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Resumo

Este estudo pretendeu: |- Descrever o procedimento do exame androlégico em
carneiros e relaciona-lo com a qualidade do sémen; Il- Demonstrar as alteracbes
induzidas pela criopreservagao e descongelagao no sémen de carneiro; IlI- Comparar a
eficacia de dois extensores de sémen (OVIXCell® e Glucose-Citrato-Gema de ovo); V-
Determinar os indices de Fertilidade, Natalidade e nimero médio de borregos por parto
resultantes da inseminagéo artificial com sémen refrigerado e descongelado.

Através da estatistica de Pearson, determinou-se uma correlagdo positiva
entre os varios pardmetros do exame androlégico e a qualidade do sémen. A
concentragdo apresentou uma correlagao forte (r=0,8), A circunferéncia escrotal
(r=0,59), motilidade (r=0,59), volume (r=0,58) e morfologia (r=0,46) apresentaram
correlacdes médias. Os resultados permitem afirmar com alguma seguranca que um
carneiro “Apto para Reproducdo” produzird um ejaculado de boa qualidade.

Foram feitas 13 sessdes de colheitas de sémen. O sémen obtido foi submetido
a um protocolo de congelagao com dois extensores diferentes; OVIXCell® e Glucose-
Citrato-Gema de ovo. Todas as amostras de sémen foram avaliadas antes da
criopreservagao e apos a descongelagao, quanto a motilidade, vitalidade e morfologia.

A criopreservacao e descongelagcdo tém um impacto bastante negativo na
viabilidade do sémen, independentemente do extensor utilizado. Registou-se um
decréscimo de 50% na motilidade progressiva; de 40% na vitalidade espermatica e um
aumento de 20% de espermatozoides com morfologia anormal. A utilizagao de Glucose-
Citrato-Gema de ovo mostrou-se vantajosa relativamente a utilizagao de OVIXCell® por
apresentar um perfil de alteragdes menos significativo a descongelagao. O sémen
diluido com OVIXCell® teve uma perda de motilidade 10% superior, de vitalidade 7%
superior e uma contagem de espermatozoides com morfologia anormal 23% superior
quando comparado com o sémen diluido com Glucose-Citrato-Gema de ovo.

Relativamente ao indice de Fertilidade e Natalidade, a preparacao de doses de
inseminacao artificial com 50x10°spz viaveis/dose podera compensar a fraca viabilidade
do sémen descongelado aplicado por laparoscopia. A utilizacdo desta concentragao
permitiu obter indices de fertilidade de 34% e de natalidade de 42%, ambos satisfatérios
relativamente aos indices descritos na bibliografia. Os resultados nao foram conclusivos

quanto a média de borregos por parto.

Palavras Chave: carneiro, sémen, criopreservagéo, exame androldgico, inseminagao
artificial, fertilidade, OVIXCell®,Glucose-Citrato-Gema de ovo.



Abstract

This study aimed to: |- Describe the procedure of the breeding soundness
evaluation in rams and relate it to the quality of semen; II- Demonstrate the changes
induced by cryopreservation and thawing in ram semen; lll - Compare the change profile
induced by freezing and thawing in semen extended with OVIXCell® and with Glucose-
Citrate-Egg yolk); IV— Determine the Fertility and Birth rates and average of lambs per
lambing resulting from artificial insemination with refrigerated and thawed semen.

Using Pearson’s statistics, determined a positive correlation between the
various parameters of the breeding soundness evaluation and the quality of semen.
Concentration had a strong correlation (r = 0.8); scrotal circumference (r = 0.59), motility
(r = 0.59), volume (r = 0.58) and morphology (r = 0.46) had medium correlations. This
analysis allows us to assert, that a "Suitable for Reproduction" ram will produce a good
quality ejaculate.

Thirteen semen collection sessions were carried out. Collected semen was
submitted to a freezing protocol with two different extenders; OVIXCell® and Glucose-
Citrate-Egg Yolk. All semen samples were evaluated before freezing and after thawing
for motility, vitality and morphology.

Cryopreservation and thawing had a very negative impact on semen viability,
regardless of the used extender. It was noted, a 50% decrease in progressive motility, a
40% decrease in sperm vitality and a 20% increase in abnormal morphology count. The
use of the Glucose-Citrate-Egg Yolk Extender was advantageous over the use of
OVIXCell® because it presented a less significant change profile after thawing. Semen
extended with OVIXCell® had 10% higher motility loss, 7% higher vitality loss and a 23%
higher abnormal sperm morphology count when compared to semen diluted with
Glucose-Citrate-egg yolk.

Regarding the Fertility and Birth rates, artificial insemination with a
concentration of 50x10° viable spz/dose may compensate for the poor viability of thawed
semen when applied by intrauterine laparoscopy. Insemination of sheep with these
concentrations resulted on a fertility rate of 34% and a 42% birth rate. These rates are
satisfactory relative to those described in literature. Results were not conclusive

regarding the average number of lambs per lambing.

Key Words: ram, semen, cryopreservation, breeding soundness, artificial insemination,
fertility, OVIXCell®, Glucose-Citrate-egg yolk.
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falcon rolhado. 1- Cone de silicone, 2- corpo da vagina, tubo cilindrico, 3- valvula
ar/agua, 4- protetor em espuma isoladora, 5-tubo falcon graduado, 7- Bandas elasticas,

Fotografia cedida pelo autor 2017 ..........ooo i 68

Figura 9 Colheita de sémen, Centro de Reprodugdo Animal Da Herdade da Abdbada. A
direita uma ovelha manequim presa a um tronco de contengédo. A Esquerda, colheita de
sémen de um carneiro Merino Preto através do método da vagina artificial. Fotografia
cedida pelo autor 2017 ... 69

Figura 10 Reco / Jangada utilizado para disposi¢cao das doses de inseminagao artificial
durante as fases da congelagdo de arrefecimento lento, arrefecimento rapido e pré
congelacgéo. E possivel diferenciar os carneiros pela cor da palhinha, cor do selo de PVC

e pelas inscrigdes na palhinha. Fotografia cedida pelo Autor 2017. ........cc.ceoveivvineeen. 74

Figura 11 Esquerda: Disposigao das doses de inseminagao artificial nos recos/jangadas
em que sao arrefecidas nas duas primeiras fases da criopreservacgao. Direita: Colocagao
de um Reco/ jangada numa caixa térmica com 10 cm de azoto liquido, fase de
arrefecimento rapido e inicio da congelagdo. E visivel o vapor de azoto a que as

palhinhas séo sujeitas dentro da caixa térmica. Fotografia cedida pelo autor 2017.... 75

Figura 12 Contentor de armazenamento de sémen. Organizacdo das doses de
inseminagao artificial por animal em visotubos de cores diferentes. As doses

permanecem imersas em azoto liquido ate serem retiradas para utilizagao. .............. 76
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Casuistica de estagio

O estagio curricular foi dividido em duas areas principais. A primeira, focando
a reproducao animal, foi realizada no Centro de Reprodugdo Animal da Herdade da
Abébada (CRAHA) em Serpa durante um periodo de 4 meses que se iniciou a 1 de
Setembro de 2017 e terminou a 31 de Dezembro de 2017

A segunda parte do estagio curricular foi realizada com o Dr. Rui Silva, Médico
veterinario na empresa Vettotal - Servigos Veterinario Lda., em Sao Teoténio, Odemira,
focando a clinica veterinaria de espécies pecuarias em servico ambulatério durante um
periodo de 2 meses que se iniciou a 1 de Janeiro de 2018 e terminou a 28 de Fevereiro
de 2018.
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1. Centro de Reproducdo Animal da Herdade da Abobada (CRAHA)

O CRAHA esta integrado no Centro de Experimentagédo do Baixo Alentejo
(CEBA) na Herdade da Abdbada, em Vila Nova de Sdo Bento. O CEBA Conta com uma
area de aproximadamente 1500 hectares em sistema de producdo extensivo. Possui
uma capacidade maxima de 610 Cabegas Normais (CN) de bovinos, 180 CN de ovinos,
50 CN caprinos e 50 CN de suinos.

Atualmente existem na herdade caprinos de raga Serpentina, ovinos de racga
Merina Branca, Merina Preta e Campaniga, bovinos de raga Mertolenga, Garvonesa,
bovinos em cruzamento Charolés com Limousine e suinos de raga Alentejana.

O CRAHA, ai implementado, destina-se a funcionar como pélo do Banco
Portugués de Germoplasma Animal (BPGA), centro de colheita e processamento de
sémen de pequenos ruminantes, recolha de embrides de pequenos ruminantes e
armazenamento de produtos germinais. O CRAHA tem como objetivo, a promogéao da
utilizacao responsavel dos recursos genéticos autdctones.

O estagio no CRAHA, incluiu as tarefas de maneio e sanidade habituais da
herdade, e integrou um projeto de conservagéo de ragas autdctones ovinas, caprinas e
bovinas que incluiu as seguintes ragas:

Ovinos: ragas Merina Branca, Merina Preta, Churra do Minho, Bordaleira de
Entre o Douro e Minho e Campanica.

Caprinos: raga Serpentina.

Bovinos: racas Mertolenga e Alentejana

Relativamente aos ovinos, foram selecionados machos da herdade e de
produtores independentes do CEBA para formar um nucleo de animais em raca pura
dadores de sémen para o BPGA. A selecado de animais foi feita em colaboragao com a
Associacao Nacional de Criadores de Ovinos de Raca Merina (ANCORME) e
Associacdao de Criadores de Bovinos de Raga Barrosd (AMIBA). Os animais
selecionados foram adjudicados ao CRAHA como dadores de sémen para integrar o
BPGA.

Todos os carneiros foram treinados a servir uma ovelha manequim para facilitar
as recolhas de sémen com vagina artificial e garantir o bem-estar animal. Os carneiros
que nao tiveram sucesso nas sessodes de treino foram submetidos a Electro-Ejaculagao
(E.E.).

Durante os 4 meses de estagio no CRAHA foi possivel aprender todas as
tarefas inerentes ao CRAHA, tais como:

e Testes de pré-movimentacio de animais,

o Exames androldgicos;
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e Treino de carneiros;
e Procedimento de avaliagdo e processamento de sémen destinado a
criopreservagao ou refrigeragao;
e Técnica de aplicagdo de sémen por inseminagéo artificial (I.A.) cervical e
intrauterina por laparoscopia;
e Protocolos de sincronizacéo de cios,
e Ecografia reprodutiva em ovinos e caprinos.
Em colaboragéo com a Universidade de Evora, a Associagéo de Criadores de
Bovinos Mertolengos (ACBM) e a Associacao de Criadores de Bovinos da Raga
Alentejana (ACBRA), foi possivel acompanhar os testes de performance de animais
candidatos a reprodutores, varias sessbes de exame androldgico e de inseminagao
artificial.
Relativamente ao efetivo do CEBA, foi possivel acompanhar o veterinario da
herdade em atividades como:
e Vacinacao,
e Desparasitacao,
e Pré-movimentagao de animais,
o Resolugao de alguns casos clinicos.
A Tabela 1 representa o numero aproximado de intervengdes por espécie

animal durante o periodo de estagio no CRAHA.
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Estagio curricular no Centro de Reprodugao Animal da Herdade da Abébada

5 Espécie
Intecrvtengac-) por Procedimento
el Bovinos | Ovinos | Caprinos | Suinos
Identificagdo de animais 40 300 200 30
Maneio
Pesagem de animais 100 300 200
Vacinagao 90 450 160
Sanidade Animal | Desparasitagcao 90 450 160
Colheitas Sangue 90 450 50 30
Exames Fisicos 40 10
Aparelho Gastrointestinal 15
Clinica
Aparelho Respiratério 5
Doenca Metabdlica 5 5
Orquiectomia 1 30
Cirurgia
Ovariectomia 30
Diagnostico Gestagao 50 520 60
Sincronizagao de Cios 30 120
Inseminagéo Atrtificial 30 200
Reproducéo
Inseminacao Artificial Laparoscopica 30
Exame Androlégico 40 20 2
Colheita / Processamento de sémen 40 220 5)
Necropsias 12 5)
N° Total de intervengbes 461 2548 452 90

Tabela 1 Casuistica do estagio Curricular no Centro de Reprodugdo Animal Da Herdade da Abdbada.
Numero aproximado de intervengdes por espécie animal.
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2. Vettotal, Servicos Veterinarios Lda.

A Vettotal € uma empresa sedeada em Sao Teotdnio, Odemira, dedicada a

prestacdo de servicos veterinarios ambulatorios.

A area de

intervencdo ¢

maioritariamente a clinica de bovinos abrangendo parte das exploragdes da regido litoral

do sudoeste alentejano. Para além disso, também presta assisténcia a equinos, ovinos,

caprinos e suinos. A clinica de bovinos é a mais representativa na pratica laboral da

empresa.

O estagio teve a duragéo aproximada de 2 meses com inicio a 3 de janeiro e

término a 28 de Fevereiro.

A Tabela 2 representa o numero aproximado de intervengdes por espécie

animal durante o estagio na Vettotal.

Estagio Curricular na Vettotal

Intervensao por Procedimento R
Bovinos | Ovinos | Caprinos | Suinos | Equinos
Vacinagao 900 200 30
Sanidade Animal | Desparasitacéo 900 200 10
Colheitas Sangue 900 500 50 30
Exames Fisicos 250 10 1 5 4
Aparelho Gastrointestinal 90 4
Clinica
Aparelho Respiratério 30
Doenca Metabdlica 30 5
Cesariana 10 1
Podologia 5
Cirurgia
Prolapsos Uterinos 4
Orquiectomia 1
Diagnostico Gestagao 300
Sincronizagao de Cio 20
Reproducéo Inseminagao Artificial 20
Exame Androlégico 4
Partos 40 1
Necropsias 5
N° Total de intervengbes 3508 4425 51 75 9

Tabela 2 Casuistica do estagio Curricular na Vettotal. Niumero aproximado de intervengdes por espécie

animal.
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Revisao bibliografica

1. Introducgao

Apesar da sua reduzida area territorial (92.200 km2), Portugal dispbe de uma
enorme variedade de condi¢des de solos, clima, relevo e estrutura fundiaria que, entre
outros fatores, contribuiram para uma elevada diversidade de condicbes
agroambientais. Estas caracteristicas muito peculiares das varias regides do pais,
conjuntamente com as suas tradicbes geoculturais e atividades agro-pastoris,
contribuiram para a enorme diversidade e riqueza de recursos genéticos animais que
existem em Portugal.

Atualmente estido reconhecidas oficialmente 50 racas autéctones:

e 15ragas de bovinos;
e 16 de ovinos;

e 6 de caprinos;

e 3 de suinos;

e 4 de equideos;

e 2 asininas e

e 4 deaves.

Cada uma destas ragas esta integrada em peculiares sistemas de produgao e
de comercializagdo que, por sua vez, integram as condi¢cdes agroambientais das regides
onde sao exploradas.

Nas ultimas décadas, com a intensificagdo da agricultura, o desenvolvimento
da mecanizagdo agricola, a introdugdo de espécies exodticas e o aumento das
exigéncias do mercado, houve um declinio na biodiversidade genética nacional. (Mara
et al. 2013; Myers et al. 2000) Atualmente, grande parte das ragas autéctones estéo
em risco de extingdo, o que confere uma responsabilidade acrescida de assegurar a
sua conservagao a longo prazo. Neste sentido, importa promover a preservacao das
racas pelos criadores, associacbes e desenvolver programas de conservagdo de
germoplasma que permitam a salvaguarda do patrimoénio genético ameagado.

O objetivo da conservacao é manter a variabilidade genética entre individuos
de uma populagdo mantendo as suas caracteristicas de interesse como genes e
combinacdes genéticas potencialmente importantes. A manutencdo da diversidade
genética permite assegurar a resisténcia das ragas face a alteragdes climaticas,
doencas, alteragdes na disponibilidade de alimento, erros de selecdo genética,

catastrofes imprevisiveis ou calamidades. (Mara et al. 2013; Skuterud et al. 2005) Para
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este proposito sdo utilizadas duas modalidades de conservagéo de recursos genéticos,

“in-situ” e “ex-situ”.

1.1. Conservacao “in-situ”

A conservagéo “in-situ” consiste na salvaguarda dos recursos genéticos vivos
no seu ambiente natural promovendo a manutencéo das suas caracteristicas e tragos
evolutivos, e fornecendo condigcbes ambientais para que as espécies possam melhorar

ou manter as suas caracteristicas. (Holt and Pickard 1999; Mara et al. 2013)

1.2. Conservacéao “ex-situ”

Existem duas modalidades de conservagao “ex-situ”; “ex-situ in-vivo” e “ex-situ
in-vitro”

A conservagao “ex-situ, in-vivo” consiste na salvaguarda de recursos genéticos
vivos fora do seu ambiente normal ou area geografica de referéncia em parques
zoologicos, ou centros especializados para o efeito mantendo os principios da
conservagao “in-situ”.(Mara et al. 2013)

A conservagdo “ex-situ in-vitro” € a preservagdo de material germinal
criopreservado (sémen, embrides, odcitos). (Mara et al. 2013)

Idealmente as populagdes devem ser conservadas sob forma de animais
vivos. No entanto, a criopreservagéo de material germinal fornece algumas vantagens
relativamente a conservagao in vivo:

A manutenc¢ao do material criopreservado € mais econémica a longo prazo do
que a manuteng¢ao de animais vivos.

A viabilidade do material criopreservado é temporalmente indefinida. O material
criopreservado pode ser usado muitos anos mais tarde, mesmo apés a morte do animal.
(Andrabi and Maxwell 2007)

21



1.3. Centro de Experimentacdo do Baixo Alentejo, Herdade da
Abdbada

O Centro de experimentagao do Baixo Alentejo (CEBA) integra um projeto de
conservacao de espécies pecuarias de algumas ragas autdctones portuguesas. “In-situ”
ao manter a exploragao das racas em linha pura; promovendo a utilizacdo responsavel
dos recursos genéticos e comercializando alguns produtos tradicionais
internacionalmente reconhecidos. “Ex-situ” ao manter material germinal criopreservado

(Sémen e Embrides), que integra o Banco Portugués de Germoplasma Animal (BPGA).
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2. Criopreservagao

A criopreservagao de germoplasma animal tornou-se possivel desde década
de 50 com a conservacao de sémen de bovino. (Amstislavskii and Trukshin 2010) Com
o passar dos anos as técnicas foram melhorando e permitiram a criopreservagéo de
sémen de outras espécies e de uma variedade de tecidos, tais como, embrides, odcitos,
células sanguineas, fibroblastos e células estaminais. Relativamente as espécies
pecudrias, estas técnicas tém sido pouco utilizadas face ao poténcial que
oferecem.(Mara et al. 2013)

Hoje em dia, a manutengdo de sémen criopreservado em bancos de
germoplasma, aliada a inseminagéo artificial € uma das tecnologias reprodutivas mais
importantes na reproducao de espécies pecuarias. (Smith, Geisert, and Parrish 2018)
Estas tecnologias sdo igualmente importantes no melhoramento genético e produtivo
dos rebanhos e na conservacio de espécies ameacadas.

Uma das principais vantagens do estabelecimento de bancos de germoplasma
€ a possibilidade de utilizar o material criopreservado para apoiar a conservagao de
espécies “in-vivo”. Por outro lado, a utilizagdo de material germinal permite recriar
espécies extintas, ou reorientar a evolugao de populagbes em caso de calamidade. A
combinacdo da conservagcdo de animais vivos com a utilizacdo de material
criopreservado é uma ferramenta poderosa na conservagao de espécies. (Mara et al.
2013)

Na constituicdo de um banco de germoplasma animal devem ser selecionados
animais portadores de caracteristicas raras e consideradas geneticamente importantes
para a preservacdo de uma determinada raga. Os animais selecionados devem
representar um pedigree ou linhagem genética que importe preservar. (Mara et al. 2013)
Em populagdes pequenas ou ragcas em risco de extingdo devem ser selecionados o
maior numero de animais possivel.

Um banco de germoplasma é também uma fonte primaria de material de
interesse cientifico para genotipagem de animais, estudos de pedigree e de
desenvolvimento genético. (Mara et al. 2013). Importa salientar que por motivos de
seguranga, um banco de germoplasma deve ser armazenado em pelo menos dois locais
distintos. (Mara et al. 2013) O material germinal criopreservado deve ser igualmente
distribuido pelos locais de armazenamento para que ndo seja totalmente perdido em

caso de acidente.
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Figura 1: Contentores de armazenamento de sémen do Banco Portugués de Germoplasma Animal. Centro
de Reprodugao animal da Herdade da Abobada. Fotografia cedida pelo autor 2017
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3. Inseminacao artificial em ovinos

A inseminagéao artificial (IA) € uma técnica reprodutiva poderosa quanto ao
aumento da performance reprodutiva e melhoramento genético dos rebanhos. (Smith,
Geisert, and Parrish 2018). Esta técnica permite:

e Aumentar e acelerar o melhoramento genético dos rebanhos ao permitir

aplicar uma presséao seletiva maior sobre os carneiros;

e Aumentar a descendéncia de carneiros com caracteristicas superiores;

o Disponibilizar sémen de carneiros com caracteristicas superiores em rebanhos
pequenos;

e Transportar sémen fresco e congelado, sem necessidade de movimentar
animais e com pouco risco sanitario associado. O transporte de sémen nao
compromete o bem-estar animal implicado nas movimentagdes de animais. O
sémen congelado pode ser transportado internacionalmente;

e Controlar doengas como a Brucelose e Border Disease por testagem dos
carneiros dadores de sémen. O Tratamento do sémen com antibioticos reduz
a transmissao de doencas (ex. Actinobacillus seminis);

e Obter descendéncia de carneiros mortos, ou com alteragdes fisicas
incompativeis com a reprodugédo. (Gourley and Riese 1990; Hopper 2015;
Maxwell and Evans 1987; Youngquist and Threlfall 2007)

Foram desenvolvidas varias modalidades de inseminagéo artificial em ovinos com
taxas de sucesso diferentes. Hoje em dia aceitam-se dois métodos de inseminagao
artificial convencionais:

¢ Inseminagéao cervical com sémen refrigerado,

¢ Inseminacgao intrauterina por laparoscopia com sémen descongelado.

A 1A aumenta rapidamente a descendéncia de animais com mérito genético, pois
permite inseminar um numero de fémeas muito superior ao expectavel por cobricdo
natural. Um unico ejaculado pode produzir dezenas de doses para inseminagao artificial
(Anexo IV Tabela 23).

Apesar de a IA permitir melhorar rapidamente a genética dos rebanhos. Se a
selegao for mal feita ou 0 sémen nao for controlado, pode introduz doengas reprodutivas
e defeitos genéticos com igual rapidez. (Kershaw et al. 2005) Por este motivo, deve

haver vigilancia ativa sobre os carneiros dadores de sémen. (Gourley and Riese 1990)
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3.1. Inseminagao Artificial Cervical

A inseminagédo artificial cervical com sémen refrigerado permite indices de
fertilidade aceitaveis (40-60%). (Anel et al. 2005, 2006; King et al. 2004; Masoudi et al.
2016).

Existem alguns problemas relacionados com a utilizagéo de sémen refrigerado
como o tempo curto que os espermatozoides permanecem viaveis fora do trato genital
do macho e/ou fémea (Tabela 4). Por outro lado, a disponibilidade geografica de
carneiros com caracteristicas superiores; potenciais dadores de sémen para
refrigeragéo é reduzida e as condigbes estritas de transporte do sémen limitam a
utilizagao deste método a locais de colheita e aplicagéo préximos. (Masoudi et al. 2016)

A inseminagcdo com seémen descongelado tras uma enorme vantagem
relativamente a inseminagao com sémen refrigerado, uma vez que o intervalo de tempo
entre a colheita e a aplicagao do sémen € “infinito”. (Masoudi et al. 2016). No entanto, a
inseminagao artificial cervical com sémen descongelado tem indices de fertilidade muito
baixos (10-20%); ndo aceites pela comunidade Veterinaria internacional. (Paulenz,
Adnoy, and Soderquist 2007; Salamon and Maxwell 2000) A fraca viabilidade do sémen
apos descongelacdo e a estrutura anatomica do cérvix ovino sdo os principais
obstaculos a técnica de inseminacao convencional. (inseminacao artificial cervical)

Nas ultimas décadas, a criopreservacao de sémen de racas ovinas teve o seu
desenvolvimento interrompido devido aos baixos indices de fertilidade da inseminagao
cervical com sémen descongelado. Atualmente, permanece a necessidade de melhorar
a eficiéncia da utilizagdo de sémen criopreservado. Este melhoramento envolve o
aumento da qualidade do sémen apds a descongelagéo e esta, em parte, focada na

modificagdo dos extensores de sémen. (Alcay, Toker, et al. 2015)
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3.2. Inseminacéao Atrtificial Intrauterina por Laparoscopia

A inseminacgao artificial intrauterina por laparoscopia foi desenvolvida para
superar o fraco sucesso da inseminacgao artificial cervical com sémen descongelado e
tornar a aplicagdo de sémen pouco invasiva. Até entdo, a inseminacgao intrauterina era
feita por laparotomia.

Esta técnica de inseminagao permite indices de fertilidade médios (20-40%),
raramente excedendo os 40%. (King et al. 2004).

A inseminacao laparoscopica permitiu aumentar dramaticamente o potencial
de melhoramento genético dos rebanhos por utilizar sémen descongelado. Este, pode
ser transportado a longas distdncias sem que a duracdo da viagem ou do
armazenamento condicione a fertilidade. (Gourley and Riese 1990). A aplicagao
intrauterina de sémen fresco por laparoscopia ndo tem melhores resultados que a
inseminagao cervical com sémen fresco (Paulenz, Adnoy, and Soderquist 2007). Por
este motivo e por ser um procedimento caro e invasivo, ndo se considera a aplicagao
laparoscopica de sémen fresco viavel. (Masoudi et al. 2016) Assume-se que a
inseminagéo artificial por laparoscopia, utiliza sempre sémen descongelado. (Paulenz,
Adnoy, and Soderquist 2007)

A Laparoscopia requer a utilizagdo e manutengado de equipamentos cirurgicos
caros e mao-de-obra especializada. Assim sendo, ndo € uma realidade faciimente
acessivel a todos os produtores de ovinos. (Gourley and Riese 1990; King et al. 2004;
Paulenz et al. 2004)

A IA com sémen descongelado torna possivel a reprodugéo de ovinos contra
estagcdo ao permitir superar a libido e o efeito sazonal na produgao espermatica dos
carneiros. Relativamente a utilizagdo de sémen descongelado, a inseminagéo artificial
trans-cervical permite obter melhores resultados que a inseminag¢ao vaginal ou cervical.
No entanto sao substancialmente inferiores aos resultados obtidos pela IA intrauterina

por laparoscopia. (Masoudi et al. 2016)
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3.3. Propriedades do Cérvix Ovino

O cérvix ovino € um 6rgéo tubular fibroso longo com um comprimento de 5,7 a
10 cm. (Abusineina 1969; Halbert et al. 1990) O seu lumen é estreito e tortuoso (Naqvi
et al. 2005) devido a presenca de 4 a 7 anéis cervicais orientados caudalmente
formando uma barreira fisica aos contaminantes ambientais externos. (Kershaw et al.
2005) Estes anéis impossibilitam a inseminagéo artificial uterina em ovinos uma vez que
se projetam no lumen do cérvix. (King et al. 2004) O segundo e o terceiro anel estao
desalinhados com o primeiro, (Kaabi et al. 2006) dificultando a passagem da pipeta de
inseminag&do uma vez que a desviam do lumen central. Para além disso, a por¢ao inicial
do cérvix € a mais estreita. (Kershaw et al. 2005)

A abertura vaginal do cérvix é altamente variavel entre individuos. Em alguns
animais a entrada do cérvix projeta-se no lumen da vagina. Pode ter ou n&o pregas de
tecido fibroso a cobrir a sua entrada. Em alguns casos as pregas tapam completamente
a entrada do cérvix.

As caracteristicas anatémicas do cérvix sdo influenciadas pela raca, idade,
nuamero de partos, estado fisiolégico e fase do ciclo éstrico. Sao altamente variaveis
entre animais, especialmente em ovelhas velhas. (Kershaw et al. 2005)

O momento ideal da inseminacgao coincide com a fase do ciclo éstrico em que
ocorre o pico de LH. Neste momento, as concentracbes de estradiol e a dilatagao
cervical sdo maximas. Por vezes é possivel atravessar o cérvix com a pipeta de
inseminagdo em aproximadamente 50 a 60 % do seu comprimento total. Apenas se
consegue atravessar o cérvix naturalmente em aproximadamente 2% das ovelhas.
(Eppleston et al. 1994; King et al. 2004)

A dilatagc&o cervical ocorre 54 a 56 horas apds a remog¢ao das esponjas de
progestagénio utilizadas nos protocolos de manipulagéo do cio. (Falchi et al. 2012)

A inseminagéao fora desta janela temporal, raramente permite a introdugéo da
pipeta de inseminagao mais do que 1 cm dentro do canal cervical. (Kershaw et al. 2005)
A utilizacdo de pipetas de inseminacao modificadas permite a deposicdo de sémen mais
profundamente mas aumenta significativamente a probabilidade de lesionar os tecidos

pélvicos em fémeas que nao tenham feito uma dilatagao cervical suficiente.
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3.4. Administragcdo de Oxitocina

Segundo alguns autores, a administragao de 100 Ul de Oxitocina, 20 minutos
antes da inseminacgao favorece a dilatagdo cervical, permitindo por vezes a aplicagao
de sémen poés-cervical. (King et al. 2004; Wulster-Radcliffe, Costine, and Lewis 1999) A
dilatac&o cervical podera ser vantajosa uma vez que permite reduzir a incidéncia de
lesbes cervicais durante a inseminagdo e aumenta a constricdo uterina sem efeitos
prejudiciais na migragao dos espermatozdides nos cornos uterinos. (Masoudi et al.
2016; Sayre and Lewis 1997) segundo alguns autores, a ocorréncia de traumas
cervicais é frequentes e o valor da administragdo de oxitocina depende do efeito da
mesma sobre a fertilidade. Aparentemente melhora o indice de fertilidade ao permite a
aplicacdo de sémen mais proximo dos cornos uterinos, no entanto a manipulacdo do
cérvix pode prejudicar a fertilidade. (King et al. 2004) A relagéo Risco-Beneficio da

utilizagao de oxitocina antes da inseminagéo artificial € controversa.
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4. Exame Andrologico

A performance reprodutiva de carneiros € essencial na rentabilidade dos
sistemas de producdo de ovinos. Neste sentido, os machos devem ser avaliados
relativamente a capacidade de detetar fémeas em cio, servi-las e de fertiliza-las. Na
verdade, aproximadamente 50% do potencial reprodutivo de um rebanho ¢é influenciado
pelo carneiro. (Mozo et al. 2015) O mesmo acontece com o melhoramento genético a
curto prazo dos rebanhos que é conseguido maioritariamente pelo carneiro. (Youngquist
and Threlfall 2007)

Um carneiro altamente fértii aumenta o niumero de borregos nascidos ao
emprenhar mais fémeas e produzir maior numero de gestagbes com multiplos fetos.
(Youngquist and Threlfall 2007)

A utilizacdo de carneiros avaliados antes do inicio da época reprodutiva,
aumenta em 5% o indice de fertilidade dos rebanhos. O mesmo n&o acontece se for
colocado um numero maior de machos no rebanho. (Schrag and Larson 2016) Esta
pratica podera ter um efeito negativo sobre a fertilidade se o macho dominante for infértil
ou subfértil, e impedir que outros machos férteis sirvam as fémeas.

O exame Androlégico deve incluir:

e A avaliagao anatémica e estrutural do animal;
¢ Um exame fisico e de estado geral suficientemente detalhado que permita
identificar patologias ou condigbes incompativeis com a pratica reprodutiva.

Este exame deve considerar pormenorizadamente o aparelho reprodutivo, e
caracteristicas como a libido, a condigéo corporal, e a circunferéncia escrotal. Devem
também ser rastreadas doengas venéreas e/ou infectocontagiosas e a avaliagao
laboratorial da qualidade do sémen. (Mozo et al. 2015; Ott and Memon 1980; Youngquist
and Threlfall 2007)

Os animais candidatos a reprodutores devem ser avaliados pelo menos 60 dias
antes do inicio da época reprodutiva, para permitir a recuperacao nos casos de doencga
ou de fraca condigao fisica. Nos casos de doenga em que a espermatogénese possa
estar comprometida, este periodo de tempo é necessario para a normalizagao da
produgao e maturagao espermatica. (Mozo et al. 2015)

O objetivo de um exame androlégico ndo é distinguir melhores ou piores
reprodutores, mas sim determinar se os machos sédo capazes de satisfazer os objetivos
reprodutivos em situagdo de rebanho. A sociedade de Teriogenologia define um
potencial reprodutor como um animal capaz de produzir taxas de concegao altas num
grupo de fémeas saudaveis, livres de doenga. (Ley, Sprecher, Lessard, et al. 1990; Ott
and Memon 1980)
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A classificagao obtida em exame androldgico deve ser inequivoca e tao simples

como “Apto para reproducao”, “Questionavel”’ ou “N&o apto para reproducgao”.

Os animais que obtenham classificagdo “Questionavel” devem ser reavaliados
num periodo de 60 dias. A classificacao “Nao apto para reproducdo” inclui todos os
animais inférteis ou subféteis e todos aqueles que apresentem condi¢des ou alteracdes
hereditarias incompativeis com a reprodugdo. Sdo exemplos, lesbes articulares

permanentes, criptorquismo e prognatismo. (Ley, Sprecher, Thatcher, et al. 1990)

4.1. Exame Fisico e de Estado Geral

O exame fisico de estado geral inclui uma avaliagdo da condigao geral de
saude do animal com especial consideracdo do aparelho reprodutivo. Devem ser
identificadas todas as condigdes que alterem a performance reprodutiva do carneiro ou

que sejam transmissiveis ao resto do rebanho (ex. Peeira; Postite Ulcerativa).

4.2. Condigao corporal

Para que um animal tenha uma performance reprodutiva aceitavel necessita de
ter boa condigéo corporal (CC). E espectavel que a CC diminua durante a época
reprodutiva pelo que é desejavel que hajam algumas reservas corporais no inicio da
época. (Ott and Memon 1980) Idealmente a CC deve oscilar entre os 2,5 e os 3,5. Esta
deve ser avaliada na regido lombar, com base nas premissas descritas no Anexo |,
Tabela n® 18

4.3. Avaliagado anatomica e estrutural

A avaliagdo anatomica e estrutural determina a capacidade de um animal
permanecer apto durante a época reprodutiva quando exposto aos fatores de stress
normais. Devem avaliar-se os aprumos, membros e denticdo. (Youngquist and Threlfall
2007)

4.4. Aprumos e membros

Animais com deficiéncias de aprumos, doencas ou alteragdes articulares
especialmente nos membros traseiros terdo maior dificuldade em servir as fémeas.

(Schrag and Larson 2016) Por outro lado se a capacidade de locomogao estiver
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comprometida, havera dificuldade na busca de alimento e na procura de fémeas em cio.
Doencas como artrites, peeira, laminites, abcessos ou simplesmente o sobre-
crescimento dos cascos produzem alteragdes importantes na locomog¢ao dos animais.
Assim sendo, é importante avaliar a integridade dos cascos e fazer as corregdes ou

tratamentos necessarios antes do inicio da época reprodutiva. (Ott and Memon 1980)

4.5. Denticéo

Animais com a denticdo incompleta poderao ter dificuldade de se alimentar
corretamente, e sofrer oscilagbes significativas na sua performance reprodutiva. A falta
de dentes deve ser avaliada considerando a CC no animal no momento do exame
andrologico e a evolugdo da mesma durante o periodo reprodutivo. A dentigdo
incompleta ndo é problematica se o animal conseguir manter a CC e a circunferéncia

escrotal. (Mozo et al. 2015)

4.6. Visao

A visdo é essencial para que os carneiros possam detetar as fémeas em cio. E
dificil prever de que maneira estara afetada, e qual a evolugéo das lesbes. Para se
determinar um animal apto para reprodug¢ao, ndo podem haver barreiras que o impegam
de detetar as fémeas em cio. Todas as lesbes visuais devem ser assinaladas no relatorio
de exame androldgico, independentemente de como o animal seja classificado. (Schrag
and Larson 2016) A observagao da marcha dos carneiros e o teste de reflexo de ameaga

permitem inferir sob a sua acuidade visual.

4.7. Libido

A libido é o instinto do carneiro para servir as fémeas. A sua avaliagdo devera
ser sempre incluida no exame androldgico. No entanto, é na maior parte das vezes
negligenciada por requerer a presenga de uma ou varias fémeas em cio e tempo para
observagao e registo do comportamento do carneiro. Esta avaliagao deve ser efetuada
no ambiente normal do carneiro durante a época reprodutiva sob pena de produzir
resultados dubios. Por outro lado, nem sempre é possivel obter bons resultados com
carneiros virgens devido a sua inexperiéncia sexual. (Ley, Sprecher, Lessard, et al.
1990; Schrag and Larson 2016; Youngquist and Threlfall 2007)
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Os testes de capacidade de servigo ou avaliagido de libido poderao ser feitos
em currais fechados ou abertos na presenca de uma ou varias fémeas em cio, livres ou
presas num tronco de contencdo. Um ou varios carneiros sdo colocados com as fémeas
e observados durante um intervalo de tempo estabelecido. Este tipo de testes submete
0os animais a algum stress pelo que a performance real pode ser mascarada pelo
comportamento do animal durante o tempo de teste. Assim, as conclusdes obtidas sdo
frequentemente controversas relativamente a fertilidade dos rebanhos. (A L Ridler,
Smith, and West 2012) Pelos motivos descritos anteriormente, nem sempre se avalia a
libido em situacdo de exame androlégico.

Estima-se que aproximadamente 10% dos carneiros ndao tenham interesse em
cobrir as fémeas. Estes animais devem ser identificados e afastados da reprodugao.
(Youngquist and Threlfall 2007)

4.8. Avaliacao testicular

A avaliagao testicular faz-se por palpagao do escroto. O primeiro objetivo é
verificar a presenga de dois testiculos escrotais. Os animais criptorquidios sao
normalmente férteis, mas devem ser excluidos da reprodugao por serem potenciadores
desta condigdo nas geragdes futuras. (Ott and Memon 1980) O criptorquismo € uma
condicdo que reprova permanentemente um animal para reprodugao
independentemente dos restantes resultados do exame androlégico. Os animais

criptorquidios devem ser refugados.

49. Consisténcia, Textura, Mobilidade e Simetria testicular

Ao mesmo tempo que se exclui o criptorquismo, deve se avaliar o tamanho,
consisténcia, textura, mobilidade e simetria testicular. A avaliacdo da consisténcia
testicular permite identificar situa¢cdes de degenerescéncia se estiver diminuida ou de
fibrose testicular se estiver aumentada. A textura e a mobilidade dos testiculos devem
ser avaliadas em simultaneo. Os testiculos devem ser simétricos, méveis relativamente
a pele do escroto e a sua textura deve ser lisa.

A presenga de focos testiculares moles € geralmente indicativa de leséo
recente e de focos com textura granulosa indicam locais de fibrose testicular. (Ott and
Memon 1980)
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Antes da época reprodutiva, os testiculos devem ter consisténcia turgida. Uma
consisténcia flacida/mole antes de o carneiro ter servido as fémeas tem correlagdo alta

com fraca qualidade do sémen. (Youngquist and Threlfall 2007)

4.10. Alteragdes Anatomicas

A palpagao escrotal permite ainda identificar problemas anatémicos ou
patologias como varicoceles, hérnias escrotais ou abcessos escrotais. A varicocele é
uma alteracéo da circulacdo de retorno venoso com dilatacdo sacular e trombose da
veia espermatica interna. Pode ser uni ou bilateral. (Ott and Memon 1980) Os animais
candidatos a reprodutores que apresentem esta condicdo devem ser reprovados

independentemente dos restantes resultados do exame androldgico.

4.11. Epididimo

A palpacao escrotal permite avaliar o grau de desenvolvimento do epididimo.
A cabecga, corpo e cauda do epididimo s&o palpaveis em carneiros normais. (Youngquist
and Threlfall 2007)

Assimetrias, textura granulosa ou alteragdo da consisténcia da cauda do
epididimo sdo sugestivas de epididimite. A epididimite resulta no bloqueio do ducto do
epididimo pelo desenvolvimento de edema e fibrose, impossibilitando a progressao dos
espermatozoides. Estas alteracbes comprometem a fertilidade se forem unilaterais e
podem causar aspermia e infertilidade se forem bilaterais. (Ott and Memon 1980;
Youngquist and Threlfall 2007) A infecao por Brucella ovis é a causa mais comum de

epididimite em carneiros. (Anne L. Ridler and West 2011)

412. Circunferéncia escrotal

A medida da circunferéncia escrotal (CE) € um parametro utilizado na avaliagéo
da performance reprodutiva de carneiros, uma vez que existe uma correlagao forte entre
a producao espermatica e o peso testicular. Esta correlagao é facilmente medida através
da determinagcao do perimetro escrotal. Circunferéncias escrotais grandes estdo
associadas a maior massa testicular, maior volume de ejaculado e melhor motilidade
espermatica. (Ott and Memon 1980; A L Ridler, Smith, and West 2012)

A circunferéncia escrotal sofre variagdes grandes ao longo do ano, sobretudo

em espécies com sazonalidade marcada. Estao descritas variagbes de volume testicular
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na ordem dos 30% entre a Primavera e o
Outono. (A L Ridler, Smith, and West
2012) E necessario relacionar estas
variagdes com a época do ano em que €
feito o exame androldgico. As medidas
de circunferéncia escrotal
recomendadas pela Sociedade de
Teriogenologia (Anexo Il Tabela 21) sao
as expectaveis durante a época

reprodutiva sazonal, antes de haver

contacto com as fémeas. (Youngquist

Figura 2 medigdo da circunferéncia escrotal de um
and Threlfall 2007) carneiro Merino Preto. Centro de Reprodugéo Animal
A idade dos animais influéncia a da Herdade da Abobada. Fotografia cedida pelo autor

2017

medida da circunferéncia escrotal, por

este motivo, é importante conhecer a idade precisa, sobretudo em animais jovens, para
poder inclui-los nas duas faixas etarias definidas pela Sociedade Internacional de
Teriogenologia (Anexo II; Tabela 21).

Pelos motivos apresentados anteriormente, a classificagdo de animais baseada
apenas na circunferéncia escrotal é controversa. (A L Ridler, Smith, and West 2012)
Esta medida deve ser considerada uma caracteristica indicativa da qualidade do animal
adicional aos restantes parametros do exame androlégico. Nenhum animal deve ser
classificado apenas com base na circunferéncia escrotal.

Racas ovinas de pequeno porte apresentam circunferéncias escrotais
inferiores as medidas propostas pela Sociedade Internacional de Teriogenologia. As
ragcas Bordaleira entre o Douro e Minho e Churra do Minho apresentam circunferéncia
escrotal média de 28,5 cm e 24,7 cm respetivamente, para animais com idade superior
a 12 meses.(Bettencourt, Romao, E., H., M., and Silva 2018; Bettencourt, Roméo, E.,
H., M., N., et al. 2018)

4.13. Prepucio e pénis

O prepucio deve ser avaliado para condigdes como fimose, parafimose e lesbes
ulcerativas que causem exposicdo da mucosa prepucial como por exemplo a Postite
Ulcerativa. (Ott and Memon 1980; Youngquist and Threlfall 2007) A existéncia de lesbes

exsudativas compromete a qualidade do sémen.
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O pénis deve ser examinado na fase de exteriorizagéo da Electro-Ejaculagao.
Para uma visualizagao mais cuidada, pode ser manualmente estendido. O processo
uretral estende-se cranialmente a glande por aproximadamente 4-5 cm. A sua fungao é
espalhar o sémen a volta do cérvix durante a copula. O lumen do processo uretral tem
um didmetro muito pequeno pelo que é um dos primeiros locais de obstrucdo em caso
de urolitiase. (Ott and Memon 1980; Youngquist and Threlfall 2007).

Se nao for possivel exteriorizar o pénis, deve se considerar a ocorréncia de

lesdes anteriores que tenham produzido aderéncias. (Youngquist and Threlfall 2007)
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5. Doencas associadas a reproducao de ovinos

51. Postite Ulcerativa

A Postite Ulcerativa é uma doenca multifatorial que envolve as bactérias
Corynebacterium renale, Corynebacterium pilosum ou Corynebacterium cystitidis. Estas
bactérias sdo comensais da flora prepucial dos carneiros e dependem de fatores
ambientais como o tipo de alimentacdo. Dietas ricas em proteina favorecem a
alcalinizacdo da urina com niveis de ureia anormalmente elevados. C. renale tem a
capacidade de produzir urease para degradar a ureia, com formagdo de amonia. A
acumulacdo de amoénia na |a e pele do prepucio provoca uma dermatite ulcerativa. Por
contiguidade de tecidos, as lesdes progridem para a mucosa da cavidade prepucial. Os
detritos das ulceras formam crostas que podem bloquear a abertura do prepucio quando

as lesdes sao severas. (Loste et al. 2005)

5.2. Epididimite Contagiosa Ovina

A Epididimite Contagiosa Ovina é uma causa importante na redugdo da
fertilidade dos rebanhos. Os dois microrganismos mais frequentemente associados a
esta patologia s&o Brucela ovis e Actinobacillus seminis. No entanto, também ja foram
identificados outros microrganismos como Histophilus ovis e Corynebacterium
pseudotuberculosis.

A Transmissao destes agentes é venérea ou por atividade homossexual entre
carneiros. No caso de A. seminis importa salientar a transmissao vertical da ovelha para
o borrego. (Burgess 1982)

Estes microrganismos infetam cronicamente o epididimo dos carneiros,
resultando na formagéo de granulomas espermaticos responsaveis pela diminuigéo da

fertilidade dos animais. (Burgess 1982)
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5.3. Brucella ovis

A Brucella Ovis (B. ovis) causa uma doenga unica em ovinos que compromete
a fertilidade dos rebanhos. Esta bactéria tem tropismo para o trato genital e € a causa
mais importante de infertilidade em carneiros. (Anne L. Ridler and West 2011) A
Brucelose é uma doenga contagiosa e progressiva causadora de epididimites e orquites
responsaveis pela alteragao da qualidade do sémen. A longo prazo resulta em atrofia
testicular e aspermia. (Olsen and Palmer 2014) Os efeitos de B. ovis sao particularmente
importantes nos carneiros.

A infecao é introduzida nos rebanhos pela compra de animais novos infetados
ou pela existéncia de carneiros num rebanho que contactem ou tenham contactado com
animais de outros rebanhos infetados. B. ovis é particularmente importante nos sistemas
de produgao em que ha movimentagao de carneiros entre exploragdes. (Anne L. Ridler
and West 2011)

Raramente se deteta a fase aguda da doenga pelo que normalmente a primeira
manifestagao clinica da brucelose é a deterioracdo da qualidade do sémen com
presenca de células inflamatérias e bactérias no ejaculado. As lesbes primarias da
brucelose sao epididimites uni ou bilaterais, sendo os carneiros bilateralmente afetados
normalmente estéreis. As lesdes de brucelose podem nao ser ébvias, levando a que
animais aparentemente normais sejam apenas identificados quando comegam a existir
problemas de fertilidade no rebanho. B. ovis pode estar presente no sémen de carneiros
infetados mesmo sem sinais de epididimite. (Olsen and Palmer 2014) Apenas 35% dos
carneiros infetados desenvolvem sinais clinicos facilmente detetaveis. (Anne L. Ridler
and West 2011)

A transmissdo ocorre entre macho e fémea pelo contacto sexual. Ocorre ainda
entre machos que sirvam a mesma fémea durante o mesmo ciclo éstrico ou época
reprodutiva se o primeiro macho estiver infetado. Pode também ser transmitida entre
machos por comportamento homossexual. (Olsen and Palmer 2014) Quando infetados,
a maioria dos carneiros produze sémen contaminado por longos periodos de tempo (em
média, 2 a 4 anos). (Anne L. Ridler and West 2011) Durante este periodo a B. ovis é
libertada no sémen de modo intermitente.(Aiello and Moses 2016)

As fémeas tém um papel importante na transmissao de B. ovis entre carneiros
que sirvam a mesma ovelha. No entanto, sdo consideradas pouco importantes na
epidemiologia da doenga. (Anne L. Ridler and West 2011) Os efeitos de B. ovis sobre
as fémeas sao pouco importantes quando comparado com os machos. B. ovis causa
ocasionalmente placentite severa, abortos e aumento da mortalidade perinatal. (Olsen
and Palmer 2014, Picard-Hagen et al. 2015; Anne L. Ridler and West 2011)

38



A progresséao da doenga é lenta. O microrganismo pode persistir na membrana
mucosa do prepucio por longos periodos de tempo (1 a 2 meses). (Olsen and Palmer
2014) A fase aguda da doenga dura em média 2 a 5 semanas e é normalmente tao
suave que nao chega a ser detetada especialmente se ocorrer durante a época
reprodutiva. Durante a fase aguda, o/os testiculo(s) afetado(s), especialmente o
epididimo, torna-se edematoso, hipertérmico e com consisténcia mole. Existe
acumulacdo de exsudado serofibrinoso entre as tunicas parietal e visceral do testiculo.
Estas alteracdes podem ser detetadas a palpacéo testicular, mas nem todos os animais
demonstram alteragdes palpaveis. A infegdo crénica manifesta-se normalmente na
cauda do epididimo que toma uma consisténcia firme e um tamanho aumentado
relativamente ao epididimo normal. (Olsen and Palmer 2014)

Microscopicamente, as lesbes primarias de B. ovis localizam-se na cauda do
epididimo e caracterizam-se por hiperplasia do epitélio do epididimo com degeneragao
hidrépica e formagao de quistos intra-epiteliais luminais. A hiperplasia do epitélio e a
fibrose resultantes, obstruem o ducto epididimario resultando em estase espermatica.
(Olsen and Palmer 2014)

Estdo também descritas lesdes na ampola do ducto deferente, vesiculas
seminais e testiculos, embora estas sejam secundarias a epididimite causada por B.
ovis. Contrariamente a Brucelose bovina, a Brucelose ovina ndao causa orquite primaria.
(Olsen and Palmer 2014; Picard-Hagen et al. 2015)
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54. Actinobacillus seminis

Actinobacillus seminis € um bacilo gram- que afeta principalmente o trato
reprodutivo dos machos e fémeas. A infecdo causa postite, orquite e epididimite nos
machos. Nas fémeas, causa metrite, abortos e reducdo do indice de fertilidade.
(Negrete-Abascal et al. 2018; Pugh and Baird 2012)

O resultado clinico da infecdo por A. seminis é variavel. Desde infegao
subclinica sem mais alteragbes que a presenga de neutrdéfilos no ejaculado, até orquite
e epididimite severa, supurativa, com formacdo de abcessos intra-testiculares,
vacuolizagdo de células epiteliais, fibrose intersticial e atrofia tubular, estase
espermatica e formagao de granulomas espermaticos. Os quadros clinicos severos sao
acompanhados de pirexia elevada e eventualmente sépsis e morte do animal. (Burgess
1982; Gouletsou and Fthenakis 2015)

O diagndstico definitivo de A. seminis é feito por cultura bacteriana e depende
da capacidade de diferenciagao de B. ovis. (Pugh and Baird 2012)

A transmissio da bactéria é mediada pelas fémeas portadoras, por via venérea
durante a cépula ou por comportamento homossexual entre machos jovens na

aproximagao da puberdade. (Burgess 1982)
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Figura 3 Orquite / Epididimite supurativa causada por Actinobacillus seminis (diagnostico presuntivo) num
Carneiro Merino Preto. Fotografia cedida pelo autor 2017
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5.5. Virus da Border Disease

O virus da Border Disease (BDV) € um Pestivirus da familia flaviviridae onde
estao incluidos os virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), da Doenga das Mucosas e da
Peste Suina. Raramente causa sintomatologia clinica em animais adultos. E
particularmente importante por infetar borregos e cabritos “in Utero”. A Border Disease
tem transmissao horizontal e vertical. (Aiello and Moses 2016; Pugh and Baird 2012)

A transmissao horizontal ocorre pelo contacto com secregdes, fluidos
corporais ou tecidos de animais infetados. O BDV tem capacidade de atravessar
membranas mucosas intactas. Por este motivo dissemina-se facilmente num rebanho.
(Aiello and Moses 2016)

A transmissao vertical ocorre “in utero”, onde o virus tem capacidade de
atravessar a placenta. Dependendo da fase da gestagédo em que o embrido ou o feto se
infetem, ocorre reabsorgdo embrionaria, aborto, mumificagdo ou o nascimento de um
neonato prematuro pouco viavel. (Aiello and Moses 2016)

Os abortos sdo normalmente consequentes da placentite que o BDV provoca
e podem ocorrer em qualquer fase da gestagcado. Se a gestagao for mantida até ao final
0s neonatos nascem com pouca viabilidade e com grande parte dos seus tecidos
infetados. As alteragdes patologicas sdo mais evidentes na pele, esqueleto e sistema
nervoso central. (Pugh and Baird 2012)

Os animais sobreviventes, prematuros, morrem geralmente antes de serem
desmamados ou pouco tempo depois. Aqueles que conseguem sobreviver t€m uma
diminuigdo gradual na sintomatologia clinica até que aos 3 a 4 meses de idade se
tornam aparentemente saudaveis. Estes animais sao persistentemente infetados (PI) e
excretam o virus durante toda a vida, mantendo a doenca em circulagdo no rebanho.
Os carneiros que atinjam a maturidade excretam o virus no Sémen. (Pugh and Baird
2012)

O reservatorio principal do BDV nas exploragdes séo os animais Pl residentes
ou os de substituicdo adquiridos. A infecdo ocorre pelo contacto com secregdes ou
fluidos organicos de animais Pl. A transmissao entre ovinos e bovinos € possivel se
forem mantidos na mesma exploragao ou pastarem em conjunto. Por motivos praticos,
deve assumir se que ovinos, bovinos e caprinos sao igualmente suscetiveis a BDV e
BVDV uma vez que pelo menos 4 grupos filogenéticos de pestivirus foram identificados

em ruminantes domésticos. (Aiello and Moses 2016; Pugh and Baird 2012)
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6. Processamento do sémen

6.1. Colheita de sémen

As amostras de sémen podem ser obtidas recorrendo a uma vagina artificial
(VA) ou por Electro-Ejaculacéo (EE). A qualidade do sémen é semelhante entre os dois
métodos, no que diz respeito a motilidade, vitalidade e morfologia espermatica. Ha uma
variagao significativa na qualidade dos ejaculados de um mesmo animal se forem feitas
multiplas colheitas. (Moore 1985)

A Electro-Ejaculacdo tem a desvantagem de induzir stress no animal e de a
libido ndo poder ser avaliada devido ao facto de a ejaculagéo ser forgada. Alguns
carneiros respondem mal ao estimulo elétrico, especialmente se forem necessarias
varias colheitas. As amostras obtidas por Electro-Ejaculagéo sao mais ricas em frutose,
tem um pH ligeiramente superior, tendem a ser mais volumosas e menos concentradas
do que as obtidas por vagina artificial. (Moore 1985) A utilizagdo de voltagem
inadequada podera levar a que o carneiro urine e contamine o s€émen ou perca a erecao.
(Youngquist and Threlfall 2007)

Importa relembrar que a qualidade do ejaculado varia com a idade, raca, época

do ano, efeito da temperatura, e que existem variagbes individuais entre carneiros.

6.2. Avaliagao laboratorial da qualidade do sémen

A avaliacdo do sémen so6 deve ser feita apds se determinar que o carneiro é
indemne relativamente a B. ovis, e ndo tenha sido excluido por outro motivo no exame
androlégico. (Youngquist and Threlfall 2007)

Todos os procedimentos de manipulacdo de sémen vivo devem garantir a
manutencgao de uma temperatura de 37°C. A avaliagao laboratorial do sémen deve ter
por base seis componentes principais. A cor, o cheiro, o volume, a concentragao do
ejaculado (spz/ml), a motilidade dos espermatozoides (massal e individual) e a
morfologia.

A cor, o cheiro e o volume de ejaculado sdo imediatamente avaliados apés a
colheita se forem utilizados materiais transparentes e graduados. Assume se uma
densidade do sémen de 1g/ml pelo que a pesagem do sémen colhido permite determinar
rapidamente o volume. O ejaculado dos carneiros tem uma coloragdo marfim, espessa,
e um volume muito pequeno (0,7 a 2 ml). A coloragdo amarelada, avermelhada ou
acastanhada sugere contaminagdo com urina, sangue ou exsudado inflamatorio

respetivamente e por isso, estes ejaculados devem ser rejeitados.
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A cor/consisténcia do ejaculado € indicativa da concentragao (Anexo Il, Tabela
20), no entanto, deve determinar-se a concentragéo por contagem em hemocitometro
ou por espectrofotometria, uma vez que a avaliagdo da cor/consisténcia sao faliveis e
dependentes da subjetividade de cada operador. Por outro lado, a preparagao de doses
para inseminagao artificial ou criopreservacao requer valores de concentracao fiaveis,
proximos do real.

A concentracdo pode ser determinada através da contagem de
espermatozoides utilizando um hemocitometro. Este € método de eleigdo, pois permite
a contagem real do numero de espermatozoides. No entanto, € um método demorado
que se torna incompativel com o processamento de varias amostras de sémen em
simultaneo.

Por outro lado, a espectrofotometria € um método muito rapido e preciso na
determinacio da concentragdo de sémen de ovinos, e pode se utilizada como método

alternativo. (Gourley and Riese 1990).

6.2.1. Motilidade espermatica

A motilidade espermatica deve ser avaliada em microscépio com platina
aquecida a 37°C. A avaliagao da motilidade em amostras de sémen fresco nao diluido
compreende a avaliagdo da motilidade massal, individual e progressiva. Por outro lado,
a avaliagdo da Motilidade em amostras de sémen diluidas ou descongeladas apenas
compreende a avaliagdo da motilidade individual e progressiva.

A motilidade massal reflete o movimento dos espermatozoides em massa
numa gota de sémen. Esta relacionada com a concentragédo e vitalidade dos
espermatozoides nos ejaculados. Avalia se na periferia de uma gota grosseira de sémen
com uma ampliagao de 40 a 200X (Hopper 2015).

A motilidade individual determina a percentagem total de espermatozoides
moveis. Tem pouco interesse uma vez que considera os espermatozoides com
movimento ndo progressivo.

A motilidade progressiva, € o parametro de avaliagdo do movimento
espermatico mais importante. Este, considera apenas os espermatozoides com
movimento progressivo. Avalia-se entre lamina e lamela com uma ampliagdo de 200 a
400X (Hopper 2015) e um meio de montagem aquecido. Pode ser utilizada uma gota de
Soro Fisiolégico 0,9%, Lactato de Ringer, Solugdo Tamponada de Citrato de Sédio 2,9%
ou um extensor de sémen. (Youngquist and Threlfall 2007)

A motilidade dos espermatozoides diminui drasticamente apds insulto térmico

ou osmotico. As alteragcdes ocorrem facilmente, se o sémen sofrer oscilagbes de
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temperatura em alguma das fases de processamento/manipulagdo ou se houver
contaminacdo do sémen com urina, agua de limpeza dos materiais mal secos ou
quaisquer outros contaminantes quimicos.

A avaliagdo da motilidade espermatica deve basear-se conjuntamente na

motilidade massal e individual. (Hopper 2015)

6.2.2. Motilidade progressiva

A avaliagdo da motilidade progressiva consiste na determinagéao da percentagem
de espermatozoides que se movem em trajetéria aproximadamente retilinea. A
avaliagdo deste parametro, permite fazer uma previsdo forte sobre a capacidade
fertilizante de determinada amostra. (O’Connell, McClure, and Lewis 2002) N&o é
possivel fazer esta avaliagdo se houverem muitos espermatozéides por campo
microscopico. Assim sendo, é importante que a quantidade de sémen transferida para
a gota de diluidor seja muito pequena para que se possa fazer uma estimativa precisa.

Deve esperar-se alguns segundos apos a montagem da ladmina e lamela para
que os espermatozoides estabilizem na preparagdo microscoépica. Por este motivo,
avalia-se primeiro a motilidade massal (Youngquist and Threlfall 2007). A percentagem
estimada de espermatozoides com trajetdria progressiva deve ser a média de pelo
menos 5 campos microscéopicos observados. Um ejaculado aceitavel devera ter pelo
menos 40% de espermatozoides com motilidade progressiva. (Youngquist and Threlfall
2007)

Por vezes, ao observar a motilidade progressiva podem ser identificados
leucdcitos. A sua presenca indica inflamac&o/infecao do aparelho reprodutivo. E comum
encontra-los em amostras de sémen contaminado com secregbes prepuciais.
Contagens elevadas de células inflamatérias sugerem infegdo por Brucella ovis em
carneiros velhos e infegcdo por Actinobacilus spp. ou Histophilus spp. em carneiros
jovens e/ou virgens. Um carneiro com mais de 20 leucécitos por campo microscoépico e
sem lesdes palpaveis deve ser tratado e reavaliado, exceto se for positivo a B. ovis.

Nesse caso, deve ser refugado.(Youngquist and Threlfall 2007)
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6.2.3. Motilidade massal

Comparativamente com as outras espécies pecuarias, o sémen de carneiro é
muito concentrado. A observagao microscopica de uma gota de sémen a uma ampliagédo
baixa (40X) permite observar um movimento de onda vigoroso em turbilhdo
caracteristico provocado pelo elevado numero de espermatozoides que se movem em
massa na gota de sémen. A qualidade do movimento massal depende da concentragéo
do ejaculado. Assim sendo, é espectavel que amostras pouco concentradas apresentem
movimento de onda fraco. No entanto, um movimento de onda fraco nao significa
necessariamente que o sémen seja pouco concentrado. Se por algum motivo houver
uma percentagem elevada de espermatozoides mortos, o movimento de onda sera
necessariamente fraco independentemente da concentragao do ejaculado. (Youngquist
and Threlfall 2007)

A intensidade do movimento massal é pontuada de 0 a 5, de acordo com a

escala descrita no Anexo I, Tabela 19. (Maxwell and Evans 1987)

6.2.4. Morfologia e Vitalidade

A avaliagdo da morfologia e da vitalidade dependem da preparagdao de um bom
esfregago com qualidade diagndstica. A quantidade de sémen utilizado para fazer o
esfregago deve ser muito pequena para permitir a observagdao de poucos
espermatozéides por campo microscopico. E boa pratica aproveitar a ocasido para fazer
dois esfregagos da mesma amostra para o caso de um se partir, extraviar ou nao ter
qualidade diagnostica. (Hopper 2015) A cauda do esfregago € zona do esfregago onde
as células estao menos concentradas e onde se consegue fazer a melhor avaliagéao.

Durante anos a tinta-da-china foi o corante de eleicdo para analise de sémen
por fornecer um fundo escuro onde as células contrastam ndo coradas e com aspecto
translucido. Este corante permite ver a morfologia, mas nao permite diferenciar
espermatozodides vivos e mortos. O corante Diff Quik cora células inflamatdrias e é
adequado a avaliagdo da morfologia espermatica, mas também nao permite diferenciar
células vivas e mortas. Hoje em dia, a Eosina-Nigrosina € o corante recomendado em
situacado de campo devido a facilidade de utilizacdo e qualidade dos resultados obtidos.
A Eosina penetra apenas células mortas corando-as de rosa. As ceélulas vivas
permanecem brancas, descoloradas. (Figura 4) A Nigrosina cora o fundo do esfregago
com um tom escuro que permite fazer contraste facilitando a observagao das células.
Nas células coradas, ou mortas, 0o acrossoma aparece como uma regido apical da

cabeca dos espermatozodides ligeiramente mais clara que o resto da cabecga. Além de
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corar diferencialmente espermatozoides vivos e mortos, a Eosina-Nigrosina também
permite avaliar a morfologia. No entanto, ndo permite corar células inflamatérias.
(Hopper 2015)

A proporgdo de espermatozoides vivos e mortos deve ser determinada
imediatamente apds o esfregago secar e devem ser observados no minimo 100 a 200
espermatozoides por lamina. (Hopper 2015) Inicialmente o corante penetra apenas
células mortas que tenham a membrana celular lesada. No entanto, com o passar do
tempo, os espermatozdides vivos vao perdendo a integridade da membrana
citoplasmatica e o corante gradualmente acaba por penetrar todas as células. Por este
motivo, a determinacgao da vitalidade deve ser feita o mais rapidamente possivel apds a
colheita de sémen sob pena de se determinar uma % de mortalidade superior a real.

Figura 4 Avaliagdo da
vitalidade.

Os espermatozoéides
vivos estdo identificados
com setas pretas e os
espermatozoides mortos
com setas vermelhas.
Microscopia do campo
claro, ampliagdo 400X,
coloragéo Eosina-
Nigrosina.

Fotografia cedida pelo
Autor 2017
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6.2.5. Morfologia espermatica

A avaliagdo da morfologia do ejaculado, consiste na determinagdo da
percentagem de espermatozéides com alteragbes morfologicas. Todos os ejaculados
tém alguns espermatozoides morfologicamente anormais independentemente da
espécie e raga. Quanto aos carneiros, nao se considera que a fertilidade esteja
comprometida até um total de 20% de formas anormais. O tipo de anomalias pode ser
determinado fazendo a contagem diferencial dos espermatozéides anormais por
anomalia. (Ott and Memon 1980) A avaliagéo da morfologia deve incluir a determinagao
da percentagem de espermatozoides mortos no ejaculado.

Contrariamente a avaliagdo da vitalidade, a morfologia ndo tem de ser
determinada imediatamente apds a realizagédo do esfregago. Depois do esfregago secar
os espermatozoides ja ndo alteram a sua forma. No entanto, é vantajoso determinar
rapidamente a morfologia apos a colheita para que se possa ajustar a diluicado do sémen
e obter uma concentragédo de espermatozoides adequada ao objetivo pretendido.

A Determinagao da morfologia € um processo demorado que exige a
observacgao individual e atenta de pelo menos 100 a 200 espermatozdides com uma
ampliacdo de 1000X. Numa situacdo em que se fagam varias colheitas de sémen, ndo
€ possivel incluir a avaliagdo da morfologia de todos os ejaculados uma vez que o

sémen deve ser processado sem demoras.

6.2.5.1. Espermatozoides normais

Por vezes ha alguma confusdo na categorizagdo dos espermatozoides
morfologicamente anormais. A determinagédo da proporgdo de espermatozoides
normais € o objetivo mais importante do espermograma. Em ejaculados de ma
qualidade, o conhecimento da propor¢ao de cada tipo de anomalia ajuda a estabelecer
uma relagéo causal e a prever um prognéstico de recuperagéo do animal. (Hopper 2015;
Youngquist and Threlfall 2007) Por outro lado, também permite autoavaliar o
procedimento laboratorial e de colheita de sémen se forem encontradas demasiadas
formas anormais consequentes do protocolo laboratorial. Por exemplo:

¢ Contagens elevadas de caudas enroladas poderdo estar relacionada com

choque osmatico,

e Contagens elevadas de caudas destacadas poderéao estar relacionadas com

a técnica de realizacao do esfregaco.

47



O espermatozoide normal tem um comprimento total de aproximadamente 60
um e pode der dividido em 2 partes principais: cabeca e cauda. A cabega com 8-10 um
de comprimento, 4-4,5 um de largura e 1,1,5um de espessura, € composta por material
nuclear e pelo acrossoma (Maxwell and Evans 1987; Youngquist and Threlfall 2007). A
cauda tem aproximadamente 40-45um de comprimento e pode ser subdividida em peca
intermédia, pecga principal e pega final.

As anomalias espermaticas s&o categorizadas de acordo com a sua
localizagdo em anomalias de cabeca, anomalias de peca intermédia ou anomalias de

cauda.

6.2.5.2. Categorizagao de anomalias espermaticas

Para quantificar as anomalias espermaticas, foram desenvolvidos 3 sistemas de
classificagao:
e Primarias ou Secundarias
e Major ou Minor
e Compensaveis ou Nao Compensaveis

Adicionalmente as anomalias podem ser quantificadas por defeito especifico.
Por vezes esta classificagcao nao é facil, uma vez que, existem pelos menos 15 defeitos
espermaticos reconhecidos.

A classificagdo “Primaria ou Secundaria” categoriza as anomalias consoante a
origem do defeito. As “Primarias” com origem testicular associadas a espermatogénese,
envolvem normalmente a cabega e a pega intermédia e as “Secundarias” com origem
no epididimo, estdo associadas a maturacao espermatica e envolvem normalmente a
cauda do espermatozoide. (Edmondson, Roberts, and Bychawski 2012) Algumas
anomalias podem ser originadas em ambas as fases tornando a classificagéo equivoca.
(Hopper 2015)

A classificagdo “Major ou Minor”’ categoriza as anomalias espermaticas de
acordo com o efeito sobre a fertilidade. Os defeitos “Major” sdo aqueles que diminuem
obviamente a fertilidade. Os “Minor” nao tém efeito significativo sobre a fertilidade. Sao
apenas importantes quando as contagens séo elevadas.

O terceiro sistema a de classificacao, “Compensaveis ou Nao Compensaveis”,
esta associado a preparagéo de doses de sémen. Categoriza as anomalias de acordo
com a possibilidade de serem compensadas ou ndo pelo ajuste da diluicdo do sémen
visando a introducao de mais espermatozoides viaveis por dose de inseminacdo. Sao

exemplos de defeitos compensaveis, aqueles que alterem a motilidade espermatica e,
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consequentemente, a capacidade dos espermatozoéides atravessarem as barreiras do
trato genital feminino e chegarem ao odcito.

Espermatozoides com motilidade normal e com defeitos de cabega,
conseguem chegar ao 6vulo. No entanto, resultam em embriées com fraca viabilidade
ou nao conseguem iniciar os processos de fertilizagdo. Estes espermatozoéides
competem com os normais e muitas vezes impedem a formagado de um embrido viavel.
A existéncia de defeitos ndo compensaveis diminui a fertilidade numa taxa semelhante
a percentagem da sua presenga no ejaculado ou dose para inseminagao. (Hopper 2015)

Cerca de 50 a 70% dos espermatozoéides devem ser morfologicamente normais
para que o carneiro possa ser considerado satisfatério para reprodugao. Carneiros com
contagens de espermatozdides normais superiores a 90% sdo considerados

excecionais (Edmondson, Roberts, and Bychawski 2012)

6.2.5.3. Defeitos de cabeca

6.2.5.3.1. Cabecas destacadas

As cabegas destacadas sdo uma anomalia Secundaria, Minor, Compensavel
devido a inexisténcia 6bvia de motilidade. Esta anomalia aparece frequentemente em
baixo numero em todos os ejaculados. Podem aparecer contagens elevadas no
ejaculado de animais que tiveram um intervalo longo de descanso ou paragem
reprodutiva, que tenham sido expostos a um periodo de stress com ou sem pirexia, em
animais pré-puberes e com hipoplasia (Hopper 2015) ou degenerescéncia testicular.
(Youngquist and Threlfall 2007)

O espermograma de animais com uma contagem elevada de cabegas
destacadas tende a melhorar com a repeticao das colheitas e a recuperar a fertilidade
rapidamente. Esta anomalia tem origem secundaria. O transito espermatico no
epididimo demora cerca de 11 dias. Os Animais que apresentem contagens elevadas
de cabecgas destacadas, (Figura 15, G) devem ser novamente testados apos esse
periodo. (Hopper 2015) Até se fazer um novo teste, devem ser feitas varias colheitas

para renovar os espermatozoéides acumulados no epididimo.

49



6.2.5.3.2. Cabecas piriformes

S&o cabegas em forma de péra ou cone. E uma anomalia Primaria, Major. A
classificacdo Compensavel/Nao Compensavel é controversa. Na medicina humana a
cabeca piriforme ndo é considerada anormal. Geralmente os espermatozéides com
anomalias de cabeg¢a ndo tém capacidade para atravessar o trato reprodutivo, no
entanto, os espermatozdides com cabega piriforme aparentemente conseguem. O grau
de deformacao da cabecga tem influéncia na fertilidade por poder alterar a penetragao
normal da zona pelucida.

Esta anomalia pode ser encontrada quando ha um aumento da temperatura
testicular em situagbées de golpes de calor, estados de piréxia ou quando ha uma
deposicado de gordura escrotal superior ao normal em animais com score de condigao

corporal elevado. (Hopper 2015)

6.2.5.3.3. Macrocefalia e Microcefalia

Cabecas Microcefalicas ou Macrocefalicas sdo anomalias Secundarias, Minor.
Sao normalmente encontradas em muito pequena quantidade em ejaculados de animais
férteis. Estas anomalias podem ser observadas em conjunto com uma grande variedade
de outros defeitos apds episddios que causem alteracdo da espermatogénese.
Raramente excedem os 5-7%. A maioria dos espermatozdides com anomalias de
cabeca ndo consegue atravessar as barreiras do trato genital feminino sendo
naturalmente excluidos. Por este motivo, consideram se as anomalias de cabeca

Compensaveis. (Hopper 2015)

6.2.5.34. Defeitos de acrossoma

Os defeitos de acrossoma podem ser identificados como uma dilatagao apical
que sobressai ou dobra sobre a cabeca dos espermatozoides. Aparecem
frequentemente como uma éarea achatada ou um recorte anormal no apex do
espermatozoide. Estes defeitos podem ter etiologia genética com caracter autossémico
recessivo. Deve-se considerar:

Etiologia genética, se o defeito continuar presente ao longo do tempo,

Alteracdo da espermatogénese, quando esta associado a contagem elevada
de outros defeitos,

Etiologia ambiental relacionada com temperatura (mais frequentemente)
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Os defeitos de acrossoma sao considerados Primarios, Major, Nao
Compensaveis. No entanto, a classificagdo ndo compensavel é controversa uma vez
que estes espermatozoides ndo sédo capazes de atravessar o trato genital feminino
efetivamente e a maioria daqueles que o atravessam nao penetram a zona peltcida. No
entanto, alguns defeitos ligeiros de acrossoma passam despercebidos e os
espermatozoides apesar de comprometidos, podem parecer morfologicamente normais
e manter a capacidade de penetragado da zona pelucida. Estes casos estdo associados
a fraca viabilidade embrionaria devido ao baixo ritmo de clivagem do zigoto. Por
questbes praticas os defeitos de acrossoma devem ser considerados Nao
Compensaveis.

Quando sao encontrados defeitos de acrossoma em numeros elevados em
conjunto com outros defeitos de cabecga, deve-se avaliar o animal 60 a 90 dias mais
tarde. O mesmo se aplica, se se encontrarem defeitos de acrossoma numa
percentagem superior a 20%. Neste caso deve-se considerar a etiologia genética.
(Hopper 2015)

Os defeitos de acrossoma devem ser considerados especialmente importantes
por comprometerem severamente a fertilidade. (Ott and Memon 1980; Youngquist and
Threlfall 2007)
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Figura 5. Avaliacdo da morfologia espermatica. Defeitos de cabeca. A — Alteragdo do acrossoma; B —
Alteragdo do acrossoma (seta preta) rebordo acrossémico irregular; C — Espermatozéide morto com
alteragdo do acrossoma, espessamento da pecga intermédia e uma gota citoplasmatica proximal; D —
Espermatozéide morto com defeito no acrossoma e defeito DAG; E — Espermatozéide morto com cabega
piriforme e microcefalica; F — Espermatozoide morto entre varios vivos, cabega globosa macrocefalia/
teratéide (seta preta); G — Cabegas destacadas. Microscopia do campo claro, ampliagdo 400X, coloragédo
Eosina-Nigrosina, fotografia cedida pelo autor 2017.
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6.2.5.4. Defeitos de cauda

6.2.54.1. Ventroflexao distal

E a anomalia mais comum na cauda dos espermatozéides (Figura 6F, G).
Considera-se um defeito Secundario, Minor. E Compensavel, uma vez que os
espermatozoides com este defeito ndo tém motilidade progressiva. Esta anomalia
aparece frequentemente associada a presenga de gotas citoplasmaticas distais dentro
da dobra apo6s episodios de insulto térmico. Pode também aparecer sem associagao
com gotas citoplasmaticas, quando ocorre um insulto osmoético por contacto com
solugdes hipotonicas.

Animais normalmente férteis podem ter contagens elevadas deste defeito.

Quando existem contagens elevadas (20-25%) e o espermograma cumpre com
a morfologia aceitavel, (> 70% espermatozoides normais), deve-se considerar que este
defeito pode aumentar drasticamente em periodos de stress e comprometer a
fertilidade. (Hopper 2015)

6.2.5.4.2. Cauda enrolada

Este defeito também chamado de pega principal enrolada (Figura 6A, B, C) é
uma anomalia Secundaria Minor, Compensavel devido a fraca motilidade. Nao é
frequente, mas pode ser encontrado conjuntamente com outos defeitos apds exposigao
do sémen a fatores de stress térmico, osmético ou por contaminagdo do sémen com

produtos toxicos. (Hopper 2015)

6.2.5.4.3. Cauda dobrada

As caudas dobradas (Figura 6D, E) sao defeitos Secundarios, Minor,
Compensaveis. E importante determinar se o defeito é real ou se foi induzido pelo
corante. A utilizacdo de um corante velho que se tenha tornado hiperténico causa

frequentemente um arqueamento da cauda dos espermatozoides. (Hopper 2015)
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Figura 6. Avaliacdo da morfologia espermatica. Defeitos de cauda. A - Espermatozoéide morto com cauda
enrolada e uma cabeca isolada; B - Espermatozéide vivo com cauda enrolada; C — Espermatozoides mortos
com cauda terminalmente enrolada (setas pretas), gota citoplasmatica distal (seta vermelha); D —
Espermatozoide morto com cauda dobrada; E - Espermatozéides mortos, caudas dobradas (setas pretas)
e cauda terminalmente enrolada (seta vermelha); F - Espermatozoéides mortos, ventroflexdo distal da cauda
(seta preta), G - Espermatozoéide vivo com ventroflexdo distal da cauda; H - Espermatozoides mortos,
defeito DAG (seta preta); | — Espermatozoide morto, defeito DAG (seta preta). Microscopia do campo claro,
ampliacédo 400X, coloracédo Eosina-Nigrosina. Fotografias cedidas pelo autor 2018
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6.2.5.5. Defeitos de peca intermédia

6.2.5.5.1. Defeito DAG

E uma anomalia da pega intermédia primaria com origem especifica na cauda
do epididimo. Aparece em pequeno numero no ejaculado de animais normalmente
férteis (Figura 6H, | e Figura 7A). Os espermatozdides com este defeito ndo tém
motilidade. Assim sendo, & um defeito Minor, Compensavel. Em bovinos, o defeito DAG
pode estar relacionado com fatores genéticos, se estiver presente em contagens
elevadas. (Hopper 2015) Nao foram encontradas evidéncias de que possa estar

relacionada com fatores genéticos em carneiros.

6.2.5.5.2. Gotas citoplasmaticas

Podem ser encontradas em pequeno numero no ejaculado de carneiros
normalmente férteis, especialmente em animais peri-puberes ainda imaturos ou que
estejam a ter uma utilizagéo reprodutiva excessiva (Figura 7B). As gotas citoplasmaticas
devem desaparecer durante o transito no epididimo. (Hopper 2015) As gotas migram ao
longo da pega intermédia dos espermatozéides e desaparecem durante a maturagéo
destes no epididimo. (Edmondson, Roberts, and Bychawski 2012) As gotas
citoplasmaticas proximais séo defeitos Primarios, Major, Nao Compensaveis. Indicam
alteragdes na espermatogénese e incompeténcia espermatica.(Hopper 2015)

A presencga de gotas citoplasmaticas esta associada a um maior numero de
caudas dobradas e enroladas. (Hopper 2015)

As gotas citoplasmaticas distais s&o defeitos Secundarios, Minor,
Compensaveis com pouco significado clinico. Tém origem no epididimo e estdo
associadas a periodos de fraca atividade hormonal, excesso de utilizagdo do animal na

reproducdo e a imaturidade sexual.
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6.2.5.6. Artefactos

Figura 7 Avaliagdo da  morfologia
Espermatica. Defeitos de pecga intermédia A —
Espermatozoides mortos, defeito DAG (seta
preta) B — Espermatozoides mortos, Gotas
citoplasmaticas  distais (setas pretas).
Microscopia do campo claro, ampliacdo
400X, coloragéo Eosina-Nigrosina. Fotografia
cedida pelo autor 2017

A técnica de coloragao e de execugao do esfregago pode produzir artefactos

relacionados com a exposicdo dos espermatozoides a stress osmatico, térmico e

mecanico. Um corante velho ou mal diluido podera causar stress osmaético nos

espermatozoides e aumentar o niumero de defeitos de cauda, assim como o excesso de

forca mecanica ao executar o esfregago podera produzir uma contagem de cabecgas

destacadas e fraturas de pecga intermédia e cauda superior ao real. (Youngquist and

Threlfall 2007)
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7. Sémen destinado a inseminacgao artificial

Numa situagdo de monta natural um carneiro fértil deposita varios milhares de
milhdes de espermatozodides na vagina das fémeas, mas apenas 100-140 milhdes
penetram o cérvix. Deste modo, o ejaculado de carneiros pode ser diluido com um
extensor adequado para ser aplicado por inseminacao artificial.

O limite normal de espermatozoéides para que se obtenham taxas de concegao
aceitaveis por inseminagédo artificial cervical com sémen refrigerado é de 100x10°
espermatozdides viaveis por dose. A inseminacgdo intrauterina por laparoscopia com
sémen descongelado requer 20 a 40x10° espermatozdides viaveis por dose (Tabela 3).

Um s6 ejaculado diluido origina varias doses de inseminagéo artificial e pode
ser utilizado para inseminar varias fémeas, (Salamon and Maxwell 2000; Youngquist

and Threlfall 2007) como se pode verificar no Anexo |V, Tabela 23.

7.1. Conservacédo do sémen para inseminacéo artificial

A conservacdo do sémen é conseguida através da reducdo ou paragem
completa do metabolismo dos espermatozdéides e do aumento do seu tempo de vida
fértil. O tipo de preservacao de sémen depende do objetivo pretendido e do fim a que
se destina a sua utilizagdo. O sémen pode ser criopreservado por longos periodos de
tempo em azoto liquido (-196°C), ou pode ser refrigerado (0-5°C) para utilizagdo em
fresco poucas horas apods a colheita. Ambos os métodos expdem os espermatozoéides
a temperaturas reduzidas podendo provocar choque térmico. Este choque, provoca
alteragdes irreversiveis na estrutura celular comprometendo definitivamente a
viabilidade dos gametas. O choque térmico pode ser evitado através da refrigeragcao
lenta do sémen e adi¢ao de lipidos aos extensores de sémen. (Salamon and Maxwell
2000)

Os extensores de sémen fornecem nutrientes e energia aos espermatozoides,
um ambiente tamponado para evitar alteragdes de pH, Isotonicidade se for destinado a
aplicagcao em fresco e uma ligeira hipertonicidade se for destinado a criopreservagao.
Estdo descritas varias formulagbes com principios comuns, mas com algumas
diferengas nos seus constituintes. O extensor sintético geralmente aceite para diluicao
de sémen de carneiro é composto por Glucose, Citrato e Gema de ovo nas proporgoes
indicadas na Tabela 5. (Salamon and Maxwell 2000) Aos extensores de sémen para

congelagéao, acresce a adigao de agentes crioprotetores como o Glicerol.
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A gema de ovo, contém lipoproteina de baixa densidade (LDL) que protege as
membranas celulares contra o choque térmico, durante a congelacédo e a
descongelagdo. Por outro lado, reduz a perda de enzimas acrossomais e previne
alteragdes degenerativas no acrossoma durante a refrigeragéo. (Salamon and Maxwell
2000)

A frutose € o unico hidrato de carbono simples presente no sémen de carneiro.
Para além da frutose, os espermatozoides tem capacidade de metabolizar a glucose e
manose quando estes agucares estao incluidos no extensor do sémen. Nenhum outro
acgucar é fonte de energia. No entanto a Sacarose e/ou Lactose por vezes estdo
presentes pela capacidade de manutencdo da pressdo osmotica e integridade das
membranas durante 0 armazenamento. (Salamon and Maxwell 2000)

O tris(hidroximetil)-Aminometano, (TRIS) e o &cido citrico ou citrato sao
rotineiramente utilizados nos extensores de sémen por terem capacidade tampao. O
TRIS tem maior poder tampao que o citrato. Tem também capacidade de atravessar a
membrana plasmatica e minimizar as varia¢des intracelulares de pH. (Sammataro,
Gerson, and Needham 2000)

A adigao de antibidticos aos extensores previne o crescimento bacteriano. Por
norma sao utilizadas combinagdes de Penicilina sédica e o sulfato de Estreptomicina.
(Salamon and Maxwell 2000). Segundo Moustacas et al., a combinagéo destes dois
antibiéticos permite eliminar Actinobacillus seminis e Brucella ovis.(Moustacas et al.
2010)

Os crioprotetores mais utilizados sao o Dimetil-sulfoxido (DMSQ) e o Glicerol.
Estes agentes, sdo pequenas moléculas ndo idénicas com capacidade de atravessar a
membrana celular. Sdo moléculas osmoticamente inativas por serem igualmente
distribuidas no espaco intracelular e extracelular. No entanto, no momento da adigao
destes agentes ao sémen, podem causar insulto osmotico pelo facto de a agua se
movimentar mais rapidamente através da membrana do que os crioprotetores. Numa
fase inicial, ha um desequilibrio osmético que resulta na saida rapida de agua para o
espago extracelular, seguida de um influxo de agua e de crioprotetores para o interior
das células até que a distribuicdo se iguale no meio intra e extracelular. (Sieme,
Oldenhof, and Wolkers 2016)

O Glicerol € o crioprotector mais utilizado para congelar sémen de carneiro pelo
método convencional. A quantidade ideal de glicerol nos extensores de sémen € de 3-
5%. Em concentragbes superiores a 6% afeta a sobrevivéncia dos espermatozoides
apos a descongelacao. A utilizacdo do glicerol esta condicionada pela sua toxicidade
que depende do ritmo de arrefecimento, congelagdo e composicdo do extensor. A

concentragao de glicerol é influenciada pela quantidade de gema de ovo no extensor.
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Quantidades superiores de gema de ovo reduzem a necessidade glicerol. (Salamon and
Maxwell 2000)

7.2. Diluicdo do sémen

A diluicao do sémen deve ser feita sem demoras, imediatamente apds a analise
rotineira do ejaculado (avaliagdo da motilidade massal e individual, determinagcéo do
volume e concentragao do ejaculado e execugao de 2 esfregagos). Esta andlise nao
deve tomar mais do que 5 minutos e o sémen deve ser mantido a uma temperatura de
37°C. Logo que possivel, deve-se diluir o sémen numa proporgéo de 1:1 (sémen/
Extensor). O sémen e o extensor devem estar a mesma temperatura no momento da
diluigao.

A adicdo de extensor ao ejaculado € um ponto critico no processamento do
sémen e requer algum cuidado devido ao risco de causar insulto térmico e osmotico. O
extensor deve ser adicionado lentamente ao sémen e nunca o contrario. Os danos
causados por insulto térmico ou osmotico prejudicam a motilidade espermatica com
penalizagao irreversivel na fertilidade. (Sieme, Oldenhof, and Wolkers 2016)

A quantidade de extensor a utilizar depende da concentracdo inicial do
ejaculado e da quantidade pretendida de espermatozoides por doses de inseminagao.
A determinagédo do volume de extensor necessario € feita com base no numero de
espermatozoides viaveis.

Apoés a adicdo do volume total de extensor deve se homogeneizar a mistura
gentilmente e verificar ao microscopio se a motilidade individual dos espermatozoides
se mantém.

A quantidade de espermatozoides por dose inseminante difere de acordo com
a finalidade a que o sémen se destina. A Tabela 3, representa a quantidade
recomendada de espermatozoides com motilidade progressiva necessarios para
sucesso dos programas de inseminagao artificial. E recomendado que as doses de
sémen destinadas a criopreservacdo contenham no minimo 80 a 500 x10°

espermatozoides viaveis /ml. (Ritar, Ball, and O’May 1990)
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. s Tipo de Spz viaveis / dose Spz
UOCIMELTIELED sémen TS ) inseminante viaveis/ml
Cervical Fresco 0.2 200 x108 1000 x10°
Vaginal Fresco 0,2 400 x10°8 2000 x108
g
LEEEEEspEs Descongelado 0,05 20-40 x10° 400-800 x10°
Intrauterina

Tabela 3 Concentragéo e volume de sémen requeridos para os diferentes tipos de inseminagao artificial.
Adaptado de (Youngquist and Threlfall 2007)

8. Sémen refrigerado (0-5°C)

A manutengdo de sémen refrigerado provoca alteragbes irreversiveis na
membrana citoplasmatica dos espermatozoides com penalizacdo da motilidade
espermatica. As perdas na integridade celular sdo agravadas pela acumulagéo de
produtos toxicos do metabolismo, principalmente radicais livres de oxigénio formados
através da peroxidacao dos lipidos da membrana celular.

A refrigeragao reduz o metabolismo celular, mas néo o para por completo. A
viabilidade dos espermatozoéides reduz rapidamente com o aumento do tempo de
refrigeragédo. Os indices de fertilidade em ovelhas inseminadas com sémen refrigerado
séo 45-50%, 25-30% e 15-20% para sémen refrigerado por 24, 48 e 72 horas
respetivamente (Tabela 4). Varios estudos demonstram que a fertilidade diminui
rapidamente quando o sémen destinado a inseminagao cervical € mantido refrigerado
por mais de 24h. A diminuicdo da fertilidade ocorre a uma taxa de 10-35% por dia. A
reducdo do indice de fertilidade deve-se se a perda de motilidade e de capacidade
fecundante dos espermatozéides no trato genital das fémeas. (Salamon and Maxwell
2000) Os espermatozoides com fraca motilidade dificiimente conseguem atravessar o

cérvix ovino.

Tempo decorrido entre colheita de sémen e a indice de Fertilidade
inseminacao cervical com sémen refrigerado (%)

<24 horas 45-50

24 — 48 horas 25-30

48 — 72 horas 15-20

>72 horas <15

Tabela 4 Relagéo entre o indice de Fertilidade e o tempo de corrido entre a aplicagdo cervical de sémen
refrigerado e a colheita. Adaptado de (Salamon and Maxwell 2000)
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9. Sémen criopreservado (-196°C)

A criopreservacao expde as células a stress induzido pela temperatura baixa e
pelo balango osmotico dos extensores. A diminuicdo da temperatura podera provocar
insulto térmico e alteragbes irreversiveis nos espermatozoides. O stress osmético é
causado predominantemente pela formagao de cristais de gelo extracelular. Estes
cristais diminuem a fragdo de agua disponivel para os solutos extracelulares,
aumentando a sua concentragdo na fragdo nao congelada. Esta dindmica leva a
desidratagdo celular pela movimentagdo de agua para o meio extracelular a fim de
atingir um equilibrio osmético dentro e fora das células. (Kopeika, Thornhill, and Khalaf
2015; Meryman 2007)

A desidratacao celular ocorre especialmente com o arrefecimento lento. Pelo
contrario, quando o arrefecimento é rapido ndo ha tempo para a movimento de agua
para o meio extracelular. A acumulag&o excessiva de agua no interior das células leva
a formacao de cristais de gelo intracelulares. (Sieme, Oldenhof, and Wolkers 2016)

A formacgao e dissolugéo de gelo durante a congelagao e descongelagao afeta
a integridade e funcionalidade do acrossoma, nucleo, mitocéndrias, axonema e
membrana plasmatica. (Alcay, Berk Toker, et al. 2015)

As células possuem uma taxa de arrefecimento 6tima em que a desidratacao
e formacgao de cristais de gelo sdo minimas e a sobrevivéncia apos descongelagao é
maxima. A capacidade dos espermatozoides alterarem o seu volume em resposta ao
stress induzido pela congelacdao é definida pela permeabilidade da membrana
citoplasmatica e pela quantidade de agua que a atravessa. Numa situagdo normal, a
permeabilidade da membrana diminui com a reducao da temperatura. No entanto, a
formagao de gelo altera este equilibrio. (Akhoondi et al. 2011; Sieme, Oldenhof, and
Wolkers 2016)

Os crioprotetores alteram a taxa de arrefecimento celular 6tima para
temperaturas mais baixas, alargam a margem de temperaturas de arrefecimento e
aumentam a permeabilidade da membrana a agua facilitando a desidratagéo celular
durante a congelagdo mesmo com temperaturas negativas. Deste modo, favorecem a
sobrevivéncia das células apds a descongelagao. (Sieme, Oldenhof, and Wolkers 2016)

Nem todos os carneiros conseguem resultados satisfatérios na congelagéo de
sémen. Esta variagdo entre carneiros depende de fatores genéticos individuais e do
proprio protocolo de congelagao utilizado. Em média, 5-10% dos carneiros nao tém

resultados satisfatérios na congelacéo de sémen. (Youngquist and Threlfall 2007)
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10. Descongelacao de sémen

A descongelacdo de sémen é um procedimento critico que necessita de uma
temperatura adequada para evitar mais danos por insulto térmico aos espermatozoides.
(Gourley and Riese 1990) O sémen armazenado em palhinhas deve ser descongelado
em banho de agua a 37°C durante 30 segundos

Apoés a descongelagdo deve-se avaliar o sémen para garantir que existem
espermatozoides viaveis. Esta avaliagao é feita com base na motilidade individual. Pelo
menos 40% dos espermatozoides devem ter motilidade progressiva imediatamente
apos a descongelagao, e pelo menos 30%, 4 a 6 horas apds, se o sémen for mantido
em banho de agua aquecido a 35-37°C. (Gourley and Riese 1990) Segundo a
Sociedade de Teriogenologia, 0 sémen descongelado devera ter no minimo 70% de
morfologia normal, 50% dos acrossomas integros e uma motilidade de 25%
imediatamente apds a descongelagéo e de 15% passadas 2 horas da descongelagao.
(Pugh and Baird 2012)
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11. Efeito da criopreservacdo e descongelacdo na
viabilidade dos espermatozoides

O sucesso da inseminagao artificial com sémen descongelado ndo depende
apenas da capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides, mas também da qualidade
do armazenamento, transporte e da sobrevivéncia dos espermatozdéides no trato
reprodutivo das fémeas. Os espermatozodides de carneiro sdo extremamente sensiveis
a criopreservacao. Esta técnica, provoca danos estruturais e bioquimicos responsaveis
pela redugdao da motilidade, integridade morfolégica e do potencial mitocondrial.
Provoca também danos na cromatina que levam a libertagéo de radicais livres. (Fang et
al. 2018; Jimenez-Rabadan et al. 2016)

A capacidade de fertilizacdo depende da locomogao dos espermatozoéides, da
capacidade de interacdo com o o6cito e de penetrar a zona pelucida. Por este motivo,
os espermatozoides necessitam preservar a motilidade e manter as membranas
celulares intactas até encontrarem o odcito no seu trajeto pelo trato genital da fémea. A
integridade da membrana citoplasmatica € fundamental na regulagdo da fungao dos

espermatozoides.

11.1. Capacitacao espermatica

A membrana citoplasmatica sofre algumas alteragdes no trato genital da fémea,
que conferem aos espermatozoéides a capacidade de fertilizar os odcitos. A estas
alteragdes da-se o nome de capacitacao espermatica. Esta reacdo altera a composig¢ao
das membranas plasmatica e acrossémica de modo a que as enzimas do acrossoma
possam ser libertadas e ativadas na fase de contacto com o odcito. A capacitagéo
espermatica requer a exposicdo dos espermatozdides a secregcbes uterinas.
(Cuningham and Klein n.d.) A capacitagdo espermatica € fundamental para que o
espermatozoide consiga interagir com os recetores da zona pelucida e induzir a reagao
acrossomica (Grasa et al. 2003)

A congelacéo e descongelacdo induzem alteragdes membranares semelhantes
a capacitacao espermatica. A capacitacado prematura reduz a longevidade e capacidade
fertilizante dos espermatozoides criopreservados. (Grasa et al. 2003) Os
espermatozoides capacitados e envelhecidos tém viabilidade reduzida e um tempo de
vida fertil curto. Este facto é agravado pela perda de funcionalidade rapida e
envelhecimento dos espermatozoides no trato genital das fémeas quando a

inseminacéo é cervical. Por outro lado, a morte embrionaria precoce é considerada uma
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das principais causas de fertilidade reduzida. A condi¢do dos gametas no momento da
fertilizagédo afeta a sobrevivéncia embrionaria. As perdas embrionarias aumentam com
o envelhecimento dos gametas no trato genital das fémeas. (Salamon and Maxwell
2000)

A resisténcia dos espermatozoides a congelagéao é influenciada por fatores
geneéticos individuais, pelo que a congelagdo de espermatozoides de carneiros
diferentes pode ter taxas de sucesso diferentes para o mesmo protocolo de congelagao.
(Barbas and Mascarenhas 2009)
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lll. Componente pratica

1. Objetivos do estudo

Este trabalho pretendeu:

I.  Relacionar os parédmetros do exame andrologico (circunferéncia escrotal,
Motilidade progressiva, Morfologia, concentragéo e volume do ejaculado) com a

qualidade do sémen.

II.  Estudar o efeito da criopreservagao e descongelagao na viabilidade do sémen a

descongelagao

lll.  Estudar o perfil de altera¢des induzidas pela criopreservagdo e descongelagéao
nas doses de sémen diluidas com Glucose-Citrato-Gema de ovo e OVIXCell®.

Determinar qual dos dois diluidores permite melhor qualidade do sémen a

descongelagéao.
V. Determinar o indice de Fertilidade, indice de Natalidade e nimero médio de

borregos por parto resultantes da IA cervical com sémen refrigerado e da IA

intrauterina por laparoscopia com sémen descongelado.
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2. Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado no Centro de Reproducdo Animal da Herdade da
Abobada (CRAHA) em Vila Nova de Sao Bento, Serpa, entre Setembro e Dezembro de
2017, durante a época reprodutiva dos ovinos. O estudo foi integrado num programa de
conservacao e melhoramento genético de ragas autoctones portuguesas de ovinos, com
o objetivo de Criopreservar 200 doses de sémen de cada carneiro selecionado para dar
sémen para integrar o BPGA.

Durante este periodo, estiveram presentes no CRAHA varios carneiros das
ragas Merino Branco, Merino Preto, Churros do Minho, Bordaleiros entre o Douro e
Minho e Campanigos, somando um total de 43 animais selecionados pelas associagdes
ANCORME, AMIBA e ACOS. Apenas foram selecionados animais em raca pura,
inscritos no livro genealdgico de cada da raga.

A todos os carneiros foram feitas 2 analises seroldgicas de Brucella ovis, Brucella
melitensis e Border Disease. A primeira andlise nas exploragdes de origem, antes de
serem movimentados para o CRAHA e a segunda ja no CRAHA antes de terminar o
periodo de quarentena de 30 dias a que foram sujeitos. Durante este periodo, os animais
ficaram agrupados por exploragao e isolados dos restantes animais da herdade em
instalagbes proprias isoladas dentro de num perimetro vedado. Durante a quarentena,
foi feito um exame fisico e de estado geral detalhado a cada animal. Todos foram
vacinados contra Clostridium perfringens tipo A, B, C e D com Multivac 9® e
desparasitados com Doramectina, Dectomax®. Qualquer animal serologicamente
positivo a algum dos agentes analisados, Brucella ovis, Brucella melitensis ou virus da
Border Disease, foi excluido.

Ao fim dos 30 dias de quarentena e depois do segundo resultado da serologia
negativa, os animais foram movimentados para o interior das instalagbes do CRAHA
onde foram agrupados em parques de 2 a 5 animais por raga. Em todos os parques foi
colocada cama de palha nova. Os parques foram montados dentro de um pavilhdo onde
os animais estiveram abrigados das condigbes meteorolégicas desfavoraveis. Alguns
parques permitiram o acesso a um perimetro exterior vedado. Os animais presentes no
centro foram alimentados uma vez por dia com feno complementado com ragao. A agua
foi fornecida a descricao em bebedouros com sistema de boia que garantiram a
renovacgao constante da agua.

Todos os carneiros foram sujeitos a exame androlégico quando entraram no
CRAHA e treinados ao circuito de movimentagao desde o parque de alojamento ate a
sala de colheitas e regresso. Apos a adaptagao ao circuito de movimentagéo, foram

treinados a servir uma ovelha manequim presa num tronco de contengao (Figura 9).
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Este treino permitiu facilitar as colheitas de sémen, manter o bem-estar animal e garantir
melhor qualidade dos ejaculados. A libido foi avaliada durante o periodo de treino de
todos os animais e durante as sessdes de colheita de sémen.

O trabalho desenvolvido no CRAHA teve como principal objetivo a salvaguarda
de recursos genéticos nacionais ameagados. Por este motivo os animais sem libido ou
qgue nao foram responsivos ao treino de servigo a ovelha manequim foram submetidos
a Electro-Ejaculagao.

Apenas foram selecionados para o estudo os carneiros que no periodo entre 1
de Setembro e 31 de Dezembro de 2017 tiveram um exame androlégico completo, e
pelo menos 1 colheita de sémen que tenha sido avaliada antes da criopreservacéao e
apos a descongelagao.

Foram incluidos 16 carneiros no estudo do efeito da criopreservacao e
descongelagéo na viabilidade do sémen a descongelagédo e da eficacia dos dois
extensores de sémen, Glucose-Citrato-Gema de ovo e OVIXCell®:

e 3 carneiros de raga Merina Branca (MB),
e 3 carneiros de raga Merina Preta (MP),
e 6 carneiros de raca Bordeleira entre o Douro e Minho (BEDM) e

e 4 carneiros de raga Churra do Minho (CM).

Com o objetivo de estudar os indices de Fertilidade, Natalidade e numero
médio de borregos por parto resultante da inseminagao artificial intrauterina por
Laparoscopia, foram incluidos no estudo mais 3 carneiros para além dos 16
mencionados anteriormente:

e 1 carneiro de raga Merina Branca (MB)
e 2 Carneiros de raga Merina Preta (MP)
Neste segundo estudo, apenas foram incluidos 4 carneiros, os 3 mencionados

anteriormente e um dos carneiros incluido no estudo anterior

2.1. Colheita de sémen

As colheitas foram realizadas com uma periodicidade de aproximada de 1 a 2
vezes por semana. Todos os carneiros que demonstraram libido positiva e foram
responsivos ao treino, tiveram as suas colheitas feitas pelo método da vagina artificial.
Os restantes que nao foram responsivos ao treino foram submetidos a Electro-

Ejaculagéo.
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O modelo de vagina artificial
utilizado (Figura 8) é constituido por
um tubo cilindrico (2) com uma valvula
acoplada (3) que permite a passagem
de ar e agua. No interior do tubo
cilindrico é colocada uma bainha com
as extremidades dobradas sobre os
bordos exteriores do tubo (6)
formando uma bolsa vazia no interior
davagina. Dentro desta bolsa, coloca-
se agua aquecida e pressdao por
insuflagdo na valvula (3). A utilizagado
de bandas elasticas fortes (7) impede
a perda de presséo e de agua quente
do interior da vagina. Na extremidade

distal da vagina é acoplado um cone

de silicone (1) e um tubo falcon (5)

revestido com espuma isoladora (4) Flgurla 8 Modelo de vagina art|f|C|a|~Ut|||Zada nas colheitas
de sémen no Centro de Reprodugédo Animal da Herdade

para evitar o arrefecimento rapido do da Abdbada. Em cima, os varios componentes de uma
vagina Artificial desmontada. Em baixo, uma vagina

tubo falcon apds a retirada da estufa. pronta a ser utilizada e um tupo falcon rolhado. 1- Cone

. . . de silicone, 2- corpo da vagina, tubo cilindrico, 3- valvula

Este isolamento permitiu evitar aragua, 4- protetor em espuma isoladora, 5-tubo falcon
. . graduado, 7- Bandas elasticas, Fotografia cedida pelo

choque térmico. Na Figura 8, podem o 2017

ver-se 0s varios componentes deste modelo de vagina artificial, e o aspeto final de uma

vagina pronta a ser utilizada.

Para se fazerem as colheitas pelo método da vagina artificial colocou-se uma
ovelha presa num tronco de contengao (Figura 9) e fez-se saltar cada carneiro. Foi
preparada uma vagina artificial para cada animal. Todas as vaginas necessarias foram
devidamente montadas antes de se iniciarem as colheitas e colocadas em estufa
aquecida a 37°C. Este procedimento permitiu tornar o processo de colheitas mais célere
e garantir auséncia de humidade e a temperatura adequada no momento da colheita. A
agua aquecida e a pressao por insuflagdo foram colocadas antes dos animais entrarem
na sala de colheitas para evitar perdas. A combinacdo de temperatura e pressao permite
simular uma vagina real.

Todas as vaginas utilizadas foram colocadas numa solugéo desinfetante durante
cerca de uma hora e depois devidamente lavadas com agua corrente antes de serem

novamente usadas.
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As colheitas com vagina artificial foram feitas por um operador que se colocou
de joelhos no lado direito do carneiro (Figura 9). Na primeira tentativa de servigo, o
operador empurrou o carneiro impossibilitando a intromisséo, de forma a estimular a
libido do animal. No momento da intromissdo o pénis foi desviado para a VA. Este

processo foi repetido tantas vezes quantas as necessarias até que o carneiro desse o

golpe de rins caracteristico da ejaculagao.

Figura 9 Colheita de sémen, Centro de Reproducdo Animal Da Herdade da Abdbada. A direita uma ovelha manequim presa a um tronco
de contencdo. A Esquerda, colheita de sémen de um carneiro Merino Preto através do método da vagina artificial. Fotografia cedida pelo
autor 2017

Os carneiros submetidos a Electro-Ejaculagédo foram preparados para as
colheitas fazendo-se tricotomia da |4 da zona do prepucio. As colheitas foram feitas com
0s animais em decubito lateral apos higienizagdo do prepucio com compressas
humedecidas e papel. A sonda do electro ejaculador previamente lubrificada foi
introduzida no reto dos animais até uma profundidade aproximada de 15 cm e foi
utilizado o ciclo de estimulagédo automatico do electro ejaculador com subida gradual da
voltagem até haver exteriorizagdo do pénis e ejaculagdo. O ciclo foi interrompido
imediatamente apés a ejaculagao.

Nos animais sujeitos a Electro-Ejaculagdo, as colheitas foram feitas com um
cone de silicone e um tubo falcon revestido com espuma acoplado no cone de modo
semelhante a montagem da vagina artificial. O cone foi colocado perto do prepucio do

carneiro para que o pénis fosse exteriorizado dentro do mesmo.
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Independentemente do método de colheita, todos os tubos falcon utilizados
foram lavados, esterilizados e colocados em estufa aquecida para garantir a auséncia
de humidade no interior do tubo e os 37°C no momento da colheita do sémen.

Apés cada colheita, o sémen foi imediatamente analisado em laboratério e

processado sem demoras.

2.2. Avaliacio do ejaculado

Imediatamente apds a colheita do sémen, avaliou-se a cor do ejaculado, mediu-
se o0 volume, determinou-se a concentragcdo e avaliou-se a motilidade massal e
individual dos espermatozoides. Este foi o painel de analises feito sistematicamente em
todas as colheitas de sémen antes da dilui¢ao, refrigeragcéo e congelagao.

A cor do ejaculado foi o primeiro parametro a ser avaliado diretamente no tubo
falcon e imediatamente apds a colheita. Os ejaculados amarelos, avermelhados,
acastanhados sugestivos de contaminagdo com urina, sangue ou exsudado
inflamatorio, respetivamente, foram rejeitados.

O volume dos ejaculados foi medido em ml diretamente nos tubos falcon
graduados onde foram colhidos. Além disso, pesou se o0 sémen colhido assumindo uma
densidade de 1g/ml sémen. Considerou se o volume de sémen igual ao valor obtido na
pesagem.

A concentragao foi determinada por espectrofotometria em cuvetes plasticas
descartaveis contendo 3990 ul de uma solugéo tamponada de formol a 10% e 10 ul de
sémen (diluigao 1:400).

Foi utilizado um espectrofotdmetro calibrado para manipulagdo de sémen de
carneiro.

Todos os materiais de laboratério utilizados para contactar com o sémen foram
lavados, esterilizados, aquecidos em estufa, ou banho de agua a a 37°C e mantidos a
essa temperatura até serem utilizados (tubos falcon, laminas e lamelas, pontas de
micropipeta, corante, extensor de sémen, etc). A manutengdo do material dentro da
estufa garantiu a auséncia de humidade e a temperatura adequada para evitar o choque
térmico. As laminas de microscopio foram lavadas, colocadas numa mistura de
alcool/Eter (1:1) e passadas por agua destilada para eliminar detritos de detergentes e
sujidade antes de serem colocadas na estufa.

Toda a avaliagdo microscopica do sémen foi feita em microscopios com platina
aquecida a 35 °C. A motilidade massal e progressiva foi avaliada na mesma lamina de

microscopio.
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Com uma micropipeta colocou-se uma gota de extensor numa das
extremidades da Iamina e uma gota grosseira de sémen na extremidade oposta. Tocou-
se com a mesma ponta da micropipeta utilizada para fazer a gota de sémen na gota de
extensor para que fosse transferida uma quantidade de sémen muito pequena para a
gota. Montou-se uma lamela na gota de sémen diluido e deixou-se estabilizar enquanto
se avaliou a motilidade massal.

A motilidade massal foi avaliada na periferia da gota com uma ampliagdo de
40X e foi Ihe atribuida uma pontuacao de 1 a 5 de acordo com a descri¢cdo constante no
Anexo I, Tabela 19.

A motilidade individual ou progressiva foi avaliada com uma ampliagao de 400X
e pontuada percentualmente pela quantidade de espermatozdéides méveis com trajetéria
progressiva, ou seja, aproximadamente retilinea. A pontuagao atribuida a motilidade
progressiva considerou a meédia de observacao de pelo menos 5 campos microscopicos.

Ao mesmo tempo que se fez a avaliagdo laboratorial prepararam-se dois
esfregacos de cada ejaculado. Utilizou-se Eosina-Nigrosina para avaliacéo da vitalidade
e a morfologia. Para preparar os esfregagos, colocou-se se uma gota de sémen na
extremidade de uma lamina, ao lado uma gota de Eosina-Nigrosina. Com o canto de
uma lamela transportou-se uma pequena quantidade de sémen e misturou-se na gota
de corante. Com uma aresta limpa da mesma lamela tocou-se na gota da mistura e
ligeiramente mais a frente na lamina, fez-se o esfregago por arrasto de modo
semelhante a um esfregago sanguineo. Deixou-se secar ao ar sobre a platina aquecida
do microscopio.

Todos os esfregagos foram feitos em duplicado como seguranga, para o caso
de que algum néo tivesse qualidade diagndstica ou se extraviasse.

A avaliagao do ejaculado descrita anteriormente e a preparagao dos esfregagos
nao demorou mais do que 5-10 minutos por colheita. O sémen foi sempre mantido em
banho de agua a 37°C.

A avaliacdo da vitalidade nao foi feita imediatamente apds a preparagao dos
esfregagos uma vez que viria atrasar o processamento do sémen. No entanto, foi feita
por um operador ao mesmo tempo que o resto da equipa encheu e selou as palhinhas.
Dentro de um periodo maximo de uma a duas horas apods a colheita do primeiro
ejaculado.

A morfologia foi determinada mais tarde com uma margem de tempo variavel,
de horas até varios dias apos as colheitas.

A avaliagao laboratorial da vitalidade e morfologia foi feita sempre pelo mesmo

operador que contabilizou 200 espermatozoéides por cada analise e colheita.
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2.3. Diluicado do sémen

As colheitas feitas até ao dia 18 de Outubro de 2017 foram diluidas com
OVIXCell®, um extensor de sémen comercial. A partir do dia 19 de Outubro de 2017,
passou a utilizar-se o extensor sintético Glucose-Citrato-Gema de ovo, preparado
diariamente nos dias de colheitas. Este extensor vem descrito na bibliografia como
sendo o diluidor geralmente aceite para manipulagéo de sémen de ovino. (Maxwell and

Evans 1987) A sua composigao esta descrita na Tabela 5.

e . Composigao do extensor
Composicao do Extensor Glucose-Citrato-Gema de ovo OVIXCell®
Componente Quantidade Sais
Tris (g) 3,6 Eletrdlitos
Glucose anidra (g) 0,5 Acgucares
Acido Citrico monidratado (g) 2 Eletrdlitos
Gema de ovo Fresco (ml) 15 Proteina de origem Vegetal
Glicerol (ml) 5 Glicerol
Penicilina (U.1.) 100.000
Antibidticos
Estreptomicina (mg) 100
Agua destilada Q.b. p/ 100ml Agua

Tabela 5 Composigéo dos extensores de sémen utilizados no CRAHA. A esquerda Glucose-Citrato-Gema
de ovo preparado diariamente e a direita OVIXCell®.

Apés a avaliagdo dos ejaculados e preparagao dos esfregagos, todos as
colheitas foram diluidas numa proporgdo de 1:1 (sémen/extensor). Esta mistura foi
submetida a um periodo de estabilizagdo de 10 minutos, ao fim do qual foi adicionado o
restante volume calculado de extensor. O extensor foi adicionado lentamente para evitar

o choque osmatico.

A diluicdo do sémen foi feita visando a colocagdo de 50 milhdes (5,0 x107) de
espermatozoides viaveis por palhinha. Consideraram-se viaveis a percentagem de
espermatozoides com motilidade progressiva.

O calculo do numero total de espermatozoéides por dose, do nimero tedrico de
doses a preparar por ejaculado e do volume de extensor a adicionar foram feitos em

folha de Excel aplicando as seguintes formulas.
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Conc.ejaculado X Vol.ejaculado x Mot.individual (%)
100

#Spz vidveis X 10° =

#spz vidveis X 10°  #spz vidveis X 10°
50 x 10° T 50x107

# Doses =

Vol Extensor = # Doses X 0,22ml — Vol.ejaculado

Apo6s adigdo do volume total de extensor o sémen ficou em estabilizagao a
temperatura ambiente durante cerca de 20-30 minutos até ao momento de enchimento
das palhinhas. Estas foram cheias aplicando succ¢ao na extremidade com tamp&o. Apds
enchimento fez-se uma cémara-de-ar de 0,3ml em cada palhinha com a ajuda de um
dispositivo proprio e aplicou-se um selo de policloreto de vinilo (PVC) em pd que
polimeriza instantaneamente em contacto com a agua selando a palhinha e impedindo

o contacto direto entre 0 sémen e o azoto liquido até ao momento da sua utilizagdo.

24. Refrigeracéo e criopreservacao

O sémen de carneiro é criopreservado em palhinhas plasticas com um volume
total de 0,25 ml em que 0,22 ml sdo ocupados pelo sémen e os restantes 0,3 ml pela
camara-de-ar e o selo. A forma destas palhinhas faz com que a area de superficie seja
muito grande relativamente ao volume e que a descida da temperatura durante a fase
de refrigeragao seja homogénea em toda a palhinha. O facto de a area de superficie ser
muito grande faz com que a curva de arrefecimento seja facilmente alterada se a
temperatura nao for rigorosamente controlada durante todo o processo de refrigeragao.

Ap6s o enchimento, as palhinhas foram colocadas num reco/jangada (Figura
10) onde foram submetidas as duas fases iniciais de refrigeragéo e congelagao lenta.
Todas as palhinhas foram identificadas de maneira diferente: pela cor da palhinha, cor
do selo e pela inscricdo na palhinha. A inscrigao inclui a marca de exploragao, numero

de identificacdo S.I.A., numero de inscri¢do em livro genealdgico (LG) e data da colheita.
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Figura 10 Reco / Jangada utilizado para disposigéao das doses de inseminagéo artificial durante as fases da congelagéo de
arrefecimento lento, arrefecimento rapido e pré congelacéo. E possivel diferenciar os carneiros pela cor da palhinha, cor do
selo de PVC e pelas inscrigdes na palhinha. Fotografia cedida pelo Autor 2017.

A congelagéo é feita em 3 fases com velocidades de arrefecimento diferentes
em regimes de temperatura diferentes. A primeira fase de arrefecimento lento, a
segunda de arrefecimento rapido e pré-congelagéo e a terceira de congelagéo imediata
por imersao em azoto liquido a -196°C.

Na primeira fase, o sémen que estara a temperatura ambiente, é lentamente
arrefecido até aos 5°C num ritmo de aproximadamente 0,1°C/min (Sieme, Oldenhof, and
Wolkers 2016) durante um periodo de 4 horas. Esta curva de arrefecimento, é feita numa
arca frigorifica programada para fazer a descida gradual da temperatura.

A segunda fase, de arrefecimento rapido e inicio de congelagao, foi
conseguida colocando o reco/jangada numa caixa térmica com cerca de 10 cm de altura
de azoto liquido. (Figura 11) A jangada permite manter as palhinhas a uma altura de
aproximadamente 5 cm do azoto, deixando-as expostas aos vapores do azoto durante
20 minutos. Nesta fase ha um decréscimo de temperatura na ordem dos 10 a 60°C/min,
até atingir uma temperatura de cerca de -80°C. (Sieme, Oldenhof, and Wolkers 2016)
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Figura 11 Esquerda: Disposi¢ao das doses de inseminagao artificial nos recos/jangadas em que s&o arrefecidas nas
duas primeiras fases da criopreservagao. Direita: Colocagdo de um Reco/ jangada numa caixa térmica com 10 cm de
azoto liquido, fase de arrefecimento rapido e inicio da congelagéo. E visivel o vapor de azoto a que as palhinhas s&o
sujeitas dentro da caixa térmica. Fotografia cedida pelo autor 2017

Na terceira e ultima fase, as doses foram rapidamente mergulhadas em azoto
liquido atingindo imediatamente uma temperatura de -196°C. (Sieme, Oldenhof, and
Wolkers 2016) A esta temperatura as reagdes metabdlicas dos espermatozoéides estao
completamente paradas e por este motivo é possivel preservar sémen por longos
periodos de tempo. As doses de |A preparadas no CRAHA foram agrupadas por animal,
data, e sessao de colheita em visotubos individuais. Todo este processo de separagao
e organizagao das palhinhas foi feito mantendo as palhinhas mergulhadas em azoto
liquido. Nesta fase, a diferenciagéo das palhinhas foi conseguida pela combinagao de
cor da palhinha e do selo. A cada carneiro foi atribuida uma combinacéo de cores que
se manteve até ao final da congelagao das 200 doses. Nunca foram feitas colheitas a
dois carneiros com a mesma combinagao de cores no mesmo dia. As colheitas de cada
dia foram agrupadas em globelets e armazenadas dentro dos contentores de azoto

liquido por dia de colheita.
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Figura 12 Contentor de armazenamento de sémen. Organizagédo das doses de inseminagao artificial por
animal em visotubos de cores diferentes. As doses permanecem imersas em azoto liquido ate serem
retiradas para utilizagao.

2.5. Relagdo entre os parametros do exame andrologico e a
qualidade do sémen

A relagdo do exame androlégico com a qualidade do sémen foi estudada pela
comparagao dos parametros Tabelados pela Sociedade internacional de Teriogenologia
(Circunferéncia escrotal, Motilidade, Morfologia, (ANEXOII, Tabela21)), concentragéo e
volume do ejaculado com o numero médio de doses de IA preparadas por colheita e por
carneiro. Fez se o teste estatistico de Pearson para estudar a correlagdo entre os
parametros. Assumiu-se uma correlagao:

e Nulaser<0,03

e Fracaserentre 0,03 e 0,35

e Media derentre 0,35 e 0,65

e Forte se rentre 0,65 e 0,95

e Muito forte se r >0,95

2.6. Viabilidade do sémen a descongelagao

A avaliagao do sémen a descongelagao foi feita num periodo médio de 8 meses
apos a criopreservagao das doses de IA. Todas as amostras foram descongeladas em
banho de agua a 37°C durante 30 segundos, diluidas em 1 ml de OVIXCell® a 37°C e

mantidas em banho de agua a mesma temperatura.

76



Em todas as amostras descongeladas foi avaliada a motilidade progressiva,
vitalidade e morfologia. O Procedimento laboratorial de preparagéao dos esfregagos foi
semelhante ao procedimento efetuado antes da criopreservagdo. As amostras foram
descongeladas uma de cada vez para que a avaliagao da motilidade e vitalidade fossem
feitas sem demoras e em condigbes semelhantes. A avaliacdo da morfologia foi feita
mais tarde.

Todas as colheitas foram registadas numa base de dados em folha de Excel.

Para cada colheita foi registada a data, a identificagdo e raga do carneiro, o
método de colheita (VA ou EE), o volume e concentragdo do ejaculado, a motilidade
massal e individual, vitalidade, niumero tedrico de doses a preparar € numero de doses
criopreservadas, o extensor de sémen utilizado (Anexo 1V, Tabela 23) e morfologia por
tipo de anomalia (Anexo VI, Tabela 25),

Os carneiros foram provenientes de varias exploragdes. Por ndo ter sido
autorizada a divulgagéo dos numeros S.l.A. e L.G., a cada um foi atribuido um numero
de identificagdo romano para facilitar o tratamento dos dados.

Além dos carneiros que deram sémen para refrigeragdo e criopreservagao,
entraram no estudo mais 3 carneiros Merinos cuja identificagao atribuida foi A, B e C.
Estes carneiros tinham doses de sémen integradas no BPGA, que foram utilizadas para
inseminar um grupo de fémeas do CEBA por laparoscopia e estudar os indices de
Fertilidade, Natalidade e numero médio de borregos por parto

Todas as colheitas que n&o originaram doses de sémen congeladas; cujos
registos estejam incompletos ou cujos esfregagos antes ou pds congelagao se tenham
extraviado, foram rejeitadas. No anexo IV, Tabela 23, estdo registados os dados
relativos a todas as colheitas de sémen durante o periodo do estudo e o motivo de

rejeicdo de algumas.

2.7. Perfil de alteracdes induzidas pela criopreservacédo e
descongelacdo no sémen diluido com Glucose-Citrato-Gema de
ovo e OVIXCell®.

O estudo da eficacia dos extensores de sémen foi feito com base na
determinagéo da variagdo da Motilidade individual, Vitalidade e morfologia antes da
criopreservacao e depois da congelagao.

Foram calculadas as médias destes parametros de todas as colheitas diluidas
com Glucose-Citrato-Gema de ovo e com OVIXCell®. De seguida, determinou se a

variagéo dos parametros através da seguinte formula:
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Variacdo (A) = media apds descongelacdo — media antes da criopreservacao

Considerou-se vantajosa a utilizagéo do diluidor que apresentou um perfil de
alteragdes induzidas pela criopreservagdao e descongelagdo menos significativa. Ou

seja, aquele que registou menor % de variagdo de motilidade, vitalidade e morfologia.

2.8. indice de Fertilidade, indice de Natalidade e nimero medio de
borregos por parto.

Em Margo de 2018 foi selecionado um nucleo de 127 ovelhas Merinas Brancas
e Pretas da Herdade da Abdbada para integrar um programa de inseminagao artificial e
melhoramento genético. Estes animais foram divididos em 3 Grupos (1, 2 e 3), cuja
constituicdo se encontra esquematizada na Tabela 6, e submetidos a um protocolo de
sincronizagao de cios e inseminagéo artificial a tempo fixo.

O protocolo aplicado foi o seguinte:

¢ Dia 0: aplicagao de esponjas vaginais de libertagéo de progesterona (Chronogest
CR20®).

¢ Dia 12 a 14: remogao das esponjas e administragao de 500 Ul (1,7ml) de PMSG.

e +50 a 55 horas: (média 53h) inseminagao cervical com sémen refrigerado
(Grupos 1, 2A e 3A)

e +55 a 60 horas: (média 55h) inseminagdo laparoscépica com sémen
descongelado (Grupos 2B e 3B)

As esponjas foram aplicadas a todos os animais no dia 12 de Margo de 2018
e removidas nos dias 23, 24 e 25 de Margo para os grupos 1, 2 e 3, respetivamente. As
esponjas permaneceram na vagina dos amimais por um periodo de 12 a 14 dias. No
momento da remogao das esponjas foi aplicada uma dose de 500 Ul de PMSG.

Todos os animais inseminados com sémen refrigerado, foram inseminados
num intervalo entre 51 a 56 horas apds a remogao das esponjas, registando uma media
de 53 horas.

Todos os animais inseminados por laparoscopia intrauterina com sémen
descongelado, foram inseminados num intervalo de 52 a 56 horas apds a remogao das

esponjas, registando uma média de 55 horas.
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Animais Grupos Data Total Tipo Inseminagao
(total) P Inseminagao inseminagoes Artificial
1 1 25 MARCO 13 Cervical com sémen fresco
2A 27 Cervical com sémen fresco
127 2 26 MARCO 41 Intrauterina por laparoscopia com
2B 13
OVELHAS sémen descongelado
3A 48 Cervical sémen com fresco
3 27 MARCO 70 Intrauterina por laparoscopia com
3B 20 .
sémen descongelado

Tabela 6 Constituicdo dos grupos de inseminagéo dos dias 25, 26 e 27 de Margo. Tipos de inseminagao e
de sémen aplicados.

As inseminagbes cervicais foram feitas com sémen colhido durante a manha
do préprio dia no CRAHA e aplicadas num intervalo de 3 a 4 horas apds a colheita. As
Inseminagdes intrauterinas por laparoscopia utilizaram doses de sémen criopreservado
constituinte do BPGA, descongeladas em banho de agua a 37°C por um periodo de 30
segundos imediatamente antes da inseminagéo.

Foram utilizadas doses de sémen criopreservadas de quatro carneiros Merinos
integrados no BPGA. Um deles, o lll, esteve presente no centro durante o periodo de
estagio. Por este motivo, conhece-se detalhadamente o efeito da criopreservagéo e
descongelagéo na qualidade do seu sémen utilizado. O carneiro Il e os trés carneiros,
identificados como A, B e C, foram incluidos no estudo para calculo dos indices de
Fertilidade, Natalidade e numero médio de borregos por parto. As caracteristicas dos
ejaculados dos carneiros A, B e C n&do sdo conhecidas em detalhe relativamente a
morfologia e vitalidade. No entanto, os trés apresentaram valores de motilidade
individual superiores a 30% apos a descongelagao.

Aos 45 dias apos as inseminagdes fez se o diagndstico de gestagdo por
ecografia a todos os animais inseminados.

As fémeas inseminadas foram juntas com um carneiro 14 dias apds as
inseminagdes, para que as que nao tenham ficado gestantes da inseminagao pudessem
ser cobertas pelo carneiro. Assumindo uma gestacao de 147 dias, (media descrita na
bibliografia), foi espectavel que os borregos fruto da inseminacao nascessem entre os

dias dos dias 17 e 19 de Agosto.
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2.9. Programa de inseminacgao artificial

Todas as inseminagdes foram registadas em folha de Excel. Para cada animal
foi registada a data e hora de aplicagéo e remogao das esponjas, e de administragao de
PMSG, do tipo de inseminagéao (cervical ou laparoscépica), o operador que inseminou,
o resultado do diagndstico de gestagao, data do parto e tipo de gestagao (simples ou
gemelar).

Para cada tipo de inseminagéao, cervical ou intrauterina por Laparoscopia, foi
calculado o indice de Fertilidade (IF), indice de Natalidade (IN) e nimero médio de

borregos por parto. Estes indices foram calculados da seguinte maneira:

_ . N2 ovelhas com diagnoéstico de gestagao positivo
Indice de Fertilidade (IF) =

N2 de ovelhas inseminadas

N2 de ovelhas Paridas

Indice Natalidade (IN) =
ndice Natalidade (IN) N2 de ovelhas com diagndstico de gestagao positivo

L N2de borregos nascidos
Média de borregos por parto =

N¢ de ovelhas paridas
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3. Resultados

3.1. Serologia e exame androldgico

Nenhum animal teve serologia positiva para os agentes pesquisados durante o
periodo de quarentena (Brucella ovis, Brucella melitensis, e Virus da Border Disease),
pelo que nenhum foi excluido por questdes sanitarias. Foram selecionados 3 carneiros
Merino Branco, 3 carneiros Merino Preto, 4 carneiros Churros do Minho e 6 Carneiros
Bordaleiros entre o Douro e Minho para o estudar o efeito da criopreservacéo e
descongelagéo na viabilidade do sémen apds a descongelagdo e a eficacia dos
extensores Glucose-Citrato-Gema de ovo e OVIXCell®.

A classificagdo dos seus exames andrologico esta representada de um modo
simplificado na Tabela 7, e de modo detalhado no Anexo lll, Tabela 22. Importa
relembrar que este estudo foi incluido num projeto de conservagao de ragas autéctones.
As racas Bordeleira Entre o Douro e Minho e Churra do Minho sao ragas ameacgadas,
perto de se extinguirem. Por este motivo ndo foram excluidas, independentemente da

classificacédo obtida no exame androldgico.

Identificagdo do animal / raga Classi;i::foélg;iz:xame
| Merino Preto Apto para Reproducéo
Il Merino Branco Apto para Reproducéo
Il Merino Branco Apto para Reproducéo
v Merino Branco Apto para Reproducéo
\% Merino Preto Apto para Reproducéo
VI Merino Preto Apto para Reproducéo
VIl Churro do Minho Questionavel
VI Churro do Minho N&o apto para Reprodugéo
X Bordaleiro entre Douro e Minho N&o apto para Reprodugéo
XI Bordaleiro entre Douro e Minho N&o apto para Reprodugéo
Xl Bordaleiro entre Douro e Minho Apto para reproducéo
XV Bordaleiro entre Douro e Minho Questionavel
XV Bordaleiro entre Douro e Minho Questionavel
XVI Bordaleiro entre Douro e Minho Questionavel
XXVIlI | Churro do Minho Questionavel
XXVIIl | Churro do Minho Questionavel

Tabela 7 Classificagdo do exame androlégico dos carneiros selecionados para o estudo.
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O Carneiro VIII, Churro do Minho, obteve a classificacdo “Nao apto para
Reprodugéo” devido a fraca vitalidade dos espermatozoéides (40%) e concentragao do
ejaculado 0,5x10° spz/ml (Anexo llI, Tabela 22).

O Carneiro X, Bordaleiro Entre Douro e Minho, obteve a classificagdo “Nao apto
para Reproducao” devido a medida da circunferéncia escrotal (24cm) e morfologia em
que obteve uma contagem de 30,4% de formas espermaticas anormais (Anexo llI,
Tabela 22).

O Carneiro Xl, Bordaleiro Entre Douro e Minho, obteve a classificagdo “Nao
apto para Reprodugéo” devido a medida da circunferéncia escrotal (22cm) e morfologia
em que obteve uma contagem de 33% de formas espermaticas anormais (Anexo llI,
Tabela 22).
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3.2.

Relacdo entre os parametros do exame androlégico e a
qualidade do sémen

Relativamente aos carneiros selecionados para este estudo, verifica-se que a

concentragdo do sémen tem uma correlagao forte (r=0,80) com o numero médio de

doses IA preparadas por colheita, tal como seria espectavel (Tabela 9).

A Circunferéncia escrotal, a motilidade espermatica, o volume do ejaculado e a

morfologia tém correlagdo média (r=0,59, r=0,59, r=0,58 e r=0,46 respetivamente) com

o numero médio de doses IA preparadas por colheita (Tabela 9).

ID. Raca C. Escrotal Motiljdad I\I:orfologia Concgentragéo Vol. média _
(cm) e (%) (Y%onormal) | (x10° spz/ml) (ml) doses/colheita

I MP 32 89 91,3 4,5 0,64 51

Il MB 35 79 95,6 2,9 1,23 53

1] MB 32 85 93 2,2 0,98 39

v MB 34 72 88,7 2,8 0,43 17

V MP 34 84 89,9 Y5 1,17 66

Vi MP 35 85 82,2 2,2 0,89 35

VI CM 25 80 79,5 2,6 0,55 17
Vil CM 30 70 89,2 0,5 0,88 7

X BEDM 24 65 69,6 1,6 0,67 24

Xl BEDM 22 80 67 2,1 0,40 13
Xlll | BEDM 30 80 80,2 1,1 0,65 9
XV | BEDM 23,5 75 83,5 1,4 0,60 7

XV | BEDM 27 46 93,2 2,1 1,55 30
XVl | BEDM 30 70 87,7 1,1 0,48 7
XXVII | CM 27,5 60 84,5 0,7 0,45 4
XXVIII | CM 31,5 90 95,5 3.8 0,55 38

Tabela 8 Parametros utilizadas para relacionar o exame androlégico com a qualidade do sémen.

Média de doses IA preparadas por colheita

Parametro
r Tipo Correlagao
Concentragao (spz/ml) 0,8 Forte
Circunferéncia Escrotal (cm) 0,59 Média
Motilidade (%) 0,59 Média
Volume (ml) 0,58 Média
Morfologia normal (%) 0,46 Média

Tabela 9 Estatistica de Pearson. Calculo do valor r para determinar a forga da correlagdo entre os
parametros do exame androlégico e a qualidade do sémen
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3.3. Viabilidade do sémen a descongelacao

As Tabelas apresentadas representam valores médios de motilidade individual,
vitalidade e morfologia antes da criopreservagdo e depois da descongelagdo. As
colunas designadas “variagdo” representam a percentagem média das alteracdes
resultantes dos danos causados pela congelagdo. Um sinal positivo significa um
aumento da percentagem e um sinal negativo, diminuicdo. Nos Anexo VI, Tabela 25 e
Anexo VII, Tabela 26, pode observar-se pormenorizadamente o resultado da avaliagao
de todas as colheitas.

A avaliacdo apo6s a descongelagdo revelou um decréscimo acentuado na
viabilidade do sémen (Tabela 10). Em média, registou-se um decréscimo de 53,2% na
motilidade progressiva, de 43,8% na vitalidade dos espermatozoides e um aumento de
18,1% na contagem de espermatozoides com morfologia anormal comparativamente
aos resultados obtidos para os mesmos parametros antes da criopreservacao.

Relativamente a avaliagdo detalhada da morfologia, a criopreservagéao
provocou um aumento marcado no total de defeitos de cabega (+14,8%) e um ligeiro
aumento dos defeitos de cauda (+3,8%) A variagao dos defeitos de pega intermédia, (-
0,4%) nao foi relevante.

A avaliagdo detalhada da morfologia (Tabela 11), revela alteragdes com
especial importancia na cabeca dos espermatozoides, tais como, o aumento do numero
de cabecas isoladas (+4,8%), de cabegas microcefalicas (+8,3%), de espermatozoéides
teratéides/amorfos (+2,2%) e de alteragbes de Acrossoma (+7,7%). Nos defeitos de

cauda destacam-se apenas a ventroflexao distal (+2,4%).

Defeitos morfolégicos por segmento espermatico

o Mot. Progressiva | Vitalidade 0 P. Intermédia 0 Total
Sémen (%) (%) Cabeca (%) (%) Cauda (%) (%)
Fresco 76,0 72,8 3,6 29 7,3 13,9
Descongelado 22,8 29,0 18,4 2,5 11,1 32,0
Variagéo (%) -53,2 -43,8 14,8 -0,4 3,8 18,1

Tabela 10, Variagdo dos parametros motilidade individual, vitalidade e morfologia antes da congelagédo e apés a
descongelacéo. Valores médios de todas as colheitas
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Morfologia geral por defeito, média de todas as colheitas

Defeito espermatico Sémen fresco desgjr':lgee':a do Variagao
Cabeca isolada 2,7 7,5 4.8
Microcefalia 0,7 9,0 8,3
Macrocefalia 0,9 1,3 0,4
Teratéides/amorfos 0,7 2,8 2,2
C. Piriformes 11 1,2 0,1
Alteragbes acrossoma 0,7 8,0 7,3
Fratura peca intermédia 0,8 1,3 0,5
Outros defeitos de peca intermédia 0,8 0,8 0,1
Gota ¢ proximal 0,9 1,0 0,1
Gota citoplasmatica distal 3,8 3.1 -0,7
Cauda enrolada 2,4 2,5 0,1
Defeito DAG 1,3 1,2 -0,2
Dobrada 4.9 4.7 -0,2
Ventroflexao 2,2 4.6 2,4

Tabela 11 Avaliagéo detalhada da morfologia do sémen fresco e descongelado por defeito espermatico.
Valores médios de todas as colheitas
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3.4. Perfil de alteragcdes induzidas pela criopreservacédo e
descongelacdo no sémen diluido com Glucose-Citrato-Gema de

ovo e OVIXCell®.

Os ejaculados diluidos com OVIXCell® apresentam um perfil de alteragbes
induzidas pela criopreservagao superior aos ejaculados diluidos com Glucose-Citrato-
Gema de ovo em todos os paradmetros analisados: Motilidade, Vitalidade e Morfologia
(Tabela 12).

A criopreservagao com OVIXCell® representou em média:

e Perda de 61,6% de motilidade dos espermatozodides,

e Perda de 50,6% de vitalidade,

¢ Aumento de 37,8% de espermatozoides com morfologia anormal.

Ja a criopreservacdo com Glucose-Citrato-Gema de ovo representou em média:

e Perda de 52,1% de motilidade dos espermatozoides,

e Perda de 43,3% de vitalidade,

e Aumento de 14,1% de espermatozoides com morfologia anormal.

Quando comparado com Glucose-Citrato-Gema de ovo, o perfil de alteragdes no
sémen diluido com OVIXCell® foi:
¢ 9,5% superior relativamente a perda de motilidade progressiva,
e 7,3% superior relativamente a diminuicao da vitalidade espermatica
e 23,7% superior em relagdo a contagem de espermatozoides com

morfologia anormal

MORFOLOGIA GERAL
EXTENSOR SEMEN MOT IND. | VITALIDADE | CABECA | P.INTERMEDIA | CAUDA |TOTAL

FRESCO 825 73.4 3.6 1.1 22 6.9

OVIXCell® DESCONGELADO| 209 228 319 20 108 | 447

VARIACAO 61,6 -50,6 283 1,0 86 | 378

FRESCO 753 73.8 32 33 83 14,8

Glucose-Citrato- | hegooNGELADO | 232 306 15,1 26 112 | 2809
Gema de ovo

VARIACAO 52,1 43,3 11,9 0,7 29 14,1
OVIXCell® x

Glucose-Citrato- DIFERENCA 95 73 16,4 03 57 | 237
Gema de ovo

Tabela 12 Variagdo dos parametros motilidade individual, vitalidade e morfologia antes da congelagdo e apds a descongelagéo

para sémen diluido com OVIXCell® e Glucose-Citrato-Gema de ovo.
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Relativamente a avaliagdo detalhada da morfologia, antes da criopreservagéao
e apds a descongelagado, (Tabela 11). Registou se um aumento significativo na
contagem de defeitos de cabecga e cauda independentemente do extensor utilizado.

A utilizagdo de OVIXCell® (Tabela 13) representou um aumento superior de
formas anormais, quando comparado com Glucose-Citrato-Gema de ovo. Destacam-se
as cabegas isoladas (+14,8 %), cabegas microcefalicas (+20,4%), cabegas
macrocefalicas (+1,3%) espermatozéides teratéides/amorfos (+6,3%), defeitos de
acrossoma de (+8,7%), caudas dobradas (+4,6%) e caudas ventroflectidas de (+4,1%).
A utilizagao de OVIXCell® representa a descongelagédo um amento de 28% e 8,6% na

contagem de defeitos de cabecga e cauda respetivamente.

Na utilizagdo de Glucose-Citrato-Gema de ovo, destacam-se apenas os

defeitos de acrossoma (+5,2%) e caudas ventroflectidas (+2,5%) a descongelagéo.

MORFOLOGIA GERAL DAS COLHEITAS POR EXTENSOR

OVIXCell® Glucose-Citrato-Gema de ovo
Defeito Espermatico Sémen Sémen s Sémen Sémen s
fresco descongelado R fresco descongelado UEEEE
Cabeca isolada 3,0 17,8 14,8 2,6 3,0 04
Microcefalia 0,8 21,2 20,4 0,7 0,5 -0,2
Macrocefalia 0,0 1,3 1,3 0,9 0,5 -0,4
Teratéides/Amorfos 0,5 6,8 6,3 0,8 0,8 0,0
Cabecas Piriformes 0,9 0,6 -0,3 1,1 1,6 0,5
Alteragdes Acrossoma 0,5 9,2 8,7 0,7 5,9 5,2
Fratura P. Intermedia 0,6 1,3 0,7 0,9 1,5 0,6
Outros defeitos P. int. 1,5 0,0 -1,5 0,6 0,0 -0,6
Gota cit. proximal 0,5 0,5 0,0 1,0 1,2 0,2
Gota cit. distal 1,8 1,9 0,2 44 4 -0,4
Cauda enrolada 0,7 1,6 0,9 2,6 3,3 0,7
Defeito DAG 1,1 1,4 0,3 1,4 0,9 -0,5
Cauda Dobrada 0,7 53 4,6 52 51 -0,1
Ventroflexao 1,2 5,3 41 2,5 5,0 2,5

Tabela 13 Avaliagédo detalhada da morfologia por defeito espermatico. Comparagéo da média dos valores obtidos
nas dilui¢cdes feitas com OVIXCell® e extensor Glucose-Citrato-Gema de ovo.
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indice de Fertilidade, indice de Natalidade e nimero medio de
borregos por parto.

3.5.

A Tabela 14 representa o resultado das inseminagdes artificiais no grupo de
120 ovelhas, das quais 82 foram inseminadas com sémen refrigerado e 38 com sémen
descongelado.

No grupo de ovelhas inseminadas com sémen fresco conseguiu-se um indice
de Fertilidade de 52,4% e de Natalidade 57,3%, com 47 borregos nascidos e uma média
de 1,4 borregos por parto.

No grupo de ovelhas inseminadas com sémen descongelado por laparoscopia
conseguiu-se um indice de Fertilidade de 34,2%, indice de Natalidade de 42,1% e uma
média de 1,6 borregos por parto.

A Tabela 15 caracteriza o sémen descongelado do carneiro lll. Os valores
apresentados sdo valores médios da avaliagao de todas as colheitas deste carneiro no
periodo de Setembro a 31 de Dezembro de 2017, periodo em que deu sémen para o
BPGA. Com uma motilidade progressiva de 11,3%, vitalidade de 18,4% e morfologia
anormal de 22% obteve um indice de Fertilidade de 44,4%, indice de Natalidade de
33,3% e uma média de 1 borrego por parto. A Tabela 16, caracteriza as doses de sémen
descongeladas do carneiro Il aplicadas nas 9 fémeas inseminadas com sémen deste
carneiro.

A avaliagdo do sémen dos restantes carneiros utilizados na inseminagao
artificial por laparoscopia é desconhecida. No entanto, os seus indices de Fertilidade,

Natalidade e média de borregos por parto estdo representados na Tabela 17.

I.LA. Cervical com sémen Fresco / |.A. Intrauterina por Laparoscopia com Sémen Criopreservado

. # Fémeas Diagnostico de " indice indice Borregos /
SN inseminacdes gestagéo + eI & NS e Fertilidade Natalidade Parto
Fresco 82 43 33 47 52,4 57,3 1,4

Descongelado 38 13 10 16 34,2 421 1,6

Tabela 14 Representagéo dos dados relativos as inseminagdes artificiais de Margo de 2018. Valor dos
Indices de Fertilidade, Natalidade e numero médio de borregos por parto para inseminagéo cervical com
sémen refrigerado e inseminacgao intrauterina por laparoscopia com sémen descongelado
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SEMEN FRESCO SEMEN DESCONGELADO
- Raca P'\:'gt':fsas‘i’fa Vitalidade Morfologia '\r"gt'r';"si?\/ea Vitalidade Morfologia
¢ g(%) (%) (% spz. Anormais) P g(%) (%) (% spz. anormais)
Il | Merino Branco 85,6 78,3 9,3 11,3 18,4 22
Tabela 15 Caracterizagdo do sémen descongelado do carneiro Il dador de sémen para BPGA, cujas doses
foram utilizadas para inseminacéo intrauterina por Laparoscopia. Média de todas as colheitas entre
Setembro e Dezembro de 2017.
MERINO BRANCO Il
Volume do ejaculado (ml) 1,65
Concentragéo do ejaculado x10° spz/ml 2,3
N 2 Sémen i = 1o
Avaliagao Sémen fresco descongelado Variagao (%)
Motilidade Progressiva (%) 90 10 -80
Vitalidade (%) 87 12 -75
.| Defeitos de cabega (%) 1,5 9 7,5
Morfologia
anormal | Defeitos de pega intermédia (%) 1 17,5 0 21,5 -1 4
%
(%) Defeitos de cauda (%) 15 12,5 -2,5
Tabela 16 Avaliagdo da qualidade do sémen do carneiro Il aplicado nas inseminagdes intrauterinas por
laparoscopia. Dados relativos as doses de sémen utilizadas.
Inseminacgao intrauterina por laparoscopia e por carneiro
# fémeas Diagnostico de . indice indice Borregos /
- inseminadas gestagéo + WIPELIEE | B NEEEmEN S Fertilidade | Natalidade Parto
1l 9 4 3 3 44 .4 33,3 1,0
A 9 4 3 6 44 .4 66,7 2,0
B 11 3 3 6 27,3 54,5 2,0
C 9 3 1 1 33,3 11,1 1,0
TOTAIS 38 14 10 16
Tabela 17 Representagdo dos dados relativos as inseminagbes artificiais intrauterinas com sémen

descongelado. indices de Fertilidade, Natalidade e nimero médio de borregos nascidos por parto. Dados
detalhados por carneiro
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4. Discussao

4.1. Relacdo entre os parametros do exame androlégico e a
qualidade do sémen

O exame androlégico determina se um animal macho é capaz de satisfazer os
objetivos reprodutivos em situagado de rebanho. Ha uma correlagéo positiva entre os
parametros do exame androlégico que permitem afirmar com alguma seguranga que
um animal “apto para reproducao”, produza sémen de boa qualidade. No entanto, este
exame ndo € uma garantia da qualidade do sémen. Um bom ejaculado produzira
necessariamente uma quantidade grande de doses para IA. O carneiro Xlll, BEDM, com
uma circunferéncia escrotal de 30 cm, (excelente relativamente aos 24,7cm médios
desta raga(Bettencourt, Romao, E., H., M., N., et al. 2018)), motilidade de 80% e 80,2%
de espermatozoides com morfologia normal produziu em média, apenas 9 doses de
sémen por ejaculado apesar de ter sido considerado “Apto para reprodugéo”. Este
carneiro peca pela concentragéo (1,1x10° spz/ ml) e volume (0,65 ml) do ejaculado.
Serve este exemplo para afirmar que o exame androlégico deve ser minucioso e
baseado ndo apenas na circunferéncia escrotal, motilidade e morfologia, mas sim no

maior numero de parametros possivel.

4.2. Avaliacao laboratorial da qualidade do sémen.

A avaliagdo detalhada do sémen sugere que a percentagem de
espermatozoéides funcionais numa amostra criopreservada e descongelada é
consideravelmente reduzida. A motilidade foi um dos parametros mais gravemente
afetados com uma reducdo média de 53%. Apesar da sua importancia, o0 mecanismo
através do qual a motilidade espermatica diminuiu nao é totalmente conhecido.

O movimento dos espermatozoéides é parcialmente dependente da atividade
mitocondrial. As mitocOndrias estdo estrategicamente localizas a volta da peca
intermédia com a finalidade de fornecer energia aos filamentos da cauda, responsaveis
pela propulsdo dos espermatozdides no seu trajeto até atingirem os odcitos e penetrar
a zona pelucida. As mitocondrias sdo a fonte maioritaria de energia oxidativa.
(O’Connell, McClure, and Lewis 2002)

A membrana mitocondrial é suscetivel a congelagao e descongelagao tal como
a membrana citoplasmatica. A resisténcia a congelacdo depende da acessibilidade da

mesma aos crioprotetores. (O’Connell, McClure, and Lewis 2002). Os espermatozoides
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imoveis, cuja membrana citoplasmatica esteja aparentemente integra, poderdo ter
sofrido lesdes mitocondriais. Por este motivo perdem a capacidade de propulsido ou
apresentam um movimento pouco vigoroso. As membranas citoplasmatica e
mitocondrial sdo independentes, e a ocorréncia de lesdo mitocondrial ndo significa
necessariamente que tenha ocorrido lesdo na membrana citoplasmatica. (Vetter et al.
1998) Esta teoria podera explicar o motivo pelo qual quase todas as amostras
descongeladas apresentam uma vitalidade superior 8 motilidade apds a descongelagao.
Pelo contrario, quando se considera o sémen fresco, A motilidade atribuida foi sempre
superior a vitalidade.

Nas condigbes em que este estudo foi feito, a avaliagdo da motilidade individual
dos espermatozoides é subjetiva e ndo permite avaliar a veracidade desta teoria.

As mitocdndrias s&o organitos indutores da morte celular por apoptose. Os
danos causados pela criopreservacdo nas membranas mitocondriais poderao
desencadear este mecanismo (Merati et al. 2018) e incrementa a fraca viabilidade do
sémen apods a descongelagao. (O’Connell, McClure, and Lewis 2002)

A extensdo das lesbes na membrana citoplasmatica provocadas pela
congelagdo e descongelagdo foram avaliadas através da Vvitalidade dos
espermatozoides que registou um decréscimo médio de 44,1% relativamente a
vitalidade antes da congelagdo. E espectavel que apenas 50% dos espermatozoides
sobrevivam a congelagéo pelo que o decréscimo na vitalidade esta de acordo com a
bibliografia. A criopreservagéo e descongelagao sao pontos criticos na viabilidade do
sémen. A formagédo de cristais de gelo danifica permanentemente as membranas
celulares.

Relativamente a morfologia dos ejaculados, a congelagao induziu um aumento
significativo dos defeitos de cabega e cauda, +14,8% e +3,8% respetivamente.

No que diz respeito aos defeitos de cabeca destacam-se o aumento da
percentagem de cabegas microcefalicas (+8,3%), defeitos de acrossoma (+7,3%),
cabecas isoladas (+4,8%) e de espermatozdéides amorfos (+2,2%).

Relativamente aos defeitos de cauda, registou-se um aumento de 2,4% de
caudas ventroflectidas que podera estar associado a um insulto osmético causado pelos
extensores. A avaliagdo microscopica das doses descongeladas foi feita em
preparagdes microscopicas utilizando de OVIXCell® como meio de montagem. O facto
de algumas amostras terem sido diluidas com Glucose-Citrato-Gema de ovo e
posteriormente avaliadas com OVIXCell® favorece a possibilidade de ocorréncia de
insulto osmatico.

N&o se registou uma variagéo significativa nos defeitos e pega intermédia. No

entanto, nas condigdes em que o estudo foi feito ndo foi possivel avaliar as lesbes
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mitocondriais que poderao ser parcialmente resposaveis pela perda de motilidade dos

espermatozoides descongelados.

4.3. Perfil de alteragcdes induzidas pela criopreservacédo e
descongelacdo no sémen diluido com Glucose-Citrato-Gema de
ovo e OVIXCell®.

Relativamente a comparacdo dos dois extensores, pode concluir-se que a
diluicdo do sémen com Glucose-Citrato-Gema de ovo se mostrou vantajosa
relativamente a diluicdo com OVIXCell®. As colheitas diluidas com OVIXCell®
apresentaram um perfil de altera¢des induzidas pela criopreservagéao e descongelagao
superior, quando comparado com Glucose-Citrato-Gema de ovo. A utilizagdo de
OVIXCell® representou:

¢ Perda de motilidade espermatica superior em 9,5%.
¢ Perda de vitalidade espermatica superior em 7,3%.

e Contagem de espermatozoides com morfologia anormal superior em 23,7%.

Relativamente a morfologia do sémen descongelado, varias amostras
avaliadas neste estudo obtiveram uma contagem de espermatozoides
morfologicamente anormais superior a 30% n&o cumprindo a qualidade recomendada
pela Sociedade Internacional de Teriogenologia.

A determinagdo da morfologia e vitalidade foram feitas separadamente em
duas contagens distintas de 200 espermatozoides. Por este motivo ndo & possivel
determinar a percentagem de espermatozoéides vivos com morfologia anormal. A
determinacdo desta proporcdo em estudos futuros podera fornecer informacéao (util
acerca no numero de espermatozdides moéveis com morfologia anormal. Esta é a
proporgédo que realmente interessa na determinacdo da qualidade do sémen, ja que os
espermatozoides mortos nao afetam a fertilidade independentemente de serem

morfologicamente normais ou anormais.
4.4. indice de Fertilidade, indice de Natalidade e niumero médio de
borregos por parto.

Relativamente ao programa de melhoramento genético e inseminagdes artificiais

(Tabela 14), a inseminagao artificial com sémen refrigerado obteve um indice de

92



fertilidade de 52,4%de acordo com a margem de 40 a 60% descrita na bibliografia. A
inseminacéo intrauterina por laparoscopia com sémen descongelado, obteve um indice
de fertilidade de 34,2%, também de acordo com a margem de 20 a 40% descrita na
bibliografia.

O intervalo curto entre a colheita de sémen e sua aplicagao cervical favoreceu
os resultados positivos respeitantes a inseminagao cervical com sémen refrigerado.

Relativamente ao sémen descongelado, mesmo com as perdas significativas de
motilidade e vitalidade associadas ao processo de criopreservacédo e descongelagéo
(Tabela 8), é possivel obter resultados satisfatérios, (Tabela 14).

As doses de sémen preparadas no CRAHA para integrar o BPGA foram
diluidas de modo a conterem 50x10° spz viaveis/dose antes da congelagéo, em vez dos
convencionados 20 a 40 x10° spz viaveis/dose.

Assumindo as premissas definidas pela sociedade de Teriogenologia:

e O sémen descongelado necessita no minimo de 25% de espermatozoides
com motilidade progressiva.

e 20 a 40 x 10° spz viaveis por dose sdo suficientes para se obterem indices
de fertilidade aceitaveis na inseminacéo intrauterina por laparoscopia.

Pode-se afirmar que as doses descongeladas devem ter no minimo 5 a 10x10°
espermatozéides com motilidade progressiva apdés a descongelacdo para que o0s
indices de fertilidade sejam aceitaveis.

No CRAHA, o sémen foi diluido de modo a que a doses contenham 50x10°
espermatozoides viaveis/dose. Assim sendo, mesmo as doses descongeladas cuja
avaliagao da motilidade progressiva obteve um resultado tao baixo como 10% (Anexo
V, Tabela 24), garantem os 5x10° espermatozoides viaveis minimos para que os indices
de fertilidade sejam aceitaveis.

A colocacido de maior quantidade de espermatozéides viaveis por dose de
inseminagao podera compensar a fraca viabilidade dos espermatozoides em carneiros
cujo sémen congele mal. Talvez por este motivo se tenham obtido resultados téo
satisfatérios nas inseminagdes com sémen descongelado (Tabela 14).

Relativamente & média de borregos nascidos por parto, A inseminagdo com
sémen descongelado por laparoscopia obteve uma média ligeiramente superior (1,6
borregos/parto) que a inseminagao cervical (1,4 borregos/ parto) (Tabela 14). A
aplicacgao intrauterina de sémen em ovelhas inseminadas por laparoscopia justifica a
média superior. Neste caso, os espermatozoides sao aplicados diretamente nos cornos
uterinos e n&o sao obrigados a ultrapassar as barreiras fisiolégicas do trato genital das

fémeas. No entanto, A quantidade de inseminacgdes intrauterinas por laparoscopia,
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feitas € pequena para que se possam tirar conclusdes reais relativamente a média de

borregos por parto.

5. Conclusao

A criopreservagao de material germinal e a inseminacgao artificial séo técnicas
extremamente uteis na conservagao de espécies, especialmente quando combinadas
com a conservagao “in vivo”. Estas técnicas reprodutivas sdo uma grande valéncia, uma
vez que permitem estabelecer bancos de material genético que preservem a
variabilidade genética existente e atuar face a situagdes de calamidade. Os bancos de
germoplasma oferecem a possibilidade de recuperar espécies perdidas ou reorientar a
evolucao das espécies existentes.

A facilidade do transporte do material criopreservado torna desnecessaria a
movimentac¢do de animais a nivel global e reduz a transmissao de doencgas venéreas.

Relativamente a industria pecuaria, a inseminacdo artificial com sémen
criopreservado € hoje em dia a tecnologia reprodutiva mais eficiente no melhoramento
genético dos rebanhos. No caso especifico dos ovinos, a anatomia do cérvix e a fraca
viabilidade do sémen apods descongelacdo impossibilitam a generalizagdo da sua
aplicagdo. Atualmente nos ovinos, a utilizacdo de sémen congelado esta limitada a
aplicacao intrauterina por laparoscopia.

Quanto a utilizagdo de sémen refrigerado, o intervalo curto de tempo que o
sémen se mantém viavel, limita a colheita e aplicagdo a locais proximos onde seja
possivel inseminar poucas horas apés a colheita de sémen.

Em Portugal, a disponibilidade geografica de carneiros dadores de sémen com
mérito genético reconhecido ou caracteristicas superiores com interesse produtivo é
reduzida. A disponibilidade de centros de reprodugao animal em territério nacional
também é reduzida, o que dificulta a aplicagdo de sémen refrigerado em areas distantes
dos poucos centros de reproducao disponiveis.

O futuro da inseminagéo artificial em ovinos depende do desenvolvimento de
técnicas de inseminacdo com sémen descongelado mais simples, menos invasivas e
menos dispendiosas que permitam melhores taxas de sucesso. A modificacdo da
composicao dos extensores é fundamental para melhorar a viabilidade do sémen a
descongelacdo e permitir melhores indices de Fertilidade.

A execugcdo de exames androldgicos rotineiros em pequenos ruminantes
melhora significativamente a produtividade dos sistemas de produg¢édo de ovinos uma
vez que permite a identificagdo de animais inférteis e subférteis. Esta € ainda uma

pratica pouco comum em Portugal exceto nos centros de reproducdo de pequenos
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ruminantes. Nestes centros, é pratica rotineira uma vez que é essencial para avaliar os
animais dadores de sémen para inseminagao artificial ou banco de germoplasma.

O exame androldgico deve ser eliminatério em situagao de rebanho individual
ou em ragas ndo ameagadas em que se trabalha no sentido da melhoria genética e
produtiva. A decisao de eliminar um reprodutor deve ser muito bem ponderada quando
pelo contrario se trabalha com ragas ameacgadas das quais importa preservar material
genético do maior numero de animais possivel. Importa salientar que a validade do
exame androlégico é limitada a data da sua execugao. Qualquer processo inflamatorio
simples pode comprometer temporariamente a espermatogénese. Assim sendo,
nenhum animal considerado “N&o apto para reproducéo” deve ser excluido sem Ihe ser
feita nova prova num periodo minimo de 60 dias apds a resolugao da sua condigio.

Pode afirmar se com alguma seguranga de que um animal apto para
reproducgéo produz sémen de boa qualidade, no entanto o exame androldégico ndo pode
ser entendido como uma garantia de qualidade do sémen.

Ainda relativamente ao exame androldgico, na determinagao da circunferéncia
escrotal, o intervalo de valores proposto pela Sociedade Internacional de
Teriogenologia, e aceite pela comunidade veterinaria internacional considera valores
médios de ragas de ovinos diferentes das ragas autdctones portuguesas. E espectavel
que racas de ovinos de pequeno porte como sdo exemplo a raga Bordeleira de Entre
Douro e Minho e Churra do Minho, utilizadas neste estudo, tenham circunferéncias
escrotais menores quando comparadas com ragas de porte médio/ grande como a
Merina ou Campanica

Os indices de fertilidade reduzidos associados ao sémen de carneiro
descongelado devem-se em parte aos danos celulares, ulta-estruturais, bioquimicos e
funcionais que os espermatozéides sofrem quando expostos a insulto térmico e
osmotico. Estas alteragdes resultam em mobilidade deficiente, fraca viabilidade dos
espermatozoides no trato genital das fémeas e indugado de mecanismos apoptéticos em
espermatozdides com lesdo nas membranas mitocondrial. Grande parte dos
espermatozoides viaveis antes da congelagcdo nao sao funcionais apods a
descongelacdo. E espectavel que apenas 50% dos espermatozdides num ejaculado
sobrevivam a criopreservagao. Esta percentagem é influenciada por fatores genéticos
individuais.

Independentemente do extensor utilizado, a criopreservacdo provoca
alteragdes significativas na viabilidade do sémen apds a descongelagao. Os padrées de
motilidade reduzem para cerca de 50%, a vitalidade cerca de 40%. A contagem de
espermatozoides com morfologia anormal aumenta em cerca de 20%. O aumento da

morfologia anormal é atribuido maioritariamente aos defeitos de cabega, em que se
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destacam as cabecas isoladas, as alteragdes de acrossoma, as microcefalias e os
espermatozoéides amorfos.

Permanece a necessidade de melhorar as técnicas de criopreservacédo de
gametas a fim de se poderem implementar programas de melhoramento genético mais
efetivos e melhorar a acessibilidade dos produtores de ovinos a material genético de
interesse.

A aplicagdo intrauterina de doses de sémen descongeladas com uma maior
quantidade de espermatozodides viaveis antes da congelagdo, podera influenciar

positivamente os indices de Fertilidade e de Natalidade.
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Anexo |

Avaliacado da Condicao Corporal em Ovinos

SCORE

AVALIAGAO DA CONDIGAO CORPORAL EM OVINOS

Animal muito magro. Caquexia severa, olho afundado. O esqueleto é
facilmente palpavel com os bordos 6sseos finos cortantes. Processos
espinhosos das vertebras bastante proeminentes, separam a 1a na regiao
dorsal. E possivel palpar a face ventral dos processos transversos com 4
dedos e levantar o animal agarrando o desse modo. Animal fraco, ndo

consegue acompanhar o rebanho.

5=

Animal magro, mas forte. O Esqueleto é facilmente palpavel. Os processos
espinhosos e transversos sao palpaveis e apresentam os bordos
arredondados. Olho nido afundado, a |4 podera mascarar a condigdo de
magreza. O animal acompanha o rebanho, mas nido aguenta periodos de

escassez alimentar.

Animal com algum musculo e alguma cobertura de gordura, pélvis ainda
proeminentes, mas suave. Proeminéncias 6sseas podem ser palpadas ao
aplicar alguma presséo manual, sdo suaves ao toque. O animal tosquiado tem
uma especto saudavel. As ovelhas devem ter este score antes de se cobrirem
e do parto.

$

™

Animal tosquiado parece volumoso, particularmente na zona do peito. As
proeminéncias 6sseas nado sao facilmente palpaveis, exceto quando aplicada
pressao manual pronunciada. Zona perineal e da cauda arredondadas. Os
carneiros podem atingir este score antes de iniciarem a cobrigdo. E um score

elevado para uma ovelha produtiva.

{

Ca

E dificil um animal produtivo atingir este score. Ovelhas que n&o se cobriram
durante um ano e foram mantidas com ovelhas produtivas podem atingir este
score. Ndo sdo palpaveis proeminéncias 6sseas a linha dorsal a apofise

espinhosa afunda no centro. Animal ndo tolerante ao exercicio.

\f

Co

Tabela 18 Score de condigdo corporal, geralmente utilizado na avaliagdo de ovinos. Adaptado de
(Youngquist and Threlfall 2007)




Anexo Il

Avaliagcao do Sémen de Carneiro, Motilidade Massal.

SCORE CLASSIFICAGAO DESCRICAO

Ondas densas em turbilhdo com movimento muito rapido. Nao é possivel observar

5 Muito Bom espermatozoides individualmente. Mais de 90% dos espermatozoides estao
ativos.

4 Bom Ondas com movimento vigoroso. E visivel o movimento de turbilhZo rapido. Cerca
de 70 a 80% dos espermatozoides estéo ativos.

3 Satisfatério Ondas pequenas com movimento Lento. Podem ser observados espermatozoides
individualmente. 40 a 65% dos espermatozoides est&o ativos.
E possivel observar espermatozoides individualmente com movimento lento. Nao

2 Fraco ¢ visivel movimento de onda. Apenas 20 a 40% dos espermatozoides estéo vivos
e com movimento lento

1 Muito Fraco Aproximadamente 10% dos espermatozoides sdo méveis. Motilidade muito fraca

0 Morto 100% dos espermatozoides estao parados.

Tabela 19 Classificagdo da motilidade espermatica massal. adaptado de (Gourley and Riese 1990; Maxwell
and Evans 1987; Youngquist and Threlfall 2007)

Tabela 20 Relagao entre a consisténcia do ejaculado e a concentragdo. Os ejaculados que obtenham o
score entre 0 e 2 ndo devem ser utilizados para inseminagao artificial adaptado de (Youngquist and Threlfall

Relagao entre a consisténcia do sémen e a concentragao. Analise subjetiva.

Ndmero de espermatozoides x10°
Score Consisténcia Concentragéo média Intervalo
5 Cremoso espesso 5 45-6,0
4 Cremoso 4 35-45
3 Leitoso 3 25-35
2 Leitoso aquoso 2 1,0-2,5
1 Aquoso >1 0,3-1
0 transparente insignificante 0,1-1

2007)
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Classificagao de carneiros candidatos a Reprodutores. Exame androlégico

Recomendacgodes de classificagdao de reprodutores em exame androlégico

Idade /
classificacdo

Excelente

Satisfatorio

Questionavel

N&o satisfatorio

Carneiros Jovens
(6-12 meses)

C.E >33cm

C.E > 30cm

C.E <30cm

C.E <30cm

Motilidade > 50%

Motilidade > 30%

Motilidade < 30%

Motilidade < 30%

> 90% spz normais

> 70% spz normais

< 70% spz normais

< 50% spz normais

Carneiros
>12 Meses

C.E>35cm

C.E >33cm

C.E <33cm

C.E <33cm

Motilidade > 50%

Motilidade > 30%

Motilidade < 30%

Motilidade < 30%

> 90% spz normais

> 70% spz normais

< 70% spz normais

< 50% spz normais

Tabela 21 Recomendagdes para classificacdo de Carneiros

submetidos a exame

Classificagao de Reprodutores, adaptado de (Youngquist and Threlfall 2007)
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Anexo lll

Exames androlégicos detalhados dos carneiros selecionados para o estudo.

D Raca Idade Escci:gial rng‘f;‘:t::gi oé M“ontilidade Motilidac'ie Volume Concgentragéo Vitalidade M‘i:/g:fia Tipo (_ie n(a:llaat?\?;]:i?:r?tae o;‘a
(cm) Circ. Escrotal assal |Progressiva| (ml) (x10° spz/ml) (%) anormais) colheita reproducio
I MP >14m 32 Questionavel 5) 89,2 0,64 4,5 82,7 8,7 VA Apto
Il MB >14m 35 Satisfatério 5) 79,0 1,23 2,9 71,3 4.4 VA Apto
1] MB >14m 32 Questionavel 5 85,6 0,98 2,2 78,3 7,0 EE Apto
\Y MB >14m 34 Satisfatério 5) 72,1 0,43 2,8 64,5 11,3 VA Apto
Vv MP >14m 34 Satisfatério 5) 84,0 1,17 3,5 70,7 10,1 VA Apto
VI MP >14m 35 Satisfatério 5) 85,0 0,89 2,2 77,1 17,8 VA Apto
VII CM >14m 25 N&o Satisfatorio 5 80,0 0,55 2,6 80,7 20,5 EE Questionavel
VI CM >14m 30 Questionavel 2 70,0 0,88 0,5 41,8 10,8 EE Nao apto
X BEDM >14m 24 Nao Satisfatério 4 65,8 0,67 1,6 70,1 30,4 EE Nao apto
Xl BEDM >14m 22 Nao Satisfatério 5) 80,0 0,40 21 87,0 33,0 EE Nao apto
Xilil BEDM >14m 30 Questionavel 3 80,0 0,65 1,1 79,8 19,8 EE Apto
XIV BEDM 6-14m 23,5 Questionavel 4 75,0 0,60 1,4 74,0 16,5 EE Questionavel
XV BEDM >14m 27 N&o Satisfatorio 3 46,7 1,55 2,1 74,5 6,8 EE Questionavel
XVI BEDM >14m 30 Questionavel 4 70,0 0,48 11 80,0 12,3 EE Questionavel
XXVII CM >14m 27,5 N&o Satisfatorio 3 60,0 0,45 0,7 74,0 15,5 EE Questionavel
XXVIII CM >14m 31,5 Questionavel 5 90,0 0,55 3,8 90,0 4.5 EE Questionavel

Tabela 22 Exame androlégico detalhado dos carneiros selecionados.
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Anexo IV

Registo de colheitas de sémen, e seu aproveitamento relativo a criopreservagao. Numero teérico de doses preparadas por

ejaculado.

Data Raca ID # Colheita V?::Ir)n e C&?g:snpt;?;?)o Extensor Aproveitamento = ::.Iz-ses
10/10/17 MPC I 1 0,7 55 OVIXCell® | CONGELADO 70
10/10/17 MPC I 2 0,3 4,1 OVIXCell® | CONGELADO 20
19/10/17 MPC I 1 1,1 4,6 G.-C.-G.o. | CONGELADO 46
19/10/17 MPC I 2 0,55 5,2 G.-C.-G.o. | CONGELADO 52
24/10/17 MPC I 1 0,45 3 G.-C.-G.o. | CONGELADO 24
15/11/17 MPC | 1 0,75 - - REJEITADO | Dados incompletos, ndo tem esfregago 0
10/10/17 MB Il 1 1,4 2,9 OVIXCell® | CONGELADO 64
10/10/17 MB Il 2 1,45 1,9 OVIXCell® | CONGELADO | Dados incompletos, ndo tem esfregaco 44
18/10/17 MB Il 1 1,25 3,76 OVIXCell® | CONGELADO 66
18/10/17 MB Il 2 1,4 25 OVIXCell® | CONGELADO 52
19/10/17 MB Il 1 0,65 34 G.-C.-G.o. | CONGELADO 40
25/10/17 MBC Il 1 1 1,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO 28
25/10/17 MBC Il 2 0,5 1,3 G.-C.-G.o. | CONGELADO 10
15/11/17 MBC Il 1 0,9 0,73 G.-C.-G.o. | CONGELADO 10
15/11/17 MBC Il 2 1 3,9 G.-C.-G.o. | CONGELADO 70
28/11/17 MBC Il 1 1,3 1,6 G.-C.-G.o. | CONGELADO 48
29/11/17 MBC Il 1 0,35 3.1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 20
07/12/17 MBC Il 1 1,15 3.1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 64




Data Raca ID # Colheita V?::Ir)n € C&?g:snpt:rﬁ)o Extensor Aproveitamento b7 ::.I:-ses
12/12/17 MBC 1 1 1,65 23 G.-C.-G.o. | CONGELADO 68
10/10/17 MB \Y 1 0,55 2,9 OVIXCell® | CONGELADO 28
10/10/17 MB \Y 2 0,2 24 OVIXCell® | CONGELADO 8
18/10/17 MB \Y 1 0,55 2,9 OVIXCell® | CONGELADO 26
18/10/17 MB \Y 2 0,2 1,99 OVIXCell® | CONGELADO 6
19/10/17 MB \Y 1 0,5 2,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO 20
19/10/17 MB \Y 2 0,65 3 G.-C.-G.o. | CONGELADO 30
24/10/17 MB \Y 1 0,2 3,33 G.-C.-G.o. | CONGELADO 10
24/10/17 MB \Y 2 0,55 3 G.-C.-G.o. | CONGELADO 24
25/10/17 MB \Y 1 0,25 4.4 G.-C.-G.o. | CONGELADO 16
25/10/17 MB \Y 2 0,35 3.3 G.-C.-G.o. | CONGELADO 18
15/11/17 MB \Y 1 0,2 1,49 - REJEITADO | 80% dos espermatozoides ndo tem motilidade 0
15/11/17 MB \Y 2 0,8 - - REJEITADO | Dados incompletos, esfregagos sem qualidade diagnostica 0
15/11/17 MB \Y 3 0,55 2,57 G.-C.-G.o. | CONGELADO 22
22/12/17 BEDM IX 1 0,65 1 G.-C.-G.o. | CONGELADO | Rejeitar por néo ter sido descongelado 12
18/10/17 MPC \Y, 1 1,45 2,88 OVIXCell® | CONGELADO 76
18/10/17 MPC \Y, 2 1,15 2,2 OVIXCell® | CONGELADO 46
24/10/17 MPC \Y, 1 0,95 57 G.-C.-G.o. | CONGELADO 86
24/10/17 MPC Vv 2 1,05 1,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO | Rejeitado, esfregaco extraviado 30
15/11/17 MPC \Y, 1 1,25 4,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 94
25/10/17 MBC \ 1 1,9 2,6 G.-C.-G.o. | CONGELADO 88
25/10/17 MBC \ 2 0,75 1,2 G.-C.-G.o. | CONGELADO 16
15/11/17 MBC \ 1 0,75 2,9 G.-C.-G.o. | CONGELADO 34
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Data Raca ID # Colheita V?::Ir)n € C&?g:snpt:rﬁ)o Extensor Aproveitamento b7 ::.I:-ses
15/11/17 MBC \ 2 0,7 23 G.-C.-G.o. | CONGELADO 26
28/11/17 MBC \ 1 0,7 2,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 30
29/11/17 MBC \ 1 0,55 1,5 G.-C.-G.o. | CONGELADO 14
12/12/17 CM Vi 1 0,5 3,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 30
13/12/17 CM Vi 1 0,4 24 G.-C.-G.o. REJEITADO | Choque térmico 0
22/12/17 CM Vi 1 0,75 1,6 G.-C.-G.o. | CONGELADO 20
07/12/17 CM VI 1 1 - G.-C.-G.o. REJEITADO | Dados incompletos, ndo tem esfregago 0
12/12/17 CM VIl 1 0,75 0,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 8
13/12/17 BEDM VI 1 - 0,2 - REJEITADO | Volume insignificante, ndo foi congelado 0
22/12/17 CM VI 1 5 0,2 - REJEITADO | Contaminag&do com urina 0
12/12/17 BEDM X 1 1,7 1,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 46
13/12/17 BEDM X 1 0,3 3 G.-C.-G.o. | CONGELADO | Rejeitado por néo ter sido descongelado 0
22/12/17 BEDM X 1 0,55 1,1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 8
22/12/17 BEDM X 1 0,55 1,1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 8
13/12/17 BEDM Xl 1 0,4 - G.-C.-G.o. REJEITADO | Contaminagédo com urina 0
22/12/17 BEDM Xl 1 0,4 2,1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 14
13/12/17 BEDM Xl 1 0,8 0,3 G.-C.-G.o. REJEITADO | Contaminag&do com urina 0
07/12/17 BEDM X 1 1 - G.-C.-G.o. | CONGELADO | Dados incompletos 0
12/12/17 BEDM X 1 0,4 - G.-C.-G.o. REJEITADO | Volume insignificante ndo foi congelado 0
13/12/17 BEDM X 1 0,3 1,1 G.-C.-G.o. REJEITADO | Volume e concentragéo insignificantes néo foi congelado 0
22/12/17 BEDM Xl 1 0,9 1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 12
07/12/17 BEDM XIV 1 1 - G.-C.-G.o. | CONGELADO | Dados incompletos 0
12/12/17 BEDM XIV 1 0,5 0,9 G.-C.-G.o. | CONGELADO 6

VII




Data Raca ID # Colheita Vtz::lr)n e C&:g:sn':zfj)o Extensor Aproveitamento = ::.I:-ses
22/12/17 BEDM XV 1 0,3 1,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO 8
22/10/17 BEDM XV 1 0,9 1,6 G.-C.-G.o. | CONGELADO 18
12/12/17 BEDM XV 1 1,8 2,9 G.-C.-G.o. | CONGELADO 52
13/12/17 BEDM XV 1 1,95 1,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 20
22/10/17 BEDM XVI 1 0,7 0,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO 6
07/12/17 BEDM XVI 1 0,5 - G.-C.-G.o. | CONGELADO | Volume insignificante n&o foi congelado 0
12/12/17 BEDM XVI 1 0,35 1 G.-C.-G.o. | CONGELADO 4
13/12/17 BEDM XVI 1 0,35 1,5 G.-C.-G.o. | CONGELADO | Rejeitado por néo ter sido descongelado 8
22/12/17 CM XXVII 1 0,45 0,7 G.-C.-G.o. | CONGELADO 4
22/12/17 CM XXVIII 1 0,55 3,8 G.-C.-G.o. | CONGELADO 38

Tabela 23 Registo de colheitas de sémen, e seu aproveitamento relativo a criopreservagdo. Numero tedrico de doses preparadas por ejaculado
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Anexo V

Registo das colheitas de sémen selecionadas para os estudos.

Sémen Fresco

Sémen Descongelado

_ Motilidade Motilidat_je Vitalidade Morfologia Motilidat_je Vitalidade Morfologia
Data Raca ID Colheita| Extensor Massal Progl;esswa (%) Defeitos | Defeitos | Defeitos Progl;esswa (%) Defeitos | Defeitos | Defeitos

(0-5) (%) Cabeca | P.Int. Cauda L (%) Cabeca | P.Int. Cauda L
10/10/17| MPC I 1 OVIXCell® 5 90 81,5 6 1 2,5 9,5 40 41 17 2,5 13,5 33
10/10/17| MPC I 2 OVIXCell® 5 85 78 5,5 0 4,5 10 35 33 15,5 1 18 34,5
19/10/17| MPC I 1 G.C.G.o. 5 90 85 75 0 1 8,5 10 12 9 1 19 29
19/10/17| MPC I 2 G.C.G.o. 5 90 88 1,5 2,5 2 6 10 18 12 4,5 21,5 38
24/10/17 | MPC I 1 G.C.G.o. 5 90 80 Y5 0,5 5,5 9,5 25 47 9 5,5 4 18,5
10/10/17| MB Il 1 OVIXCell® 5 80 76 1,5 0 3 4,5 5 10 11,5 1,5 10,5 | 23,5
18/10/17| MB Il 1 OVIXCell® 5 70 62 0,5 1 0,5 2 5 10 98 0 0 98
18/10/17| MB Il 2 OVIXCell® 5 75 60 4 0,5 2 6,5 5 10 55 3 6 64
19/10/17| MB Il 1 G.C.G.o. 5 90 87 1,5 2 1 4,5 15 32 21,5 2,5 6,5 30,5
25/10/17 | MBC 1] 1 G.C.G.o. 5 80 71,5 3 1 5 9 5 10 11 0 75 18,5
25/10/17 | MBC 1] 2 G.C.G.o. 5 80 74 3 0 1 4 5 10 11 0 5,5 16,5
15/11/17| MBC 1] 1 G.C.G.o. 4 75 62 5 1,5 2 8,5 5 10 18,5 0,5 10 29
15/11/17| MBC 1] 2 G.C.G.o. 4 90 81 0,5 0,5 2 3 5 10 10,5 2,5 8,5 21,5
28/11/17 | MBC 1] 1 G.C.G.o. 5 90 85,5 1,5 2 3 6,5 40 51 13,5 0 11,5 25
29/11/17 | MBC 1] 1 G.C.G.o. 5 90 85 1,5 1 2,5 5 10 14 6 5,5 6 17,5
07/12/17| MBC 1] 1 G.C.G.o. 5 90 80 1 0,5 1 2,5 10 22 5,5 4 24,5 34
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Sémen Fresco Sémen Descongelado

Data Raca ID Colheita | Extensor M“ont:;(;zfe PI\II'I::]I::;Z?\Z Vita(Li/:i)ade Defeitos Deh:;:)oslos:;:feitos PI\II'I::]I::;Z?\Z Vita(Li/:i)ade Defeitos Deh:;:)oslos:;:feitos

(0-5) (%) Cabeca | P.Int. Cauda Total (%) Cabeca | P.Int. Cauda Total
12/12/17| MBC 1] 1 G.C.G.o. 5 90 87 1,5 1 33 35,5 10 12 9 0 1 10
10/10/17| MB \Y 1 OVIXCell® 5 90 79 1 1,5 2 4,5 50 44 8 2,5 27 37,5
10/10/17| MB \% 2 OVIXCell® 4 80 73 3 1,5 2 6,5 40 33 16,5 Y5 19 39
18/10/17| MB \% 1 OVIXCell® 5 80 75 1,5 1,5 1,5 4,5 20 23 13,5 3 6 22,5
18/10/17| MB \% 2 OVIXCell® 5 80 78 4,5 4 3 11,5 20 27 91,5 0 3 94,5
19/10/17| MB v 1 G.C.G.o. 5 70 60 2,5 4,5 2 9 35 35 8 7 12 27
19/10/17| MB v 2 G.C.G.o. 5 75 62,5 2,5 3 3 8,5 30 32 14 3,5 10 27,5
24/10/17| MB v 1 G.C.G.o. 5 70 60 31 5 5 41 70 73 15,5 1 5,5 22
24/10/17| MB v 2 G.C.G.o. 5 70 61 4 1,5 2,5 8 60 63 6 1 17,5 | 24,5
25/10/117| MB v 1 G.C.G.o. 5 70 56,5 3 3 3 9 60 48 5 5,5 12,5 23
25/10/117| MB v 2 G.C.G.o. 5 80 76 1,5 7,5 1,5 10,5 50 53 3 4,5 14,5 22
15/11/17| MB v 3 G.C.G.o. 5 80 73 4 4,5 3 11,5 5 10 7 2 19 28
18/10/17| MPC Y 1 OVIXCell® 4 90 75 4,5 0,5 2,5 7,5 5 10 6,5 5 12 23,5
18/10/17| MPC Y 2 OVIXCell® 5 90 79 75 0,5 1 9 5 10 17,5 0,5 4 22
24/10/17 | MPC Y 1 G.C.G.o. 5 80 74 1 12,5 0,5 14 45 51 10,5 2,5 8,5 21,5
24/10/17 | MPC Y 2 G.C.G.o. 5 80 68 4,5 10 1 15,5 45 50 13,5 0 11,5 25
15/11/17| MPC Y 1 G.C.G.o. 4 80 70 2,5 0 2 4,5 50 23 91,5 0 3 94,5
25/10/17 | MBC \ 1 G.C.G.o. 5 90 80,5 2 1,5 20,5 24 25 24 5 11 10 26
25/10/17 | MBC \ 2 G.C.G.o. 4 90 82,5 4,5 6 15,5 26 20 33 13,5 7 8 28,5
15/11/17| MBC \ 1 G.C.G.o. 5 80 69 1 0 9,5 10,5 10 49 25 3 6,5 34,5
15/11/17| MBC \ 2 G.C.G.o. 4 80 75 2 0 12,5 14,5 10 26 14,5 3,5 8 26




Sémen Fresco

Sémen Descongelado

_ Motilidade Motilidat_je Vitalidade Morfologia Motilidat_je Vitalidade Morfologia
Data Raca ID Colheita| Extensor Massal | Progressiva (%) Defeitos | Defeitos | Defeitos Progressiva (%) Defeitos | Defeitos | Defeitos

(0-5) (%) Cabeca | P.Int. Cauda Total (%) Cabeca | P.Int. Cauda Total
28/11/17 | MBC \ 1 G.C.G.o. 5 80 73,5 3 Y5 16 22,5 10 31 19 3 75 29,5
29/11/17 | MBC \ 1 G.C.G.o. 4 90 82 2 2,5 5 9,5 45 57 11 4,5 6 21,5
12/12/17| CM VI 1 G.C.G.o. 4 80 79 3 0 3 6 15 16 11,5 1,5 25 38
22/12/117| CM VI 1 G.C.G.o. 5 80 89,5 6,5 1 11,5 19 60 65 6 1 4,5 11,5
12/12/17| CM VI 1 G.C.G.o. 2 70 3,5 1,5 1 7 9,5 5 10 7 0 14,5 | 21,5
12/12/17 | BEDM X 1 G.C.G.o. 5 80 69,5 1,5 7 14,5 23 5 27 17 0,5 10 27,5
22/12/17 | BEDM X 1 G.C.G.o. 5 70 65 1 11,5 12 24,5 10 13 10 0,5 3,5 14
22/12/17 | BEDM X 1 G.C.G.o. 5 70 72 4 8,5 11 23,5 20 25 20,5 0 3 23,5
22/12/17 | BEDM Xl 1 G.C.G.o. 5 80 87 0 0 33 33 20 49 17,5 0,5 4 22
22/12/17 | BEDM Xilil 1 G.C.G.o. 3 70 83,5 5 0 1 6 15 39 6,5 5 12 23,5
12/12/17 | BEDM X1V 1 G.C.G.o. 3 70 74 1,5 0 11 12,5 40 27 14,5 5,5 13 33
22/12/17 | BEDM XV 1 G.C.G.o. 4 80 74 4 2 4,5 10,5 20 30 81 0 5,5 86,5
22/10/17 | BEDM XV 1 G.C.G.o. 3 60 73 0 1,5 4 5,5 10 17 8,5 75 23,5 39,5
12/12/17 | BEDM XV 1 G.C.G.o. 5 50 84,5 0,5 3 4 7,5 5 10 14,5 0 8,5 23
13/12/17 | BEDM XV 1 G.C.G.o. 0 30 66 2,5 3 2 7,5 5 18 12,5 6 14,5 33
22/10/17 | BEDM XVI 1 G.C.G.o. 3 60 84 6 0 1,5 7,5 30 39 6,5 1 27,5 35
12/12/17 | BEDM XVI 1 G.C.G.o. 4 70 87 Y5 Y5 10,5 17,5 5 10 6,5 2 27 35,5
22/12/117| CM XXVII 1 G.C.G.o. 3 60 74 4,5 10 1 15,5 30 39 10,5 0,5 19,5 30,5
22/12/117| CM XXVIII 1 G.C.G.o. 5 90 90 2,5 0 2 4,5 30 15 29,5 0,5 4 34

Tabela 24 Registo das colheitas de sémen selecionadas para o estudo. Resultado da analise dos padrées de Motilidade Massal, Progressiva, Vitalidade e Morfologia espermatica
do sémen fresco e descongelado. Contagem total de defeitos morfoldgicos, e Diferencial dos defeitos de Cabega, Pega Intermédia e Cauda.
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Anexo VI

Avaliagdo detalhada da morfologia dos ejaculados em fresco selecionados para o estudo. Valores médios por defeitos morfolégicos
considerado

Defeitos de Cabeca Defeitos de Peca Intermédia Defeitos de Cauda
Data | 10 | Exonsor | S22 | Miroce. Macroce. | Sobe5% | Do de | rerto | Fratra| SR | G | Sues | Coude |po| Couda|Ventifesto T
10/10/17 I OVIXCell® 6 1 1,5 1 9,5
10/10/17 I OVIXCell® 5 0,5 1,5 3 10
19/10/17 I OVIXCell® 6 1 0,5 1 8,5
19/10/17 I OVIXCell® 1 0,5 0,5 0,5 1,5 2 6
24/10/17 I G.C.G.o. 3,5 0,5 1,5 0,5 1,5 2 1 10,5
10/10/17 Il OVIXCell® 1,5 0,5 25 4,5
18/10/17 Il OVIXCell® 0,5 1 0,5 2
18/10/17 Il OVIXCell® 3 0,5 0,5 0,5 1 0,5 0,5 6,5
19/10/17 Il OVIXCell® 1 0,5 0,5 1,5 1 4,5
25/10/17 1] G.C.G.o. 1 1 1,5 0,5 0,5 0,5 45 9,5
25/10/17 1] G.C.G.o. 1,5 1,5 1 0,5 1,5 1,5 1,5 9
15/11/17 1] G.C.G.o. 0,5 2,5 0,5 0,5 4
15/11/17 1] G.C.G.o. 1,5 0,5 2,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1,5 8,5
28/11/17 1] G.C.G.o. 0,5 0,5 0,5 0,5 1 3
29/11/17 1] G.C.G.o. 0,5 0,5 0,5 1 1 0,5 0,5 2 6,5
07/12/17 1] G.C.G.o. 1 0,5 1 0,5 1,5 0,5 5

XII




Defeitos de Cabega

Defeitos de Peca Intermédia

Defeitos de Cauda

vata | 10 | Extonor | $22252 | irocet | croce. | S309¢2 | Polelto e | eryiae Fatura| SO0 | Gt | Outes | Caude | pp | Cauda | Vet 1
12/12/17 ] G.C.G.o. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 2,5
10/10/17 \Y) OVIXCell® 1 1,5 2 4,5
10/10/17 \Y) OVIXCell® 1,5 0,5 1 1 0,5 0,5 0,5 1 6,5
18/10/17 \Y) OVIXCell® 1,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 4,5
18/10/17 \Y) OVIXCell® 4.5 4 2 1 11,5
19/10/17 1\ OVIXCell® 2 0,5 3 1 0,5 1 0,5 8,5
19/10/17 \Y) OVIXCell® 2,5 0,5 4 0,5 1,5 9
24/10/17 \Y) G.C.G.o. 0,5 1 0,5 0,5 3 5,5
24/10/17 \Y) G.C.G.o. 0,5 0,5 2,5 1 0,5 2,5 7,5
25/10/17 \Y) G.C.G.o. 1,5 1 1 1,5 0,5 1,5 0,5 7,5
25/10/17 \Y) G.C.G.o. 1 2 0,5 2,5 0,5 1,5 2 10
15/11/17 \Y) G.C.G.o. 5,5 0,5 0,5 1 7,5
12/12/17 IX G.C.G.o. 0,5 1 1 4.5 25,5 3 35,5
22/12/17 IX G.C.G.o. 31 5 2 0,5 1 1,5 41
18/10/17 \ OVIXCell® 6 1,5 0,5 0,5 0,5 9
18/10/17 \% OVIXCell® 4 0,5 0,5 2 0,5 7,5
24/10/17 \ G.C.G.o. 1 0,5 12 0,5 14
24/10/17 \ G.C.G.o. 2,5 0,5 1 0,5 10 0,5 0,5 15,5
15/11/17 \ G.C.G.o. 1 0,5 0,5 0,5 1 1 4,5
25/10/17 Vi G.C.G.o. 1 2,5 0,5 1 0,5 1,5 0,5 0,5 8
25/10/17 Vi G.C.G.o. 0,5 0,5 0,5 0,5 1 0,5 2,5 1 2 9
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Defeitos de Cabega

Defeitos de Peca Intermédia

Defeitos de Cauda

vata | 10 | Extonor | $22252 | irocet | croce. | S309¢2 | Polelto e | eryiae Fatura| SO0 | Gt | Outes | Caude | pp | Cauda | Vet 1
15/11/17 Vi G.C.G.o. 1,5 7,5 0,5 1 10,5
15/11/17 Vi G.C.G.o. 3,5 0,5 4.5 0,5 2,5 11,5
28/11/17 Vi G.C.G.o. 2 1 0,5 1 1,5 6
29/11/17 Vi G.C.G.o. 0,5 1,5 1 0,5 3 6,5
22/12/17 VII G.C.G.o. 1 0,5 0,5 7,5 2,5 1,5 1,5 1 16,0
07/12/17 | VI G.C.G.o. 1,5 1,5 0,5 1,5 0,5 5,5
12/12/17 | VIl G.C.G.o. 1,5 0,5 0,5 1 3 2 11,5 4 24
22/12/17 | VI G.C.G.o. 0,5 1,5 9,5 15,5 1,5 12 5,5 46
12/12/17 X G.C.G.o. 3,5 0,5 0,5 0,5 5,5 4.5 3,5 2,5 5 26
22/12/17 X G.C.G.o. 1 9 0,5 10,5
22/12/17 Xl G.C.G.o. 2 0,5 1 9,5 1,5 14,5
12/12/17 Xl G.C.G.o. 0,5 1 1,5 3,5 2 4 12,5
13/12/17 Xl G.C.G.o. 3 1 1 1,5 2 4 8 2 22,5
13/12/17 Xl G.C.G.o. 2 1 1,5 0,5 0,5 2,5 1,5 9,5
22/12/17 Xl G.C.G.o. 6,5 0,5 0,5 2 1 5,5 3 19
07/12/17 | Xl G.C.G.o. 0,5 0,5 7,5 0,5 0,5 1 10,5
13/12/17 | Xlll G.C.G.o. 1 0,5 1 0,5 4,5 2 9,5
22/12/17 | Xl G.C.G.o. 1 0,5 0,5 0,5 6 1 0,5 9,5 3,5 23
07/12/17 | XIV G.C.G.o. 0,5 0,5 11,5 4 2 6 24,5
12/12117 | XIV G.C.G.o. 5,5 2,5 19 6 33
22/12/17 | XIV G.C.G.o. 8,5 0,5 4 18 3 11,5 10,5 56
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Defeitos de Cabeca Defeitos de Peca Intermédia Defeitos de Cauda
Cabeca . Cabeca | Defeito de o Gota Cit. tha Outros Cauda Cauda | Ventroflexso | Total
D5 = ST Isolada DIEEEE || EEEE Piriforme | Acrossoma VEEIERE | e e Proximal Dci:sI:-aI defeitos | Enrolada S Dobrada distal

22/10/17 | XV G.C.G.o. 3 0,5 1 0,5 2 14,5 7 1,5 2,5 4 36,5
12/12117 | XV G.C.G.o. 1 0,5 1 1,5 0,5 8 5,5 2 2 1,5 23,5
13/12117 | XV G.C.G.o. 2,5 0,5 0,5 3 0,5 2,5 25 1,5 4 17,5
22/10/17 | XVI G.C.G.o. 1,5 5,5 1 9 1,5 18,5
07/12/17 | XVI G.C.G.o. 0,5 3,5 1 0,5 0,5 6
13/12/17 | XV G.C.G.o. 1,5 1,5 1 15 25 21,5
22/12/17 | XXVII | G.C.G.o. 5,5 1 1,5 1,5 3 1 0,5 11,5 1 26,5
22/12/17 | XXVIIl | G.C.G.o. 1 0,5 1,5 55 4 12,5
MEE/):AS 2,7 0,7 0,9 1,1 0,7 0,7 0,8 0,9 3,8 0,8 24 1,3 4,9 2,2 13,6

Tabela 25 Avaliagédo detalhada da morfologia dos ejaculados em fresco selecionados para o estudo. Valores médios por defeitos morfolégicos considerado
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Anexo VII

Avaliacdo detalhada da morfologia dos ejaculados descongelados selecionados para o estudo. Valores médios por defeitos
morfolégicos considerado.

Defeitos de Cabega

Defeitos de Pega Intermédia

Defeitos de Cauda

Data ID | Extensor f;i?:g: Microcef. | Macrocef. P(i:raifl:) er(r!:e )\3 ;_?s"sooz‘ea 1:::3?: Fratura g::::igi;i thi:tglit. Doe lfltt;i'?:s ngglgga DAG Di?ol:::a Ven;:::xao fotal
10/10M17 | | OVIéR()CeII 0,5 15 0,5 0,5 1 3,5 9 4,5 34,5
10/10M17 | | OVI;()CP'” 0,5 0,5 16 1 1,5 1 1,5 7 4 33
19/10M17 | | G.C.G.o. 2 10 3,5 1 1 1,5 10 9 38
19/10M17 | | G.C.G.o. 5 4 1 2 14 3 29
24110117 | | G.C.G.o. 6 1 2 0,5 2 3 1 3 18,5
10/10M17 | |l OVI;()CP'” 0,5 1 10 1,5 1 7 2,5 23,5
18/10M17 | |l OVI;()CP'” 33 56,5 8,5 98
18/10M17 | |l OVI;()CP'” 6,5 38,5 2 4 4 1 2 2 4 64
19/10M17 | |l G.C.G.o. 4,5 17 0,5 0,5 1,5 0,5 0,5 3 2,5 30,5
25/10/17 | 1l G.C.G.o. 3 25 1,5 0,5 6 5,5 19
25/10/17 | 1l G.C.G.o. 3 2 1,5 1 5,5 4,5 17,5
15/11/17 | 1l G.C.G.o. 6 25 10 0,5 3 0,5 3 3,5 29
15/11/17 | 1l G.C.G.o. 38 5 4 7 6 4 1 1 1 6,5 73,5
281117 | 1l G.C.G.o. 2,5 0,5 25 5 0,5 25 0,5 2 0,5 16,5
29/11/17 | 1l G.C.G.o. 2,5 0,5 25 5 0,5 25 0,5 2 2,5 18,5

XVI




Defeitos de Cabega Defeitos de Pecga Intermédia Defeitos de Cauda
Data | 10 | Extensor | S3beea | wicroce. | Macrocet | Sabese | Def de T 7ores | raura | ot O [ g | Oures | Couda Toao [ cpvds [Venizfiedo | T
07/12/17 | 1l G.C.G.o. 1,5 0,5 1,5 6 1 2 0,5 2,5 1 2 3 21,5
12112117 | 1l G.C.G.o. 2 0,5 0,5 7,5 3 3 0,5 3 5 25
10/10M17 | IV OVI;()CeII 2,5 0,5 0,5 13 2 1,5 3 1 4 11 39
10/10M17 | IV OVI;()CeII 0,5 7,5 2,5 3,5 1 8,5 14 37,5
18/10M17 | IV OVI;()CeII 40 48 3,5 1,5 0,5 1 94,5
18/10M17 | IV OVI;()CeII 6 0,5 7 3 1 0,5 3,5 1 22,5
19/10M17 | IV G.C.G.o. 1 0,5 23 0,5 1,5 1,5 1 3,5 2 34,5
19/10M17 | IV G.C.G.o. 1,5 0,5 17 0,5 2,5 1,5 0,5 3 2,5 29,5
24/10M17 | IV G.C.G.o. 1 0,5 0,5 9 1,5 3 4.5 1,5 21,5
24/10M17 | IV G.C.G.o. 0,5 1,5 10,5 1 5 2 2 8 2,5 33
2511017 | IV G.C.G.o. 2 11,5 7 1,5 3 3,5 28,5
2511017 | IV G.C.G.o. 1 4 11 2 1,5 2 4,5 26
151117 | IV G.C.G.o. 1,5 0,5 12 0,5 0,5 3 1 0,5 2,5 4 26
12112117 | IV G.C.G.o. 3 3 1 2 2,5 0,5 3,5 2 17,5
12112117 | IV G.C.G.o. 1 0,5 7,5 1 10
22/12117 | IV G.C.G.o. 1 4.5 2,5 1,5 3,5 6 15 34
18/1017| V OVI;()CeII 39,5 1,5 6,5 8 1 0,5 57
18110117 OVbRCell | 32 3 4 10 1 6 56
24/10117 | V G.C.G.o. 2 0,5 14,5 0,5 1 0,5 5 3,5 27,5
24/10117 | V G.C.G.o. 0,5 20 0,5 2 0,5 23,5
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Defeitos de Cabega

Defeitos de Pecga Intermédia

Defeitos de Cauda

owa | 10 | Exensor | G2 et [ oot oo | B9 | T | e G328 ot Othon | Cote T St [Verotao | 70
1511117] v | 6.CcGo. | 25 45 1 1 11 15 21,5
25110117| VI | GCGo. | 15 0,5 3 1 45 1 05| 6 5 23
25110117 | VI | G.C.G.o. 0,5 2,5 2 2,5 1 8 5,5 22
1511117 v | ccGo. | 1 1 45 0,5 1 1 15 15 2.5 28
15M11/17| VI | G.C.Go. | 35 3 15 2 0,5 45 1 9 2 27
28/1117| VI | G.C.Go. 14 2 1 0,5 3 2,5 45 27,5
2011/17| VI | GcGo. | 1 0,5 15 12 0,5 1 15 0 15 25 22
1312117 VI | 6CGo. | 25 3 0,5 1 7 5 5,5 24,5
12112117| Vil | G.CGo. | 25 9 1 0,5 65 | 12 6,5 38
22112117 | VI | G.C.G.o. 5,5 0,5 1 05| 15 2,5 11,5
22112117 X | G.C.Go. 15 8,5 0,5 0,5 1 2 14
22112117| X1 | GCGo. | 4 13 0,5 0,5 0,5 2 15 22
22112117 | xil | 6.c.Go. | 15 5 5 15 45 6 23,5
12112117 | xv | c.c.Go. | 10 1 3,5 5,5 3 1 3 6 33
22112117 | xiv | G.c.Go. | 625 2,5 0,5 6 9,5 1 2,5 2 86,5
2211017 | xv | GCc.Go. | 55 3 7,5 12,5 4 7 39,5
12112117] xv | ccGo. | 4 10,5 15 1 6 23
22110117 | XvI | GC.Go. | 3 2,5 1 1 8 25 17 35
12112117| xvi | G.CcGo. | 2 4 0,5 0,5 15 9,5 2 | o5 15 35,5
221217 | M| GG, | 45 6 0,5 8,5 2 9 30,5
20112117 | V! ccGo. | 13 35 115 15 0,5 15 1 15 34
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Defeitos de Cabega

Defeitos de Pega Intermédia

Defeitos de Cauda

. PP ; - = Total
Cabeca - Cabeca Defeito de | Teratéide Gota Cit. | Gota Cit. | Outros Cauda Cauda | Ventroflexao
o5 il ol Isolada LAIEEEDL | LGRS Piriforme | Acrossoma | Amorfos Fratura | b oximal | Distal Defeitos | Enrolada DiAE Dobrada distal
MEDIAS 7,5 9,0 1,3 1,2 8,0 2,8 1,3 1,0 3.1 0,8 2,5 1,2 4,7 4,6 32,7

%

Tabela 26 Avaliagédo detalhada da morfologia dos ejaculados descongelados selecionados para o estudo. Valores médios por defeitos morfolégicos considerado
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