz do pénis é formada pelos pilares e pelo bulbo. Caudalmente a raiz do pénis, localizam-se
0s musculos isquiocavernoso, bulboesponjoso e retratores do pénis. Durante a erecdo 0s
musculos isquiocavernosos vao contrair e dificultar o retorno venoso do espaco cavernoso dos
pilares no corpo do penis. O musculo bulboesponjoso esta situado caudalmente ao bulbo do
pénis e a sua contracdo resulta na propulsdo do ejaculado pela uretra. O musculo retrator do
pénis vai desde as vértebras caudais até a flexura sigmoide distal (Konig, 2016). O corpo do
pénis propiamente dito comeca na juncdo dos dois pilares, distalmente ao arco isquiatico, e
estende-se cranialmente ao longo da parede ventral do corpo para se tornar a parte livre do penis
no abdémen medio-ventral. O corpo ¢ dobrado em forma de “S”, numa formacdo conhecida
como flexura sigmoide. Na espécie bovina, a glande do pénis é uma pequena regido restrita na
extremidade cranial do pénis. A extremidade livre do pénis do touro é torcida no sentido anti-
horério, o que se deve a fixacdo do ligamento apical na extremidade distal do pénis, sendo que

este ligamento tem a sua insercdo na superficie ventral do arco isquiatico (Hopper, 2015).
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O prepucio é composto por uma membrana externa e dobra interna que recobre o corpo
e a porcdo livre do pénis ndo ereto. A lamina externa é a dobra externa da pele ligada ao
abdomen ventral. A pele com presenca de pelos termina no orificio prepucial onde a dobra
externa se dobra para dentro para revestir a cavidade prepucial. A ldmina interna serve para
fixar a lamina externa ao epitélio peniano (Dyce et al., 2010).

A irrigacdo do aparelho reprodutor é composta por varias artérias, sendo que cada
6rgdo tem uma irrigacdo diferente. Os testiculos sdo irrigados pela artéria testicular, que € um
ramo da artéria abdominal e possui este nome quando passa a parede abdominal pelo canal
inguinal. A medida que a artéria testicular se vai aproximando do testiculo forma uma espiral
com o plexo pampiniforme, formando assim o cone vascular do testiculo (Hopper, 2015).

A irrigacdo do pénis é feita através da artéria iliaca interna. A artéria iliaca interna é
um ramo da artéria aorta, emitido a entrada da cavidade pélvica. Dentro da cavidade pélvica, a
artéria iliaca da origem a artéria glitea caudal e pudenda interna. A artéria pudenda interna
segue como artéria do pénis, que vai irrigar o musculo bulboesponjoso e 0s espacos cavernosos
do corpo esponjoso. A artéria do pénis origina o ramo profundo do pénis que vai irrigar o0 corpo
cavernoso e o tecido erétil do pénis. Apds esta ramificacdo, a artéria do pénis continua-se como
artéria dorsal do pénis ja que passa na parte dorsal ao longo do pénis e vai até a glande e o
prepucio (Hopper, 2015).

A inervacdo da genitalia é assegurada pelo nervo pudendo que se divide em varios
ramos. Estes sdo o ramo prepucial, o ramo escrotal e o ramo dorsal do pénis. Estes ramos,
juntamente com o nervo pélvico e o nervo hipogastrico, sdo os encarregados de dar as
inervacOes motoras, sensoriais e parassimpaticas (Hopper, 2015).

As glandulas genitais acessorias do touro incluem as glandulas vesiculares, ampolas
do ducto deferente, prostata e glandulas bulbouretrais. Todas elas, com excec¢édo da glandula
bulbouretral, drenam o seu contetido na uretra através do coliculo seminal (Dyce et al., 2010).
A glandula bulbouretral drena o seu conteldo no recesso uretral (Hopper, 2015). As glandulas
vesiculares sdo as de maior tamanho e contribuem com o maior volume para o ejaculado. E
uma glandula par, lobada e de consisténcia firme situada dorsalmente a bexiga e lateral aos
ureteres e as ampolas dos ductos deferentes. O corpo da préstata estéd situado dorsalmente a
uretra e caudal as glandulas vesiculares. A parte disseminada esta na parede da uretra e coberta
pelo musculo uretral. A glandula bulbouretral é bilateral e esta situada em cada lado do plano

mediano e dorsalmente a uretra (Hopper, 2015).
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1.2. Func¢éo enddcrina

A acdo hormonal depende da libertagdo de hormonas pela glandula enddcrina
apropriada e o transporte através do sistema circulatorio para o tecido alvo onde estas se vdo
ligar aos recetores celulares e dessa forma induzir uma resposta fisioldgica (Hopper, 2015). Em
condicdes fisioldgicas, a regulacao da funcéo testicular depende das gonadotrofinas, tais como
a hormona luteinizante (LH), hormona foliculoestimulante (FSH) e prolactina (Hopper, 2015).

Os bovinos tém uma regulacdo neuroenddcrina das fungdes reprodutivas, o que quer
dizer que o sistema endocrino relevante a reproducéo esta sob o controlo do sistema nervoso,
sendo ainda reguladas sazonalmente (Hopper, 2015). A espécie bovina, € uma espécie ndo
sazonal. No entanto ha estudos que observaram animais com alteragdes hormonais dependentes
da estacdo do ano, nomeadamente na secrecdo de testosterona em resposta a LH durante o verdo
(Stumpf et al.,, 1993). Outros estudos relatam efeitos semelhantes, com afetacdo de
caracteristicas reprodutivas, incluindo a qualidade do sémen e concentracdes sanguineas de LH
e testosterona (Jiménez-Severiano et al., 2003).

A FSH é uma das hormonas responsaveis pela espermatogénese e pelo processo de
producdo de hormonas como sao, testosterona, progesterona, estrogéenio e colesterol (Hopper,
2021).

A LH ¢é responsavel pela estimulacdo e o suporte das células germinativas (Senger,
2005). A acdo principal da LH é sobre as células de Leydig, onde vai controlar a sintese de
testosterona (Noakes et al., 2008). As células de Leydig contém recetores onde a LH se liga
ativando a enzima Adenil Ciclase para catalizar a sintese de monofosfato de adenosina ciclico
que por sua vez, ativa a proteina AMP ciclico-dependente quinase, aumentando a conversao do
colesterol em pregnenolona (Senger, 2005).

A testosterona é o principal androgénio que estd envolvido na espermatogénese
(Walker at al., 2005), sendo necessaria para a producdo de espermatozoides e sua posterior
maturacdo no epididimo, uma boa funcdo das glandulas sexuais acessorias e para O
desenvolvimento de caracteres masculinos secundarios (Noakes et al., 2008).

Quanto a prolactina, é conhecida por potenciar o efeito da LH na espermatogénese e
pela regulacdo da funcédo das células de Leydig. Ha uma relagdo dos animais com deficiéncias
na concentragdo plasmatica de prolactina e reducdo na fertilidade com atrofia testicular evidente
(Hopper, 2015).
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2. Exame Androldgico

A avaliagdo androldgica do touro (EA) evoluiu como um procedimento veterinario de
baixo custo que oferece beneficios como a redugdo do risco de ter um touro infértil e das suas
consequéncias negativas, e a0 mesmo tempo ter maior eficiéncia na utilizacdo dos touros,
aumento de fertilidade e economia de recursos. Tem como objetivo identificar touros inférteis
e subférteis para que possam ser removidos da populacdo reprodutora. A combinacao de exames
fisicos/reprodutivos e avaliacdo de sémen pode contribuir para melhorar a fertilidade de
vacadas, bem como perceber os fatores que afetam a mesma (Chenoweth et al., 2016).

Atualmente, os varios sistemas de avaliacdo de touros em todo o0 mundo incluem um
exame fisico sistematico que incide sobre as funcfes reprodutivas e avaliacdo da motilidade,
morfologia dos espermatozoides e concentracdo da amostra (Beggs et al., 2013).

Diferentes pesquisas em varios regimes de producdo e locais indicam que
aproximadamente 65- 85% de touros sdo classificados como “reprodutores potencialmente
satisfatorios" quando submetidos a uma avaliacdo de aptitude reprodutiva. No entanto, essa
classificacdo também dependeré da idade, genética, ambiente, maneio, selecdo prévia e critério
do operador (Hopper, 2021).

O requisito a que mais importancia se da na avaliacdo andrologica do touro é, o
perimetro escrotal, baseado na idade e na qualidade do sémen (Susilawati et al., 2020).

A avaliacdo do sémen, tem sido uma componente importante do EA desde 1950, altura
em que se comecou a conseguir fazer uma colheita de sémen segura em touros néao treinados.
A concentracdo de espermatozoides viaveis é considerada um pardmetro fundamental na
qualidade do sémen, assim como a motilidade e a morfologia espermatica que aumentou a sua
importancia nos ultimos anos (Chenoweth et al., 2016). Tanto a morfologia como a motilidade
podem ser sumariamente avaliadas em condi¢cbes de campo e sdo utilizadas tecnologias
sofisticadas, como analise de espermatozoides assistida por computador (CASA) e microscopio
de contraste de interferéncia diferencial (DIC), para uma analise completa da amostra de sémen
(Chenoweth et al., 2016).

Um EA executado corretamente fornece uma avaliacdo do potencial reprodutivo do
touro apenas para a data realizada. Para um touro acasalar com vacas com sucesso, ele deve ser
capaz de sobreviver (manter uma boa condi¢do corporal), identificar as fémeas em cio,
conseguir montar a fémea e depositar sémen fértil no trato reprodutor feminino. Assim, uma
avaliacdo de aptiddo reprodutiva deve incluir, um exame fisico completo, um exame do trato

reprodutivo e a avaliacdo do sémen. Se um touro ndo corresponder aos padroes estabelecidos
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mas exista a possibilidade de melhorar a sua avaliacdo, pode ser classificado como
"indeterminado”. Este touro deve entdo ser testado novamente, geralmente 60 dias depois da
avaliacdo insatisfatdria j& que este tempo sera 0 necessario para um novo ciclo completo de
espermatogénese. Um touro que por qualquer motivo ndo cumpra 0s pardmetros minimos no
EA e cuja melhoria seja improvavel, € classificado como "insatisfatorio” (Hopper, 2015).

Como em tudo, ha certas limitacbes no EA, sendo a primeira e mais Obvia a ndo
inclusdo da avaliagdo da libido. Outra prende-se com as diferentes perspetivas entre diferentes
médicos veterinarios, devido a diferencas entre equipamentos ou diferencas no nivel de
competéncia ou atencdo no procedimento. Finalmente, cada avango na compreensdo da
etiologia e/ou efeito real na fertilidade de uma determinada anomalia espermatica, tende a
levantar novas questdes do que podem ser limites aceitaveis para a taxa de anomalias nos
espermatozoides (Hopper, 2014).

O objetivo do exame ndo € diferenciar os niveis de fertilidade, mas sim estabelecer um
padrdo que separa o individuo subfértil do animal fértil e apto para a reproducdo. O limiar
razoavel para a motilidade individual é de 30%, o que reflete uma preocupacéo ja que muitas
vezes a motilidade do sémen do touro ndo pode ser avaliado razoavelmente em condi¢des de
campo (Chenoweth, 2002). O limiar morfol6gico normal é de 70% sem fazer distin¢do quanto
a classificacdo das formas anormais e o perimetro escrotal, tem que ter como minimo 31 cm.
(Chenoweth et al., 2016).

2.1. Exame estado geral

2.1.1. Estatuto sanitario

Quando um exame andrologico (EA) é realizado com o objetivo de avaliar o potencial
de um touro para cobrigdo natural, a componente fisica assume um significado primordial
(Hopper, 2015). A historia do animal pode fornecer ao examinador informacao na avalia¢do do
sémen (Ptaszynska et al., 2007).
A transmissdo de doencas venéreas como Rinotraqueite Infeciosa Bovina (IBR), Doenga Virica
Bovina (BVD), Campylobacter, Tritrichomonas, entre outras, podem ser a causa de deficiéncia
reprodutiva na vacada e no reprodutor. Estas doengas contagiosas mediante a monta natural ou
Inseminacdo artificial (IA) com sémen infetado, devem ser testadas ja que a sua presenca nos
reprodutores, manifestando sinais clinicos ou ndo, poderiam diminuir a capacidade reprodutiva
devido a que estas doencas em ocasi0es poderiam causar lesbes que impedissem ao touro

realizar a monta ou realizar a monta sem sucesso (BonDurant, 2005).
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2.1.2. Aprumos

Os touros dependem dos membros para conseguir realizar a monta e precisam de
percorrer alguma distancia para chegar a alimentagdo e agua. Assim sendo, a avaliagdo dos
problemas de aprumos e da conformacéo das extremidades é fundamental no exame de uma

animal destinado a reproducéo (Brogliatti, 2013).

2.1.3. Exame fisico

Quanto ao exame fisico, deve observar-se o animal a distancia para ver o seu
comportamento e avaliar a sua marcha, visao e alteracdes na conformacéo (Figura 1). Assim
que o animal entra na manga deve fazer-se um exame fisico geral detalhado, avaliando todos
os sistemas do animal, excluindo patologias do aparelho cardiovascular e digestivo (Rangel et
al., 2009).

Figura 2: Touro reprodutor raca Limousine (Fonte: Autor)

2.2. Exame 6rgéos reprodutores

2.2.1. Testiculos e epididimo
No exame do aparelho reprodutor € fundamental a avaliacéo da integridade do escroto,

testiculos e cordd@o espermatico, avaliando o tamanho, forma e textura (Ptaszynska et al., 2007).
A palpacéo dos testiculos permite determinar a integridade do parénquima testicular.

A cabeca e o corpo do epididimo também séo localizados na palpacdo quando os testiculos séo
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deslocados dentro da bolsa escrotal, assim como a cauda do epididimo, ja que alteracdes de

tamanho e consisténcia, séo consideradas caracteristicas patoldgicas (Brogliatti, 2013).

2.2.2. Perimetro escrotal

O perimetro escrotal (PE) é uma medida facilmente obtida, usada como parametro para
a selecdo de touros de qualidade superior. O potencial reprodutivo do touro é medido através
da quantidade e qualidade do sémen produzido sendo que ambas estéo relacionadas com o PE
(Wahyudi et al., 2022).

Esta medicdo pode ser feita através de uma abordagem lateral ou traseira dependendo
da preferéncia do examinador e temperamento do touro (Figura 2). Depois de forcar suavemente
os testiculos para o fundo do escroto e garantir que a fita métrica esta situada na zona de maior
didmetro, a medicdo pode ser registada. Se o perimetro escrotal estiver abaixo do minimo
estabelecido, ndo h& necessidade de continuar com o exame. Pode existir uma diferenca
significativa entre as medidas em touros jovens e touros mais velhos (Hopper, 2014). Lunstra
et al. (1978) indica que 32% dos touros com PE de 27 cm, 52% com PE de 28 cm e 74% com
PE de 29 cm, ja eram puUberes e afirma que 97% dos animais observados com PE de 30 cm ja
tinham chegado a puberdade. As racas avaliadas foram Hereford, Aberdeen-Angus, Red Poll,
Brown Swiss, cruzados de Hereford e Aberdeen-Angus. A idade com gue 0s animais atingem
30 cm de PE, determina se estes tém uma puberdade precoce, média ou tardia (Brogliatti, 2013).

Num estudo feito na Australia, observou-se que touros com medidas escrotais entre 31
e 44 cm eram mais propensos a exibir um espermograma satisfatério (= 70% de
espermatozdides normais) (Chenoweth et al., 2016).

Wahyudi et al., (2022) relatou nas espécies de bovinos Bos taurus, Bos indicus e Bos
sondaicus que a circunferéncia escrotal foi significativamente correlacionada com o volume de
sémen, concentracdo e motilidade dos espermatozoides. Outros autores determinaram que
existe na espécies Bos taurus uma baixa correlagédo entre circunferéncia escrotal e o volume e
a motilidade e uma correlacdo mais elevada entre circunferéncia escrotal e concentracdo de

espermatozdides e na Bos indicus uma correlacdo quase perfeita (Fonseca et al., 2019).
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Figura 3: Medicdo do PE (Fonte: Autor)

2.2.3. Glandulas genitais acessorias
A genitalia reprodutiva interna € avaliada através do exame transretal. Na palpacdao transretal
sdo identificadas eventuais alteragdes na uretra pélvica, préstata, vesiculas seminais, ampolas

dos ductos deferentes e glandulas bulbouretrais (Hopper, 2015).

2.2.4. Pénis

A palpacdo das ampolas dos ductos deferentes, vai provocar a estimulacdo e
exteriorizacdo do pénis. Este fendmeno pode ser aproveitado para avaliar e palpar a por¢éo livre
do pénis e o prepulcio. Durante esta avaliacdo do pénis, podem ser observadas lesdes como
verrugas, lacerac@es, persisténcia do frénulo ou anéis de pelo (Hopper, 2015) (Figura 3).
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Figura 4: Pénis com laceracdo (Fonte: Autor)

2.3. Patologias do aparelho reprodutor masculino

O touro deve conseguir identificar a fémea em estro, aproximar-se, exteriorizar o pénis,
montar adequadamente, atingir uma erecdo completa, localizar a vulva e conseguir a
intromisséo, ejacular e desmontar. Os requisitos basicos sdo 6bvios e uma solidez estrutural é
necessaria para um coito bem sucedido. O coito nos bovinos ocorre em pouco tempo,
geralmente menos de 10 segundos para monta e intromissao e 1-2 segundos para a ejaculacéo.
Quando ha um aumento exuberante destes tempos, normalmente poderd estar associado a
patologias do esqueleto axial ou apendicular ou pode indicar problemas no processo de erecéo,
impedimento na protusao peniana e extensdo ou falta de inervacdo da glande ou pénis (Barth,
2015).

As patologias no aparelho reprodutor masculino sao relativamente comuns e incluem
malformacdes no pénis e alteracbes nas glandulas genitais acessorias. Estas patologias e a falta
de libido podem ser algumas das razbes pelas quais o touro ndo seja fértil. Muitas destas
patologias, algumas delas passando despercebidas, sdo detetadas na avaliag&o fisica do touro,
antes da avaliacdo seminal. Quando se fala da importancia de uma boa avaliagdo prévia € por
causa deste tipo de patologias que chegam a ser tdo importantes como uma ma qualidade do
sémen (Barth, 2015).
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2.4. Colheita de sémen (técnicas)

Seguido ao exame fisico, e verificando que ndo h& problemas a assinalar, pode
proceder-se ao seguinte passo, que sera o estimulo para a ejaculacdo para posterior avaliacdo
da amostra seminal (Hopper, 2015).

Existem varias formas de colheita de sémen. Este pode ser coletado de forma manual
com a estimulacdo manual mediante massagem transretal, cuja técnica é pouco usada devido a
dificuldade que alguns touros tém de ejacular desta forma e porque a amostra obtida € de fraca
qualidade, sendo ainda assim Util em animais jovens ou em animais que nao respondem a
eletroejaculacdo (Shukla., 2020). A vagina artificial, € outra das técnicas de colheita de sémen
apesar de ser pouco utilizada devido a necessidade de ter sempre uma fémea disponivel e
treinada para ser utilizada como manequim. Tem a ventagem de permitir avaliar o libido do
animal ja que este estara perante uma fémea ou um manequim para estimular a ejaculacédo
(Barth et al., 2004).

A técnica mais utilizada nos EA ¢ a eletroejaculacdo (Figura 4 e 5). Este método €
considerado o mais fidvel e com o qual se consegue uma amostra de maior qualidade (Barth et
al., 2004).

Figura 5: Sonda de eletroejaculador usada em bovinos (em baixo) e materiais usados na
avaliacdo do sémen (Fonte: Autor)

Para obter os melhores resultados na estimulagcdo do animal, é recomendado o uso da
sonda de maior tamanho que o animal aceitar, ja que se vai adaptar melhor ao espaco transretal
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onde vai ser colocada e vai haver um maior contacto com a superficie das glandulas vesiculares
e a prostata, para assim os estimulos serem mais eficientes. Geralmente sdo utilizadas sondas
de 50, 75 ou 90 cm, embora existam sondas menores que sdo usadas em animais de menor
tamanho, também com bastante sucesso (Freshman, 2002).

Apbs a correta lubrificacdo da sonda, esta pode ser colocada no reto (Figura 6) e dar
inicio a um ciclo programado ou manual (Figura 7) de estimulagdo com voltagens crescentes
de 0,5 em 0,5 voltios (V) e entre os 100V até aos 240V. O tempo até a ejaculacdo vai variar em
cada touro, dependendo da resposta do animal a intensidade elétrica do estimulo. Uma vez que
0 touro comeca a ejacular, as primeiras emissdes sdo descartadas e s6 se faz a recolha quando
0 conteldo comeca a ser menos translicido. Pode acontecer que o programa termine e ndo
ocorre ejaculacdo. Neste caso, deve haver um periodo de descanso de 2-3 minutos e repeticdo
do ciclo de estimulagéo (Hopper, 2015).
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Figura 6: Eletroejaculador e sonda (Fonte: Autor) Figura 7: Colocagdo de sonda no reto
(Fonte: Autor)

A colheita do sémen ¢é feita para um tubo que pode ser colocado ao mesmo tempo
dentro de um outro tubo com agua morna (37°C) para diminuir assim o risco de choque térmico
dos espermatozoides (Figura 8) (Hopper, 2015). N&o usar este método pode ter desvantagem,
sobretudo em climas muito frios, j& que existe um maior risco de choque térmico e como

consequéncia morte dos espermatozoides (Freshman, 2002).
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Figura 8: Recolha de sémen com controlo Figura 9: Recolha de sémen (Fonte: Autor)
manual da intensidade de estimulacao (Fonte:

Autor)

2.5. Avaliacdo do sémen

A avaliacdo de sémen consiste na quantificacdo da motilidade espermaética,
concentracdo espermatica e formas anormais (Hopper, 2015).

Uma boa amostra de sémen deve conter um nimero suficiente de espermatozoides
viaveis, morfologicamente normais, potencialmente capazes de atingir o oviduto, fecundar o
oocito e desenvolver um embrido vidvel (Muifio et al., 2005).

Como referem Hidalgo et al., (2005), as caracteristicas que 0s espermatozdides com
capacidades fecundantes devem ter sdo motilidade progressiva, morfologia normal,
metabolismo energético ativo, capacidade de desenvolver uma motilidade hiperativa, boa
integridade estrutural e funcionalidade de membrana, integridade das enzimas associadas com
a fecundacdo, capacidade de penetracdo e transferéncia de material genético.

Um ejaculado normal, com espermatozoides normais designa-se de normoespérmico.
Quando um ejaculado ndo é normal, pode tomar véarias designagcbes consoante as suas
caracteristicas. Assim, a oligospermia ocorre quando hd um volume de ejaculado diminuido
com poucos espermatozdides, sendo que a ndo producao de ejaculado se denomina de aspermia.
Quando o ejaculado produzido contem espermatozdides com alteragdes na motilidade
espermaticas, recebe 0 nome de astenozoospérmico, a auséncia de motilidade é referida como

alcinozoospermia e a presenca de ejaculado sem presenca de espermatozdides designa-se de
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azoospermia. Dispermia, refere-se a pequenas variacdes pouco relevantes na  normalidade
dos espermatozoides. Quando had presenca de sangue é designado como hemospermia e
necrozoospermia quando ha presenca de espermatozoides mortos no ejaculado (Sequeira,
2015).

Logo apds a colheita, é efetuada uma avaliacdo subjetiva da concentracdo mediante a
cor, volume de ejaculado e motilidade massal. Estes trés parametros ndo tém uma grande
relevancia para a avaliacdo da amostra ja que ndo sdo considerados que tenham uma relagdo
direta com a fertilidade do touro mas que junto com o resto ddo uma informacéo da qualidade

da amostra bastante relevante (Freshman, 2002).

2.5.1. Volume

O volume do ejaculado depende de varios fatores, entre eles a raca, idade, 0 ambiente
(Chenoweth & McPherson, 2016), a alimentacdo e 0 maneio e ainda 0 método e a frequéncia
da recolha (Sieme, 2009). No entanto, é geralmente aceite que possa variar entre 0s 2-10

mililitros (mL) de volume de ejaculado (Chenoweth et al., 2016).

2.5.2. Cor

A cor, apesar de ser avaliada de forma subjetiva, esta relacionada com a densidade do
ejaculado, ou seja, com a concentracdo de espermatozoOides (Tabela 4). A concentracdo
esperada para um ejaculado de touro estd entre os 300-600 x 10° (Chenoweth et al, 2016).
(Figura 9)

Translucido < 200 milhdes/ml de spz
Branco aquoso 250-400 milhdes/ml de spz
Branco leitoso 400-750 milhdes/ml de spz
Branco cremoso > 750 milhdes/ml de spz

Tabela 4: Classificacdo por cor da amostra seminal (Adaptada de Kanchan et al., 2015).

O ejaculado pode apresentar alguma cor que ndo seja a esperada devido a
contaminacdo com alguma substancia como urina, sague ou pus. O ejaculado pode apresentar
uma cor amarelada quando hé presenga de pus ou urina (Figura 10), vermelho ou rosado quando
apresenta algum grau de contedo de sangue fresco e uma cor castanha pode estar relacionada
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com sangue seco. Também se pode observar uma cor amarelo-esverdeado, sendo esta
indicadora da presenca de Pseudomona aeruginosa ou entdo, tratar-se de um animal tratado

recentemente com vitamina- B12 (Chenoweth et al., 2016).

Figura 10: Diferentes ejaculados (Fonte: Autor) Figura 11: Ejaculado com urina (Fonte: Autor)

2.5.3. Concentracao

A concentracdo da amostra representa 0 nimero de espermatozoides por unidade de
volume (Figura 11 e 12) (Chenoweth et al., 2016). Tradicionalmente é determinada por meio
de camaras de contagem de células (Camara de Neubauer), sendo este considerado o melhor
método de avaliacdo da concentracdo espermatica.

A espectrofotometria também é um método rapido e facil para a medicdo da
concentracdo espermatica. Os resultados sdo baseados na absorcdo ou dispersdao da luz
provocada pelos espermatozoides em suspensdo (Rangel Porta et al., 2009). Outra
possibilidade de medicdo da concentracdo de espermatozoides na amostra de ejaculado, é
mediante uma andlise assistida por computador (CASA), que consegue determinar a
concentracdo e motilidade espermatica simultaneamente e com precisdo adequada (Maree,
2021).
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Figura 12: Espermatozoides ao microscopio ~ Figura 13: Espermatozdides ao microscopio

x1000 com boa concentragdo (Fonte: Autor) 21000) com pouca concentragdo (Fonte:
utor

2.5.4. Motilidade

Dentro da motilidade sdo avaliados dois parametros: motilidade massal e motilidade
individual. A motilidade massal é a capacidade de movimento dos espermatozoides em grupo
no ejaculado. Esta medicdo € feita com o ejaculado ndo diluido e 0 movimento em massa
depende de trés fatores: concentracdo espermatica, percentagem de espermatozoides com
progressdo linear e a velocidade da progressdo dos espermatozoéides. A classificacdo da
motilidade massal é feita numa escala de 0 a 5, onde 5 indica a presenca de ondas com
movimentos rapidos e vigorosos e 0 indica a auséncia de movimentos em ondas (Tabela 5)
(Muifo et al., 2005).

0 Sem ondas de movimento

1 Ligeira ondulagéo ou vibragdo, sem progressao

2 Progressao lenta, com paragens

3 Movimento progressivo continuo e velocidade moderada
4 Movimento progressivo, rapido

5 Movimento progressivo com ondas muito rapidas

Tabela 5: Classificacdo motilidade massal (Adaptada de Catena at al., 1999)
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A motilidade individual é avaliada ao microscépio com uma ampliacdo de 400x.
Quando a amostra é muito densa deve ser diluida com um diluente estéril para permitir uma

observacdo adequada dos espermatozoides individualmente (Tabela 6) (Chenoweth, 2002).

Muito bom > 80% de motilidade progressiva (MP)
Bom 60-79% de MP
Mediocre 40-59% de MP
Ma < 40% de MP

Tabela 6: Classificacdo motilidade individual (Adaptada de Ribeiro-Peres et al., (2014)

2.6. Morfologia dos espermatozoides

A anéalise morfolégica dos espermatozdides € uma componente fundamental na
avaliacdo seminal do touro (Fernandez et al., 2021). Dentro das formas anormais que um
espermatozéide pode apresentar, é feita uma distingdo entre anomalias de cabeca, anomalias da
parte intermédia e anomalias da cauda. Também sdo classificadas como anomalias primarias
ou secundarias, segundo o 6rgdo onde é provocada essa anomalia (Hidalgo et al., 2005) ou
terciarias que sdo anomalias causadas pela técnica (Izquierdo et al., 2016).

A morfologia é avaliada pela observacdo de uma gota diluida e corada com Eosina-
Nigrosina (Figura 13) observada ao microscépio com ampliacdo de 1000x (Crespo et al., 2014).
Devem ser observados pelo menos 100 espermatozoides com atencéo para conseguir ter uma
boa avaliacdo morfoldgica (Toribio, 2015). A coloracdo Eosina-Nigrosina permite determinar
a morfologia e vitalidade dos espermatozoides através de um corante acido que consegue
penetrar na cabeca do espermatozoide corando-o de vermelho no caso de este se encontrar com
lesbes na membrana celular ou mesmo morto. Espermatozdides com a membrana celular

integra aparecem como brancos (Hopper, 2015).
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Figura 14: Coloracdo com Eosina-Nigrosina (Adaptado de Martinez et al., 2020)

2.7. Anatomia do espermatozdide

O espermatozoide normal é composto por uma cabeca e uma cauda. A cabeca esta
cheia de cromatina, onde se encontra o material genético do espermatozéide. No caso dos
bovinos a cabeca do espermatozdide varia entre 8 e 10 um de comprimento, 4 e 4,5 um de
largura e 1 e 1,5 um de altura. A cauda tem aproximadamente 40-45 pum de comprimento e

divide-se em pescoco, peca intermédia, peca principal e peca final (Hopper, 2015) (Figura 14).
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Figura 15: Partes do espermatozéide (Adaptado de Hidalgo et al., 2005)
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2.8. Formas anormais

A presenca de formas anormais na anélise do ejaculado € bastante comum, sendo que
algumas destas formas anormais podem causar infertilidade e algumas podem ser hereditérias.
H& formas anormais que ndo permitem o desenvolvimento do movimento normal do
espermatozdide e por isso, estes ndo conseguem progredir até ao gameta feminino. Estas estéo
normalmente situadas na cauda do espermatozdide ou podem ser anomalias da peca intermédia
ou cabegas destacadas. Outros espermatozoides com forma anormal conseguem fecundar mas
sempre com um desenvolvimento da gestacdo defeituosa (Chenoweth, 2002).

As formas anormais primarias ocorrem durante a espermatogénese, enquanto que as
formas anormais secundarias ocorrem no epididimo. Dentro das formas anormais primarias,
encontram-se: espermatozoides subdesenvolvidos, cabecas e caudas duplas, cabegas
piriformes, cabecas anormais pequenas, cabecas anormais livres, contornos anormais, gotas
citoplasmaticas proximais, defeitos do acrossoma, caudas enroladas e caudas acessorias (Figura
15). Dentro das formas anormais secundarias, encontram-se: cabecas normais pequenas,
cabecas gigantes e curtas, membranas acrossomais destacadas, dobradas ou soltas, implantagéo
abaxial da cauda do espermatozdide, gotas citoplasmaticas distais, caudas dobradas e caudas
enroladas distalmente (Figura 16) (Hopper, 2015). Outra das classificacbes que Barth et al.,
(2004) fez das formas anormais dos espermatozdides, é segundo a importancia das formas
anormais sobre a fungdo. Quando as formas anormais presentes na amostra seminal ndo
interferem na qualidade final do ejaculado, classificam-se como "Menores" e quando pelo
contréario, a quantidade de formas anormais, interfere negativamente na qualidade seminal,
classificam-se como "Maiores".

A percentagem maxima recomendada de formas anormais € de 30% (Chenoweth,
2002).
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Figura 16: Formas anormais primarias. Figura 17: Formas anormais secundarias.

A: spz normal, B: Defeito de gota distal, A: Spz normal, B: Cauda enrolada, C: Gota
C: Defeito de cauda dobrada, D: Defeito citoplasmatica distal, D: Gota citoplasmatica
tipo “Dag” (Hopper, 2014) intermedia (Adaptada de Hopper, 2015)

I11. Objetivos

O trabalho pratico que se apresenta em seguida tem como objetivo verificar a
eficacia e praticidade do equipamento automatizado iSperm em exames androlégicos

feitos em condig¢des de campo e ainda confirmar a correlagcdo que existe entre o perimetro
escrotal do touro (uma medida usada tradicionalmente no EA) e a qualidade do sémen
observada pelo sistema automatizado. Dentro da qualidade do sémen sdo considerados varios
parametros, tais como concentracdo de spzs, mobilidade massal, percentagem de formas

anormais e cor da amostra do ejaculado.

IVV. Materiais e métodos

O estudo apresentado foi realizado com os dados obtidos na realizacdo de exames
androl6gicos, mediante um prévio exame fisico do animal, eletroejaculagdo com programa
automatico, e uma posterior analise do sémen com o equipamento iSperm (Figura 18). O
equipamento iSperm é um tablet mini assistido com computador (CASA) que permite a analise
e a recolha de videos e imagens da amostra seminal recolhida. Este equipamento analisa a
qualidade de sémen de vérias espécies e oferece um servigo onde o operador consegue realizar

uma anélise de sémen a campo de maneira rapida e sofisticada (Dini et al., 2019).
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Figura 18: Equipamento iSperm (Fonte: Autor)

Foram realizados 96 exames androlégicos a um total de 91 animais, 5 dos animais com
2 avaliagbes. Os exames foram realizados durante as épocas reprodutivas 2019/20 20/21 e
21/22, nos meses compreendidos entre Outubro e Junho (ambos incluidos). Os exames
androldgicos foram realizados em diferentes exploraces do Alentejo e sempre realizados pelo
mesmo operador. As racas observadas no estudo foram Limousine (n=53), Aberdeen-Angus
(n=18), Salers (n=3), Preta (n=2), Blonde d’Aquitaine (n=2), Charolés (n=1) e 0s seus
cruzamentos (n=12), tendo estes animais idades compreendidas entre 0s 16 meses e 0s 10 anos
de idade. Devido ao pequeno niumero de individuos, as ragas Salers, Preta, Blonde d’ Aquitaine
e Charolés foram analisadas como um s6 grupo denominado “Outras”. Todos 0s animais se
encontravam em regime de pastagem extensiva e nenhum deles estava em contato com vacas

no momento da realizagcdo do exame. N&o foi utilizada sedacdo para a realizagcdo dos exames.
Os dados recolhidos durante o exame foram:

e |dade
e Raca
e Condicao corporal

e Perimetro escrotal
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e Volume de ejaculado

e Cor de ejaculado

e Viscosidade

e Concentragdo de spzs

e Mobilidade massal

e Mobilidade progressiva

e % de Formas anormais

Os dados foram recolhidos e colocados em Excel e posteriormente avaliados no
programa SPPS, v.25 aplicando os testes de ANOVA para comparagdes entre épocas
reprodutivas, estacdes do ano, e ragas; testes-t para comparagdo entre animais aprovados e
reprovados no exame androldgico e testes de correlacdo Pearson para avaliar a relagdo entre as

variaveis quantitativas. Os resultados foram considerados como significativos quando p < 0,05.

V. Resultados

5.1. Exame do fisico do touro e aparelho reprodutor

Nos animais analisados neste estudo, verificou-se que o PE varia consoante a raca
considerada (p < 0,0001) (Tabela 7 e Grafico3). Assim, a raca Aberdeen-Angus teve 0 maior
valor de PE (40,79 cm) e a touros com raca cruzada tiveram o menor valor médio (35,21 cm).
A relacdo da raca com outros parametros como volume, concentracdo, mobilidade massal,
mobilidade progressiva e formas anormais também foi investigada, mas nenhuma delas foi

significativa.
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Raca

Perimetro escrotal (cm)

Idade (anos) (Médiat

(Média £ s.e.m.) s.e.m.)
Limousine 37,64 £ 2,9509 3,616 + 2,33
Aberdeen-Angus 40,79 £ 3,2758 4,292 £ 2,06
Cruzado 35,21 + 3,7247 2,643 £0,84
Outras 38,25 £ 3,1960 5,944 + 0,93
Tabela 7: Perimetro escrotal e idade média das racas estudadas
50 -
45 a o ab
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Grafico 3: Perimetro escrotal das racas

A existéncia da relacédo entre a época reprodutiva (19/20, 20/21 e 21/22) e parametros
como PE, concentragdo, mobilidade massal, mobilidade progressiva e formas anormais, foi
investigada mas nédo se encontraram relagées significativas. A relacdo entre a época reprodutiva

e o volume do ejaculado foi significativa (p < 0,0001), no entanto ndo se fizeram analises

subsequentes, pois esta variacdo de volume pode ser explicada por variac@es na técnica.
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N&o foi encontrada uma relacdo estatisticamente significativa entre os parametros

avaliados e a estacdo do ano (outono, inverno, primavera e verao).

Verificou-se a existéncia de uma correlacao positiva significativa entre a CC e o PE (p
< 0,05), sendo esta positiva fraca (r = 0,232).

5.2. Avaliacéo do Séemen

Foi investigada a existéncia de correlagcdes entre os parametros quantitativos avaliados
no estudo, nomeadamente o volume do ejaculado, a concentracdo de espermatozoides, a
condicdo corporal do touro, o perimetro escrotal, a mobilidade massal e progressiva, a
percentagem de formas anormais dos espermatozoides e a idade do touro. Observou-se uma
correlacdo positiva (p < 0,0001) da idade com o PE (r = 0,396) e com a percentagem de formas

anormais (r = 0,304), ambas com correlagdes positivas médias a fracas.

O volume do ejaculado é outro dos pardmetros avaliados e neste estudo observou-se
uma correlacdo negativa (p<0,0001) deste com a mobilidade massal (r = 0,275) e a mobilidade

progressiva (r = 0,258).

Quanto a relacdo entre a percentagem de formas anormais e a mobilidade massal, e
desta com a mobilidade progressiva, verificou-se que ambas eram significativas (p < 0,0001) e
apresentaram uma correlacdo negativa (r = -0,4 e r = -0,536 respetivamente). Ou seja,
ejaculados com mais formas anormais apresentavam uma menor mobilidade massal e

mobilidade progressiva.

Também as mobilidades massal e progressiva apresentaram uma correla¢ao positiva
(p < 0,0001) muito forte entre elas (r = 0,954).

Em relagdo as formas anormais, puderam observar-se VAarios tipos nos exames
andrologicos realizados durante o estudo. A maioria dos animais apresentava alguma
percentagem de formas anormais, podendo esta ser ou ndo uma quantidade prejudicial para a
gualidade da amostra. Sete animais ndo apresentaram formas anormais no exame andrologico,
sessenta e dois animais apresentaram entre 1-15 % de formas anormais, dezessete animais
apresentaram percentagem de formas anormais entre 16 e 24% e onze animais apresentaram
mais do que 25% de formas anormais (Grafico 4). O limite de percentagem de FA para rejeicao

dos animais foi > 25% de FA.
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NuUmero de touros com percentagem de FA

= Ndo apresenta = 1-15% = 16-24% = 25-100 %

Gréfico 4: Namero de touros com percentagem de formas anormais

As formas anormais observadas durante os exames andrologicos foram cabecas
destacadas (Figura 17), caudas dobradas, caudas enroladas (Figura 18), caudas curtas (Figura
19), caudas sem cabeca, caudas duplas, gotas citoplasmaticas proximais, gotas citoplasmaticas
distais, cabegas piriformes (Figura 20) e caudas em “U” (Figura 20).

Figura 19: Cabecas destacadas (Fonte: Autor)  Figura 20: Cauda enrolada (Fonte: Autor)
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Figura 21: Cauda curta (Fonte: Autor) Figura 22: Cabeca piriforme e cauda em “U”

(Fonte autor)

5. 3. Avaliacgéo global da aptiddo reprodutiva dos animais

Neste estudo foram realizadas 96 avaliagBes seminais das quais 75 animais foram
aprovados e 0s 21 animais restantes foram reprovados como reprodutores. No teste de amostras
independentes entre os touros aptos e ndo aptos para ser reprodutores verificou-se que touros
ndo aptos tinham significativamente um menor volume de ejaculado e menor mobilidade massal
e progressiva e uma percentagem significativamente maior de formas anormais. De fato,
verificou-se que os motivos de rejeicdo foram em consequéncia de uma ma analise seminal,
nomeadamente do fato de as amostras seminais ndo atingirem os valores necessarios na
mobilidade massal, mobilidade progressiva e/ou apresentarem um numero elevado de formas
anormais. Nenhum dos animais reprovou por apresentar um PE inferior aos parametros

estipulados, nem por um mau exame de estado geral ou lesGes no aparelho reprodutor.
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V1. Discussao

Neste estudo avaliaram-se dados obtidos de exames androl6gicos de touros em varias
exploracdes no Alentejo durante trés épocas reprodutivas (19/20, 20/21 e 21/22).

As amostras foram avaliadas com o equipamento e sistema CASA iSperm, que
proporcionou rapidez, eficiéncia e portabilidade dos resultados. Dado a escassez de estudos
sobre a eficécia deste equipamento a campo, fez-se uma comparacgdo entre leituras feitas com
métodos tradicionais (como perimetro escrotal — PE) e as medidas sobre o ejaculado obtidas
pelo iSperm. Bulkeley et al., (2021) investigaram a precisdo de avaliacdo do iSperm na espécie
canina comparando com o sistema CASA convencional e determinaram que o equipamento
oferece um servico alternativo e bastante preciso mas com alguma variabilidade no coeficiente
de variabilidade na avaliagdo da concentracdo de espermatozoides. Em equinos a utilizacdo
deste equipamento também foi investigada a campo, tendo sido demonstrada a eficécia e
praticidade que o equipamento proporciona na analise de sémen (congelado frasco e
refrigerado), assim como a rapidez na andlise da amostra (Dini et al., 2019). Em bovinos, o
equipamento iSperm foi comparado com outro tipo de equipamentos por Silva et al., (2022),
tendo os dados sido recolhidos em bovinos mediante eletroejaculacdo e posterior avaliagdo com
os dois equipamento mencionados. Os resultados desse estudo voltam a confirmar os estudos
mencionados anteriormente, de que o equipamento iSperm é um equipamento valido para a
avaliacdo rapida e eficaz de uma amostra de sémen, sendo que de uma pequena quantidade de
ejaculado se consegue obter uma avaliacdo completa e rapida da amostra de uma maneira
rapida, mesmo em contexto de campo e no mesmo momento da recolha.

Os resultados obtidos dos exames androlégicos no presente trabalho ndo mostraram
diferencas significativas entre os dados dos diferentes anos (19/20, 20/21 e 21/22), apesar destes
anos terem apresentado em Portugal, especialmente no Alentejo, condigdes diferentes na
variedade de disponibilidade de alimentacdo, qualidade do alimento, mudancas climéticas e
ambientais, que poderiam ter tido alguma influéncia posterior na qualidade seminal. Como
neste estudo ndo foram detetadas diferencas, podemos considerar que estes touros tiveram um
maneio semelhante, tendo sido resguardados por um bom maneio de deficiéncias na
alimentacdo que poderiam promover uma descida na qualidade reprodutiva dos animais (Hafla
etal., 2012).

A relacdo que existe entre a estacdo do ano e os parametros avaliados no sémen nao

foi significativa no estudo. Estes resultados contrastam com os obtidos por Durba et al., (2008)
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que, através do estudo de ejaculados obtidos por eletroejaculacdo relata que existe uma
influéncia da época do ano sobre as caracteristicas do ejaculado, tendo observado ejaculados
com maior volume nos periodos entre mar¢o e agosto. No caso do presente estudo, ndo pudemos
comprovar esta observacao, visto a quantidade de ejaculado obtido ter sido apenas a suficiente
para se poder fazer uma analise, ndo tendo levado o ciclo de estimulagéo até ao final. Como
ndo existe uma sazonalidade marcada nos touros ndo deveria haver uma variacao entre as
diferentes épocas reprodutivas e as respetivas estacdes do ano mas ha autores que relatam
variacOes entre as diferentes estacfes, pondo assim em causa a ndo sazonalidade da espécie
(Snoj et al., 2013).

A relacdo que existe no presente estudo entre o volume e a época reprodutivas ndo
seria um resultado objetivo ja que o volume é um parametro que ndo é avaliado sempre da
mesma maneira e cada operador em cada procedimento pode considerar suficiente para uma
correta avaliacdo seminal, volumes diferentes. Foi por este motivo que nédo se fizeram analises
subsequentes envolvendo o volume das amostras e 0s restantes parametros da analise seminal.
Mesmo assim, autores como Wahyudi et al., (2022), relacionam positivamente o volume de
ejaculado com a qualidade do sémen e Torrado et al., (2016) relaciona uma maior quantidade
de volume de ejaculado com uma pior qualidade seminal e com isto maior presenca de FA,

tendo ambas as investigacdes utilizando o método de eletroejaculacao.

Os resultados deste estudo mostram uma diferenca significativa entre o PE das
diferentes racas avaliadas, a semelhanca de Espitia et al., (2006), que determina a existéncia de
diferencgas no PE entre as ragas Holstein Frisian x Cebu, Cebu e Romosinuano.

Neste estudo verificou-se ainda uma correlacdo significativa entre a idade com o PE e
com as FA. Esta correlagdo foi positiva, isto quer dizer que animais com maior idade, vao ter
subsequentemente, um PE maior e a0 mesmo tempo animais com maior idade, tém ejaculados
com mais formas anormais. No entanto, o facto de ser uma correlagéo baixa, indica que animais
com maior idade poderdo ndo ter uma quantidade de formas anormais prejudiciais para a
fertilidade do touro. Coulter et al., (1976), relacionaram o PE com a idade em touros em animais
com mais de 60 meses e identificaram também uma correlacédo positiva significativa de r = 0,59
(p <0,01). Fonseca et al., (2019), concluiram em raca Nelore que a idade influencia o PE e com
0 avancar da idade além do aumento do PE, ha um aumento da MM e da MP. Espitia et al.,

(2006), também determina que existe uma correlagdo positiva significativa entre a idade e o
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tamanho do PE (r = 0,8). Escolher animais com mais idade poderia ser uma mais valia para ter
a certeza que se conseguem ter reprodutores na vacada com as melhores caracteristicas
seminais. No entanto esta escolha ndo pode ser apenas tomada tendo em conta estes parametros,
ja que a idade elevada também serd um fator para a diminuicdo de outras caracteristicas do
ejaculado. Bhakat et al., (2011) investigou as caracteristicas do ejaculado na raca Sahiwal e
determinou que tanto o volume como as caracteristicas do ejaculado (mobilidade massal,
mobilidade progressiva e concentracdo de espermatozoides), aumentam até os cinco anos e

comegam a diminuir a partir dessa idade.

A correlacdo entre a mobilidade massal e a mobilidade progressiva é bastante 6bvia e
intuitiva, sendo também este o caso para a correlacdo encontrada entre estes dois parametros e
a percentagem de formas anormais. Esta é uma correlacdo negativa forte, sendo que, quanto
menor for a mobilidade massal e a mobilidade progressiva, maior sera a percentagem de formas
anormais e vice-versa. Tal podera dever-se ao fato de muitas formas anormais impedirem a
mobilidade e/ou a progressdo linear dos espermatozoides (Ghirardosi et al., 2018). A
insuficiéncia da qualidade seminal no que concerne estes parametros é a principal causa de

rejeicdo observada neste estudo a semelhanca do que foi descrito por Barth, et al., (2002).

A correlacdo observada entre a CC e o PE era ja esperada visto que um dos
componentes gque se pode encontrar entre 0s invélucros testiculares é tecido adiposo (Kastelic,
2014). Assim, animais com maior CC normalmente apresentam maior quantidade de gordura
peritesticular e por isso maior PE. Agliano et al., (2008) determinaram na raca Aberdeen-Angus
uma correlagcdo de moderada (r = 0,69) a muito alta (r = 0,94) entre os parametros de peso vivo,

condig&o corporal e PE.

Na meta-analise de Wahyudi et al., (2022), confirma-se que o PE é um parametro a ter
em conta na classificagdo dos reprodutores e que estd relacionado positivamente com a

producéo de sémen. Este estudo verifica os resultados obtidos na investigacéo referida.

Uma das limitacdes deste estudo é que ndo foi estudada a viabilidade celular de cada
amostra seminal, o que poderia ser relevante para identificar touros com baixa mobilidade
espermatica devido a morte dos espermatozoides por erro de técnica, como poderia ser uma
morte dos espermatozoides por choque térmico e ndo devido a anomalias primarias ou
secundérias dos mesmos (Banaszewska et al., 2015). A avalia¢do desta coloragéo seria também

uma mais valia como o padrdo para se poder comparar a utilizagdo do equipamento iSperm com
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as técnicas tradicionais mais morosas € menos praticas, contribuindo assim para o conjunto de
estudos ja existentes que asseguram a sua eficacia em condi¢bes de campo para a espécie bovina
(Silva et al., 2022).

No presente estudo foram realizadas 96 avaliages seminais, das quais 75 animais
foram aprovados como reprodutores, tendo os 21 animais restantes sido reprovados. Todos 0s
animais foram reprovados devido a insuficientes valores na mobilidade massal e mobilidade
progressiva e por apresentar um nimero elevado de formas anormais. Todos eles apresentaram
um PE dentro dos valores estabelecidos, juntamente com um resultado positivo para o resto dos
parametros avaliados. Assim, poderiamos afirmar que parametros como idade, CC e PE nao
sdo parametros que por si so6 fariam aprovar um animal. No teste de amostras independentes
verificou-se que touros considerados como reprodutores ndo aptos diferiam significativamente
dos touros aptos nos parametros de volume, mobilidade massal, mobilidade progressiva e
formas anormais. Com respeito ao volume, como falado anteriormente, esta diferenga néo foi
considerada relevante ja que pode ser diferente para os diferentes técnicos que realizam o exame
por isso este resultado ndo é considerado. No entanto, mobilidade massal, mobilidade
progressiva e formas anormais séo parametros relevantes, tendo sido suficientes para reprovar
0s 21 animais nédo aptos detetados pelos exames realizados. Devido a elevada correlagdo que
existe entre a mobilidade massal e a mobilidade progressiva com as formas anormais era de
esperar que variacbes na mobilidade massal e mobilidade e progressiva iriam apresentar
variagOes nas formas anormais. A deciséo de ndo aprovar estes animais baseou-se no fato de a
mobilidade e a existéncia de espermatozoides normais ser fundamental para garantir que se
estes touros possam promover gestaces nas vacadas onde sdo inseridos e assim contribuir para

a manutencdo da viabilidade econdmica da exploracéo (Barth, 2018).

VI1I. Concluséo

O iSperm é um equipamento eficaz sendo capaz de avaliagOes rapidas de sémen em
condi¢cdes de campo e sem a utilizacdo de instrumento pesados e mais complexos. Este
equipamento ja foi avaliado para outras espécies onde demonstrou eficacia na avaliacao rapida
e sofisticadado ejaculado, tem apesar disso a limitacdo da ndo quantificacdo da viabilidade

celular.
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Para a utilizacdo a campo em exames andrologicos em bovinos, este esquipamento €
ligeiro e facil de transportar, e principalmente, consegue detetar situagdes que poderdo causar
perdas econdmicas na exploracdo, avaliando os pardmetros necessarios que permitam rejeitar
ou aceitar um touro como reprodutor da vacada. E importante ressalvar que, apesar das
caracteristicas do equipamento, nao deixa de ser essencial continuar a olhar para o touro e
avalia-lo fisicamente (CC, aprumos, visdo, lesdes), fazer a medicdo do PE e a palpacéo retal
para a avaliacdo das glandulas anexas j& que essa parte também é uma parte fundamental no
exame androldgico e nem sempre se reflete na qualidade do ejaculado em si.

Por tanto, por meio deste estudo foi possivel concluir que o iSperm é um equipamento
eficaz na avaliacdo do sémen porque atraves dele conseguimos detetar animais subférteis e
podemos determinar que os parametros que avalia sdo os suficientes para saber se o ejaculado
é de boa qualidade ou ndo, ndo sendo no entanto a Unica componente de avaliacdo no exame

androldgico a campo.
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