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1. Introdugao e contextualizagdo

O ensino da reproducdo animal, no curso de medicina veterindria, engloba a compreensio da
fisiologia reprodutiva nas varias espécies, avaliacdo de reprodutores, problemas de infertilidade e
a obstetricia. As tecnologias reprodutivas sdo lecionadas para todas as espécies dando, obviamente,
relevo as particularidades de cada uma. Deste modo, observa-se que alunos que queiram
aprofundar os seus conhecimentos sobre técnicas reprodutivas de rotina tém, muitas vezes,
dificuldades em aprender a realizar tarefas prdticas basicas, essenciais para a aplicacdo de
programas de controlo reprodutivo, bem como, para a implementacdo de programas de

melhoramento e conservag¢do genética (Production, 2023; Morrell & Mayer, 2017).

Portugal, sendo um pais com uma enorme biodiversidade genética, tem a decorrer programas de
conservacdao e melhoramento genético para as vdrias racas autéctones, os quais implicam a
aplicacdo de técnicas reprodutivas, ditas de rotina, como a criopreservacdo de sémen e embrides e
a inseminagao artificial (Dire¢do Geral de Alimentagdo e Veterinaria, 2017). No entanto, estas
técnicas estdo longe de se esgotar com a execuc¢do destes programas, ja que, comercialmente,
existem cada vez mais criadores, de ragas autdctones e exdticas, que solicitam estes servicos. A
Universidade de Evora, enquadrada num meio rural, tem, nos ultimos anos, desenvolvido projetos
de transferéncia de tecnologia na drea das biotecnologias da reproducdo em ruminantes e equinos,
sendo percetivel a existéncia de lacunas na formacdo dos médicos veterindrios nesta area. Assim,
torna-se imperativo que esta competéncia seja transmitida aos alunos de medicina veterinaria, ndo
numa perspetiva meramente tedrica, mas, efetivamente, num contexto pratico de “hands on”:

aprender fazendo.

Também no ambito da formagdo pds-graduada, existem muitos estudantes e investigadores que
desenvolvem trabalho de investiga¢gdo na drea das biotecnologias da reprodugao, sendo também
possiveis interessados na aquisicdo de competéncias nestas areas, o que potencializara a sua
capacidade de desenvolvimento de investigagcdo em outras dreas relacionadas. Na universidade de
Evora, atualmente, ha, pelo menos, 4 doutorandos a realizar trabalho de investigagdo na area das

biotecnologias reprodutivas.

A maior dificuldade no ensino destas matérias prende-se com a disponibilidade de animais para o
ensino pratico, sobretudo se pensarmos no n.2 elevado de alunos em cada unidade curricular nos
atuais cursos de medicina veterinaria, o que dificulta a realizacdo de aulas praticas em que os
estudantes possam realmente realizar os procedimentos. Um exemplo evidente refere-se a
avaliagdo de reprodutores, em que, de acordo com Barth (2018), o maior problema ndo se relaciona

com falta de conhecimento, mas sim com a dificuldade das escolas de medicina veterinaria de



disponibilizar equipamento e treino pratico adequado, bem como, com a falta de laboratdrios de

diagndstico que possibilitem o diagndstico de casos mais problematicos.

Os principios associados ao “Processo de Bolonha” incluem uma alteracdo da visdo do ensino, que
implica um envolvimento ativo do estudante, associando, sempre que necessario, o ensino em
ambientes fora das tradicionais salas de aula. A existéncia de protocolos de colaboragdo com a
Coudelaria de Alter (equinos) e com o Centro de Experimentacdo do Baixo Alentejo (pequenos
ruminantes), associada a recente construcdo de um Centro de Recolha e Congelacdo de Sémen de
Bovinos na Universidade de Evora, Polo da Mitra, possibilita a existéncia de condic8es fisicas Unicas
para a realizacdo de aulas praticas de exceléncia. Além das condic¢des fisicas referidas, existem
também protocolos de colaboracdo com varias associacdes de criadores de ruminantes, as quais
permitem aos alunos a realizacdo de atividades em contexto real pratico em explora¢des pecuarias.
Num contexto de pds-pandemia, em que algum ensino pratico tendeu a ser substituido por
ferramentas digitais, torna-se fundamental, na capacitacdo dos médicos veterinarios, a
manutencdo de aulas praticas efetivas e com possibilidade de contacto fisico com a realidade. Essas
condicdes existem na Universidade de Evora e devem ser enaltecidas como uma vantagem

competitiva na area do ensino.

A aquisicdo de conhecimentos e competéncias praticas que possam aumentar a competitividade e
empregabilidade é essencial no contexto atual, onde, o nimero elevado de médicos veterinarios
formados anualmente esta a contribuir para a emigracdo de muitos dos nossos jovens em busca de

melhores condicGes de trabalho.

Esta unidade curricular permitird adquirir vdrias competéncias de dia 1, referidas pela EAEVE
(European Association of Establishments for Veterinay Education) (Education European Association

of Establishments For Veterinary & Federation of Veterinarians of Europe, 2019) tais como:

1. Trabalhar efetivamente como membro de uma equipa multidisciplinar e de prestagao de
servigos: ao longo de todo o trabalho, desenvolvido em equipas pequenas e com trabalho

pratico efetivo.

2. Demonstrar capacidade de lidar com informagdo incompleta, contingéncias e adaptacao a
mudanga: numa unidade curricular fundamentalmente pratica, com envolvimento de animais
em contexto de Centro de Reproducdo em funcionamento, sera dada especial importancia a
capacidade de encontrar solugdes concretas para cada situacdo, responsabilizando o aluno pela

execugdo concreta da tarefa proposta.



3. Ficar apto a rever e avaliar literatura e apresentagées de modo critico: fara parte da avaliacdo
a apresentacdo e discussdo de um artigo sobre determinado procedimento, devendo ser

indicados os procedimentos que podem ser melhorados ou alterados.

4. Demonstrar reconhecimento pelos limites pessoais e profissionais sabendo quando necessita
de pedir conselho, assisténcia e suporte: esta situacdo é claramente estimulada ao lidar com

animais de grande porte e que implicam conhecimento e colaboracdo entre pares.

5. Demonstrar capacidade e compromisso de aprendizagem e desenvolvimento profissional ao
longo da vida, incluindo registar e refletir sobre a experiéncia profissional, adotando medidas
para melhorar a competéncia e performance: esta competéncia sera extremamente estimulada
através do preenchimento da ficha técnica de campo, a qual inclui uma autoavaliacdo dos

procedimentos.

6. Tomar parte na autoavaliacdo e revisao dos processos em grupo de modo a melhorar a
performance: a autoavaliacdo através da ficha técnica inclui a revisdo do trabalho individual e

em grupo.

7. Manipular e conter animais de modo seguro e respeitando o animal, dando instrugGes aos
outros no modo como auxiliar o médico veterindrio na realizacdo destas técnicas: o trabalho
quer em coudelaria quer com as associa¢des de criadores, € um trabalho em equipa, com
tratadores e auxiliares de veterindria, permitird o desenvolvimento de competéncias de maneio

e contencdo de animais, de modo pratico e seguro.

8. Recolher, preservar e transportar amostras, selecionar os testes de diagndstico apropriados,
interpretar e compreender as limita¢oes dos resultados dos testes: esta competéncia serd
amplamente desenvolvida tendo como modelo a avaliagao seminal e a utilizagdo das diferentes

metodologias de avaliagdo disponiveis.

9. Demonstrar conhecimento sobre a organizacdo, funcionamento e legislagdo relativa a
atividade veterinaria como um negacio e direitos do trabalho: a abordagem da legislagao para
o licenciamento dos centros de recolha e congelagdo de sémen contribuird para a compreensao
do processo de criagdo de uma empresa e procedimentos legais associados, bem como a

pesquisa da legislacdo que suporta todo o procedimento.

2. Enquadramento no plano de estudos

No atual plano de estudos do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, existem UCs optativas

oferecidas aos alunos do 42 e 52 ano. PropGe-se assim a criacdo de duas unidades curriculares,
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“Técnicas reprodutivas em ruminantes e equinos 1: avaliagao e processamento de sémen” e
“Técnicas reprodutivas em ruminantes e equinos 2: Inseminagao artificial, produgdo e
criopreservagao de embriGes”, as quais serdao oferecidas como optativas (grupo de optativas 2 e 3)
aos estudantes do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria no 42 e no 52 ano do Mestrado
Integrado (anexo 1). Podem igualmente ser oferecidas como créditos livres ou como competéncias
transversais, mas também a estudantes de doutoramento em Ciéncias Veterinarias (Aviso n.2

18293/2022, DR, 22 Série, n® 184 de 22 de setembro).

O estudante pode frequentar ambas as UCs ou apenas uma, na medida em que, sdo independentes
apesar de relacionadas entre si (92 e 102 semestre). Sdo unidades curriculares de 3 ECTs,
correspondendo a 26 horas de aulas tedrico-praticas. De referir que, no plano de estudos estas UCs
estdo colocadas no segundo semestre (fevereiro a maio), correspondendo a época reprodutiva dos
equinos e, apesar de ndo ser a época reprodutiva por exceléncia, a época em que existem mais
atividades de controlo reprodutivo em pequenos ruminantes. Essa calendarizacdo proporciona a

interacdo desejada com os centros de reproducdo e com as associa¢des de criadores.

Para efeito de prova de agregacdo serd desenvolvida a Unidade curricular de “Técnicas
reprodutivas em ruminantes e equinos 1: avaliagdo e processamento de sémen. Os temas
abordados na UC “Técnicas reprodutivas em ruminantes e equinos 2: insemina¢do artificial
produgdo e criopreservagcdo de embriGes” estdao descriminados no anexo 2, como informacdo

complementar.


https://siiue.uevora.pt/files/documento/drepublica/499974
https://siiue.uevora.pt/files/documento/drepublica/499974

3. Técnicas reprodutivas em equinos e ruminantes 1: avaliagdo e processamento de sémen: ficha

da unidade curricular

3.1 Resumo

Nesta unidade curricular, de caracter iminentemente tedrico-pratico, pretende-se transmitir
conhecimentos na area da avaliacdo e processamento de sémen em ruminantes e equinos. A
organizacao do ensino permitird a aquisicao de competéncias predominantemente praticas no que
concerne a recolha e avaliacdo de sémen, bem como o seu processamento. Serdo abordadas as

varias tecnologias disponiveis e sua aplicacdo e enquadramento em contexto real.

3.2 Objetivos

Pretende-se nesta Unidade Curricular que os alunos adquiram competéncias tedricas e praticas no

que concerne:

e Avaliagdo e processamento de sémen

e Recolha, avaliagdo a processamento de sémen em bovinos

e Recolha, avaliacdo e processamento de sémen em pequenos ruminantes
e Criopreservacdo de sémen em ruminantes

e Recolha, avaliagdo e processamento de sémen no garanhdo

e Criopreservagdo de sémen no garanhdo

e Centros de recolha e congelacdo de sémen: funcionamento e enquadramento legal

3.2 Competéncias

As competéncias que se objetivam nesta UC sdo essencialmente competéncias de natureza pratica.
Assim, no final desta UC os estudantes deverdo ser capazes de: 1) identificar e preparar todo o
equipamento clinico e laboratorial para trabalhar em sémen; 2) Recolher e avaliar o sémen de
garanhdes, touros, carneiros e bodes; 3) Utilizar e interpretar novas metodologias e avaliagdo
seminal; 4) Refrigerar e congelar sémen de garanhdo, touro, carneiro e bode, tendo presentes as
particularidades inerentes a cada espécie; 5) Processar sémen de qualidade inferior recorrendo a
diferentes protocolos e 6) Compreender o enquadramento legal e modo de funcionamento de um

centro de recolha e congela¢do de sémen nas varias espécies.



3.3 Funcionamento da UC

A distribuicdo da carga horaria encontra-se descriminada na tabela 1. As aulas tedrico-praticas (26h)
serdo divididas em funcdo da espécie em blocos de duragdo varavel de acordo com a organizagao
descrita (tabela 2). Previamente a leciona¢do de cada tema serao enviados artigos cientificos, para

gue os estudantes possam preparar a aula.

As aulas serdo lecionadas em contexto pratico, de acordo com a espécie, permitindo aos deiscentes
realizar as tarefas propostas. Os alunos acompanharao as atividades em grupos de 5-6 alunos, de

modo a que todos possam efetivamente realizar os procedimentos.

Tabela 1 Distribui¢do da carga hordria proposta na UC Técnicas reprodutivas em equinos e ruminantes 1

H lh H
Horas de contacto com o docente grasdetraba ° °rf’s‘fe Total
independente avaliagdo
Trabalho
T |t |pe |Tc |s |oT |E | Estudo ;;ab;'hg de
grup Projeto
Total 26 30 8 4 78

T- ensino tedrico; TP - ensino tedrico-pratico; PL - ensino pratico e laboratorial; TC — trabalho de campo; S — Seminario;

OT - Orientacdo tutorial, E — estagio.

Tabela 2 Distribuicdo da carga hordria por espécies proposta na UC Técnicas reprodutivas em equinos e
ruminantes 1

Distribuicao dos temas Horas tedrico-praticas

1. Recolha, avaliagdo e processamento de sémen: conceitos gerais 2

. Avaliagdo do macho reprodutor: recolha e avaliagdo de sémen em bovinos

. Refrigeracdo e congelagdo de sémen em touros

. Refrigeracdo e congelagdo de sémen em pequenos ruminantes

2
3
4. Avaliagao do macho reprodutor: recolha e avaliagdo de sémen em pequenos ruminantes
5
6

. Avaliagdo do macho reprodutor: recolha, avaliagdo e refrigeragdo de sémen no garanhdo

7. Criopreservagao de sémen no garanhdo

N[ W| Wl oo w| b

8. Processamento de sémen de garanhdes maus refrigeradores/congeladores

9. Centros de recolha e congelagdo de sémen: enquadramento e licenciamento 1

3.4 Avaliagao

A avaliagdo serd, predominantemente continua, ao longo das atividades praticas propostas, e,
baseada na execuc¢do das mesmas, permitindo desenvolver capacidade critica, mas também

estimulando a apresentacdo regular de relatdrios.



Avaliacdo continua:

Avaliagao tedrica: para cada tema serd enviado um artigo para todos os alunos, sendo que, grupos
de dois alunos, deverdo apresentar esse artigo no inicio da aula tedrica seguinte ao tema ter sido
lecionado. Essa apresentacdo (10 + 5 minutos) serd avaliada pelo docente e colegas em sala, em

ficha propria (anexo 3).
Avaliagao pratica:

Em cada aula pratica sera distribuida aos alunos uma ficha técnica (anexo 4), em que se indicam os
objetivos e descricdo do procedimento a realizar, e na qual o aluno devera fazer a sua prdpria
avaliacdo, de acordo com a dificuldade que sentiu ao realizar o procedimento pedido. O docente
efetuard a avaliacdo continua utilizando a mesma ficha técnica, sendo que a mesma deve ser
discutida no préprio dia com cada aluno. O aluno deverd preencher obrigatoriamente o campo
sugestdes relativas ao procedimento realizado e formas de melhorar a sua realizacdo e eficacia. E

obrigatéria a realizacdo de 75% dos procedimentos obrigatdrios (6), para ndo ir a exame final.
Procedimentos obrigatorios:

1. Recolha e avaliagdo de sémen no touro

2. Refrigeracdo e criopreservacdo de sémen no touro

3. Recolha e avaliacdo de sémen em pequenos ruminantes

4. Refrigeracdo e criopreservacdo de sémen no carneiro

5. Refrigeracdo e criopreservacdo de sémen no bode

6. Recolha e avaliagdo de sémen no garanhdo: processamento de sémen fresco e refrigerado.

7. Criopreservagdo de sémen no garanhdo

8. Processamento de sémen de garanh&es maus refrigeradores/congeladores

Avaliagao continua: 0,4* avaliagdo continua tedrica+ 0,6*avaliacdo continua pratica
Avaliacao em exame:

No final da Unidade Curricular, os alunos ndo avaliados em avaliagdo continua, deverdo submeter-
se a exame final. A avaliacdo sera oral, com discussdo dos temas abordados, de acordo com os

pontos analisados na avaliagdo continua e realizacdo de um procedimento pratico (por sorteio).



3.5 Conteudo programatico

Os temas serdo lecionados por espécie para facilidade de organizagdo das atividades nas diferentes
espécies. O enquadramento de cada tema encontra-se descrito em texto. No final de cada tema
indicam-se algumas referéncias para a preparacao da aula. A bibliografia completa encontra-se

descriminada no final do contelddo programatico.

Tema 1: Recolha, avaliacdo e processamento de sémen: conceitos gerais
Enquadramento

A recolha de sémen em ruminantes e equinos realiza-se essencialmente em trés situacdes
concretas: 1) como parte integrante do exame do macho reprodutor 2) para obter sémen para

utilizacdo em inseminac3o artificial 3) para obter sémen para refrigeracdo/ criopreservacio.

A recolha de sémen deve obedecer a regras de bem-estar animal, sendo que, preferencialmente, a
recolha deve ser feita por vagina artificial, Unica metodologia exequivel em equinos (Guerrero-
Gutiérrez et al., 2021; Baiee et al., 2018; Jiménez-Rabadan et al.,, 2016; Crabtree, 2010). Em
ruminantes (touro, carneiro e bode) a recolha por vagina artificial ¢ o método de elei¢cdo nos centros
de recolha e criopreservacdo de sémen, mas, na pratica clinica, em termos de avaliacdo do
reprodutor, continua-se a utilizar a eletroejaculacao, dada a dificuldade de ter machos treinados a
saltar na presenca de um operador, na maioria das explorac¢des. A utilizacdo da técnica de modo
correto e o respeito pelo bem-estar animal devem estar sempre presentes na realizagdo deste
procedimento (Guerrero-Gutiérrez et al., 2021; Abril-Sdnchez et al., 2019). De referir que, como a
avaliagdo do sémen é parte integrante de um exame clinico, a recolha sé deve ser realizada caso o
animal tenha sido avaliado e aprovado em todos os outros passos prévios, nomeadamente o exame

de estado geral e da genitalia externa (Barth, 2018; Tibary et al., 2018).

A avaliagdo geral do sémen depende das caracteristicas particulares de cada espécie e é diferente
no que concerne ruminantes e equinos. A definicdo de protocolos e de critérios objetivos de
avaliagdo é fundamental para a realizagdo de trabalho pratico de qualidade e torna-se
imprescindivel para trabalhos de investigacdo (Hernandez-Aviles & Love, 2021; Whitesell et al.,
2020; Hernandez-Avilés, C., Zambrano-Vardn, J., & Jiménez-Escobar, 2019; Barth, 2018; Tibary et
al., 2018; McDonnell, 2016).

Na pratica clinica, apds a recolha, o sémen é avaliado no que concerne volume (peso ou copo
graduado), concentracdo (contagem ou espectofotometria) e motilidade, de modo subijetivo,

massal e individual nos ruminantes e individual nos equinos, sendo recomendada a realizacao de



um esfregaco para avaliar a vitalidade, percentagem de espermatozoides vivos, e morfologia,
incluindo a identificacdo das diferentes anomalias (Hernandez-Aviles & Love, 2021; Kowalczyk et
al., 2019; Tibary et al., 2018; Charles C. Love, 2016). Apesar de, em teoria, este ser um procedimento
de rotina, a experiéncia pratica, tem demonstrado a existéncia de grande disparidade na execuc¢do
dos procedimentos e na interpretacdo dos resultados (Whitesell et al., 2020). A existéncia de
equipamento em condi¢cGes e o treino dos técnicos na sua utilizagdo permitirda melhorar

consideravelmente a eficacia da sua pratica.

A utilizagdo de metodologias objetivas, como a citometria de fluxo e os sistemas computorizadas
de avaliacdo de sémen (CASA), é importante para a uniformizacéo de critérios, sendo, no entanto,
essencial a sua correta execucdo e interpretacdo nas varias espécies (Hernandez-avilés et al., 2021;
Gacem et al., 2020; Hernandez-Avilés et al.,, 2019; Battut et al., 2017; Gliozzi et al., 2017;
Boryshpolets et al., 2013; Palacin et al., 2013).

No que concerne a utilizacdo do CASA, a existéncia de diferentes equipamentos e a possibilidade
de alteracdo dos critérios utilizados, origina uma grande variabilidade de resultados, que podem,
inclusivamente, influenciar a aprovacdo ou reprovacdao de um animal como reprodutor e,
obviamente, condicionam a sua utilizacdo em trabalhos de investigacdo (Whitesell et al., 2020;
Malama et al., 2017; Boryshpolets et al., 2013; Palacin et al., 2013). Na avaliagcdo microscdpica da
morfologia, verifica-se que mudancas, aparentemente pequenas, nos métodos de avaliagdo, como
utilizacdo de microscépio de contraste de fases ou a utilizacdo de microscopia de interferéncia de
contraste diferencial (DIC), aumentam a objetividade da avaliacdo, ao permitirem a avaliacdo mais
pormenorizada dos esfregacos de sémen (Whitesell et al., 2020; Dascanio & McCue, 2014). Apesar
de se reconhecerem as suas vantagens, o custo elevado dos equipamentos associados a estas
metodologias, limita, muitas vezes, a sua utilizagdo na pratica clinica, sendo inegdvel a sua

importancia na formacgao dos técnicos e investigadores.

A posterior utilizagdo de sémen para inseminacgao artificial implica o seu processamento, existindo
diferentes protocolos e diluidores, que variam conforme o sémen for para aplicagdao em fresco,
refrigerado ou congelado e sdo diferentes conforme a espécie animal (Bustani & Baiee, 2021; J.

Aurich et al., 2020; Nikitkina et al., 2020; Lv, Wu, et al., 2019; Ugur et al., 2019, C. Aurich, 2008).

As duas principais abordagens para a preservacdo de sémen sdo a refrigera¢do e a congelacdo/
vitrificacdo. Na refrigeracdo o sémen é armazenado a 4-52C no maximo por 72 horas (Bashawat et
al., 2021; Wiebke et al., 2021). No processo de criopreservacgdo, apds diluicdo e armazenamento
em palhinhas de 0,25 ou 0,5 mL, o sémen é arrefecido até 4 a 52 C ao longo de 1 a 4 horas, sendo

depois preservado em azoto liquido a -1962C ao longo de anos (Jane M Morrell et al., 2022; Bustani
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& Baiee, 2021; Nikitkina et al., 2020; Layek et al., 2016). A criopreservagao de sémen é essencial
para a implementacdo de programas de conservacdo e melhoramento genético, facilitando a
disseminacdo de patrimdnio genético através do mundo pela grande facilidade de distribuicdo e

armazenamento (Production, 2023).

A resisténcia do sémen a refrigeracdo/criopreservacdo é influenciada pela espécie, variagdes
individuais, processamento utilizado (velocidade de congelacdo-descongelacdo, diluidor e
crioprotetor utilizado) estagdo do ano, caracteristicas do ejaculado, origem do sémen (ejaculado ou
epididimo) e metodologia de recolha (Jane M Morrell et al., 2022; Yanez-Ortiz et al., 2022; Prell et
al., 2020; Dias et al.,, 2018; Miiller-Unterberg et al., 2017; Jiménez-Rabadan et al., 2016;
Yodmingkwan et al., 2016).

Ao longo do processo de criopreservacao as células espermaticas sdo sujeitas a altera¢des drasticas
na temperatura, a formacao de cristais de gelo, bem como a varios fatores de stress fisico, quimico,
osmoético e oxidativo. Estas alteracdes podem levar a lesGes ao nivel da membrana celular,
acrossoma, nucleo, funcdo mitocondrial e motilidade, com efeito na fertilidade e desenvolvimento
embrionario (Ezzati et al., 2020). As alterag¢des induzidas pela criopreservagdo incluem alteragbes
moleculares e estruturais, cuja compreensdo é essencial para o desenvolvimento de protocolos
eficazes (Yanez-Ortiz et al., 2022). E fundamental o conhecimento dos mecanismos associados a
perda de qualidade do sémen criopreservado, de modo adaptar e melhorar os protocolos de
criopreservagdo passiveis de serem utilizados na pratica (Ezzati et al., 2020; Ugur et al., 2019). A
existéncia de biomarcadores seminais associados a resisténcia ao processo de criopreservagao

pode ser utilizada com indicador da sensibilidade ao processo (Yanez-Ortiz et al., 2022).

Na criopreservagdo podem ser utilizados sistemas manuais ou automaticos variando as velocidades
de arrefecimento e os crioprotetores utilizados (Bustani & Baiee, 2021; Nikitkina et al., 2020; Lv,

Larbi, et al., 2019; Dias et al., 2018; Layek et al., 2016; Alvarez et al., 2014; Bezerra et al., 2011).

Os diluidores de sémen sao utilizados com o objetivo de preservar a capacidade de fertilizagdo dos
espermatozoides, protegendo-os, como referido, de fatores lesivos como a congelagdo, formagao
de cristais de gelo, choque osmdtico e o stress oxidativo (Yanez-Ortiz et al., 2022). Assim, devem
permitir manter o pH entre 6,8 a 7,2, prover energia, ter efeito antioxidante, proteger das lesGes

pelo frio e minimizar a contaminagdo, através da adi¢cdo de antibidtico (Bustani & Baiee, 2021).

De entre os componentes dos diluidores de sémen incluem-se os crioprotetores ndo penetrantes
(gema de ovo, derivados do leite, lecitina de soja), crioprotetores penetrantes (glicerol, DMSO,
amidas, etilenoglicol); solu¢bes tampdo, (EDTA, HEPES; cloreto de potassio, citrato de sédio,

bicarbonato de sédio, TRIS, Tes), fontes de energia e protetores de choque osmético (frutose,
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glicose, dissacarideos, lactato, piruvato), outros aditivos incluindo, produtos de origem vegetal
(6leo, cha verde, ...), produtos de origem animal (mel, 6leo de peixe, vitaminas, proteinas do plasma
seminal e proteinas séricas), antioxidantes enzimaticos (catalase, glutatido peroxidase, superéxido
dismutase) e ndo enzimaticos (manganésio, taurina, carnitina) e antibidticos (penicilina,
estreptomicina, gentamicina) (Yanez-Ortiz et al., 2022; Bashawat et al., 2021; Bustani & Baiee,

2021; Wiebke et al., 2021; Lv, Wu, et al., 2019; Layek et al., 2016; Dorado et al., 2007).

Em algumas espécies, como o garanhdo e o bode, a maioria dos protocolos de criopreservagao
estdo associados a centrifugacdao e remocdo do plasma seminal, existindo diversos protocolos de
centrifugacdo, de modo a melhorar a qualidade do sémen pré-criopreservacao (Bustani & Baiee,

2021; Papin et al., 2021; Lv, Larbi, et al., 2019; Al-Essawe et al., 2018).

Apesar de ndo ser utilizada como técnica de rotina, pode igualmente ser utilizada a vitrificacao,
técnica associada a arrefecimento ultrarrdpido, sem que ocorra a formacao de cristais de gelo, mas
com formacdo de uma substancia vitrea, utilizando diluidores em concentracdo elevada. Esta
técnica ja foi aplicada com sucesso em sémen de garanhdo, touro e carneiro (Falah et al., 2020;

Consuegra et al., 2019; Pilar Jiménez-Rabadan et al., 2015).

Objetivos: revisdo e aquisicao de conhecimentos:

e Recolha e avaliagdo de sémen nas varias espécies: diferengas entre métodos de recolha e entre
avaliagdo geral do sémen
e Apresentacao de novas metodologias de avaliagdo seminal: vantagens e aplicagbes

e Fundamentos sobre processamento de sémen: fresco, refrigerado e congelado

Metodologia
Local: Polo da Mitra

Introdugao teorica geral

Neste tema serdo revistos conceitos bdsicos, lecionados nas UCs obrigatdrias, no que concerne
recolha e avaliagdo geral do sémen. Apresentar-se-do as bases fisiolégicas e metodologias
disponiveis para recolha e avaliagdo de sémen, acompanhadas de fotografias e videos originais.
Serdo abordadas metodologias objetivas de avaliagdo seminal, como o sistema computorizado de
avaliacdo de sémen (CASA) e a citometria de fluxo. Serd dada especial enfase a importancia do bem-
estar animal durante a recolha e a necessidade de estabelecer critérios objetivos de avaliagdo que

sejam aplicaveis e repetiveis pelas varias equipas. Sendo uma aula em sala serdo abordadas as bases

12



tedricas do processamento de sémen, nomeadamente no que concerne os diferentes diluidores e

métodos de criopreservagao.
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Yanez-Ortiz, I., Cataldn, J., Rodriguez-Gil, J. E., Mird, J., & Yeste, M. (2022). Advances in sperm
cryopreservation in farm animals: Cattle, horse, pig and sheep. Animal Reproduction Science,
246(December 2021), 1-18. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2021.106904

Tema 2: Avaliacao do macho reprodutor: recolha e avaliagdo de sémen em bovinos
Enquadramento

A avaliacdo de reprodutores é fundamental para a melhoria da fertilidade das exploragdes de
ruminantes, sendo basilar, quer comercialmente quer em programas de melhoramento e
conservacao genética (P. J. Chenoweth & McPherson, 2016). O exame dos reprodutores envolve a
histéria pregressa, exame clinico, avaliacdo da condigdo corporal, exame da genitalia externa e
glandulas acessorias, perimetro escrotal, avaliacdo da libido e espermograma (A. D. Barth, 2018;
Chenoweth & McPherson, 2016). Os dados relativos a fertilidade nas exploragdes de bovinos
dependem, sobretudo, da organizacdo e da dimensdo da exploracdo, sabendo-se que em bovinos
de carne existem, geralmente, menos registos, comparativamente ao que se passa nas exploracdes

de leite.

O exame clinico, que é muitas vezes realizado de modo sumario, é um aspeto fundamental, no
sentido de identificar anomalias que inviabilizem a utilizagdo do macho como reprodutor, evitando
o prosseguir desnecessario do exame reprodutor. Apesar de existirem varios testes, mais ou menos
padronizados, que permitem avaliar a libido em bovinos, esta avaliacdao é muitas vezes obtida pela

historia pregressa, sendo desejavel a educagdao do produtor no sentido de avaliar a monta e
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ejaculagdo, bem como, a existéncia de retorno ao cio nas vacas a reproducdo (A. D. Barth, 2018;
Albert D. Barth & Waldner, 2002;). A avaliagao da genitdlia externa, observagao e palpagdo, bem
como a avaliagdo das glandulas sexuais assessodrias, por palpacdo retal, pode ser complementada
com o recurso a ecografia (Rodrigues et al.,, 2020), recomendando-se obrigatoriamente a
mensuracao do perimetro escrotal, o qual é utilizado muitas vezes como critério de sele¢cao em

programas de melhoramento genético (A. D. Barth & Waldner, 2002).

A recolha de sémen pode ser feita por vagina artificial e por eletroejaculacdo. Em machos nao
treinados, e para avaliacdo como reprodutores, é muitas vezes utilizada a electroejaculacao, apesar
das preocupagdes associadas ao bem-estar animal. O mesmo se passa por exemplo em ragas, como
a raca Brava, cujo temperamento e maneio, ndo permitem o seu treino. Recentemente, tém vindo
a ser desenvolvidos estudos que procuram minimizar o sofrimento infligido pela eletroejaculacao,

o qual ndo pode de modo algum ser negligenciado (Baiee et al., 2018).

No que concerne a avaliacdo de sémen, a maioria das vezes, é feita com o recurso a observacao
subjetiva, sendo imperativo uniformizar critérios e aplicar protocolos estandardizados, os quais
foram definidos primeiramente pela Sociedade Internacional de Teriogenologia (Peter J Chenoweth
et al., 2010). A utilizacdo de metodologias objetivas, como os sistemas computorizados de avaliacdo
de sémen e a citometria de fluxo, sdo fundamentais para uniformizar critérios de avaliagdo (Gliozzi

et al., 2017; Malama et al., 2017; Nagy et al., 2015).

Objetivos: revisdo e aquisi¢do de conhecimentos sobre:

e Recolha de sémen em touros: recolha com vagina artificial e por electroejaculacdo
e Avaliacdo de sémen de touro: metodologia de rotina e técnicas objetivas

e Critérios a utilizar na avaliagdo seminal: objetivos e uniformizagao de critérios

Metodologia

Local: Centro de Recolha e Congelagdo de Sémen de Bovinos (Polo da Mitra)
Introdugao

Neste tema serdo abordados os varios métodos de recolha de sémen: vagina artificial e
eletroejaculacdo, com especial relevo para o treino dos animais, equipamento, condigdes fisicas
necessarias e cuidados a ter na recolha de sémen. Serdo abordadas diferentes metodologias

objetivas de avaliagdo e a sua aplicabilidade. Serdo apresentados os dados de vdérias equipas de

14



investigacdo que realcam a multiplicidade de fatores que condicionam a avaliacdo de sémen nesta

espécie.
Componente pratica

Na componente pratica os estudantes terdo oportunidade de efetuar recolha de sémen em bovinos
e de efetuar todos os procedimentos de avaliagdo, de modo a avaliar o potencial fértil do
reprodutor. A existéncia de machos treinados para recolha com vagina artificial, permitird a
realizacdo da componente pratica em condicdes de seguranca e respeitando as regras de bem-estar
animal. Tendo em conta os procedimentos descritos de modo a maximizar o bem-estar durante a
electroejaculacao, sera feita a desmonstracdo do procedimento
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Barth, A. D. (2018). Review: The use of bull breeding soundness evaluation to identify subfertile and infertile
bulls. Animal, 12(s1), s158—s164. https://doi.org/10.1017/S1751731118000538

Malama, E., Zeron, Y., Janett, F., Siuda, M., Roth, Z., & Bollwein, H. (2017). Use of computer-assisted sperm
analysis and flow cytometry to detect seasonal variations of bovine semen quality. Theriogenology, 87,
79-90. https://doi.org/10.1016/].theriogenology.2016.08.002

Tema 3: Refrigeragdo e congelagao de sémen em touros
Enquadramento

Na medida em que o sémen de touro é bastante resistente a criopreservacao, a grande maioria do
sémen utlizado é sémen congelado, sendo a técnica muito vulgarizada particularmente em bovinos
de aptidao leiteira, associada aos programas de melhoramento genético e a disseminacdo de touros
de alto valor genético (Wiebke et al., 2021). No que concerne a utilizacdo de sémen refrigerado, no
nosso pais, os dados sdo reduzidos, mas serdo quase exclusivamente aplicados em racgas

autéctones, envolvidas em programas de conservagao genética.

A fertilidade com sémen refrigerado em bovinos varia conforme o tempo de armazenamento (1-6
dias), temperatura de armazenamento (52C a temperatura ambiente) e utilizagdo (inseminagdo ou
fertilizagdo in vitro), entre os 30 e os 76 % (Wiebke et al., 2021; Murphy et al., 2016). A dose a
aplicar de sémen refrigerado varia conforme os paises, mas a utilizacdo de doses menores,
comparativamente ao sémen congelado, pode eventualmente possibilitar um mais acelerado
progresso genético ao possibilitar a utilizacdo de machos reprodutores mais novos (C. Murphy et

al., 2016).
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A temperatura mais critica para a existéncia de choque pelo frio inclui o arrefecimento entre os
159C e os 52C (Watson, 2000), pelo que, no que concerne os diluidores utilizados na refrigeragao, a
sua composicdo é muitas vezes semelhante a dos diluidores de congela¢do. No entanto, na maioria
dos estudos ndo se refere a velocidade de arrefecimento, mas sim a temperatura de

armazenamento (C. Murphy et al., 2016).

Os diluidores utilizados na refrigeracdo de sémen em touros, incluem geralmente uma solugdo
tampdo (TRIS), uma fonte de energia (agUcar simples ou dissacarideo), componentes com efeito
crioprotetor, como a gema de ovo, a lecitina de soja ou derivados do leite (E. M. Murphy et al.,
2017) e a adi¢do de antioxidantes. A necessidade de adi¢cdo de crioprotetores penetrantes como o

glicerol no processo de refrigeracdo, permanece como questionavel (Wiebke et al., 2021).

O processo de congelacdo de sémen implica a diluicdo e adicdo de crioprotetores, o arrefecimento
e a congelacdo e a posterior descongelacdo. Em todos os passos do processo pode ocorrer lesdo
das células espermaticas (Ugur et al., 2019; Khalil et al., 2018; Barbas & Mascarenhas, 2009;
Watson, 2000).

Em bovinos, a maioria dos diluidores utilizados na criopreservacdo de sémen sdo diluidores
comerciais, podendo incluir: combinacbes de crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes em
diferentes proporg¢des (gema de ovo, proteinas de baixa densidade (LDH low density proteins),
derivados do leite, lecitina de soja, glicerol, etilenoglicol, dimetilsulfoxido (DMSQ)); substancias
tampao (citrato de sédio, bicarbonato de sédio, TRIS, Tes); fontes de energia (aclcares simples ou
dissacarideos) e antimicrobianos (penicilina, estreptomicina, gentamicina). A suplementacdo dos
diluidores com diversos componentes, com vista a melhorar a qualidade seminal apds
descongelagdo, tem vindo a ser alvo de varios estudos (Yadav et al., 2023; Ugur et al., 2019;
Gangwar et al., 2018; Layek et al., 2016). O fator de dilui¢do é dependente da concentragdo inicial,
recomendando-se uma concentrac¢do para criopreservacio de 80 *10° espermatozoides/mL, sendo
a adi¢do do crioprotetor geralmente feita em um Unico passo. Utilizam-se geralmente palhinhas de

0,25 mL (Ugur et al., 2019; Gangwar et al., 2018).

O processo de criopreservacdo pode ser realizado em sistemas automaticos, com uma velocidade
de arrefecimento bem definida (-0.252C/m a -2,82C/min-), mas, na realidade pratica, a congelacdo
€ muitas vezes realizada de modo manual. Assim, apds equilibrio em camara frigorifica, caixa
térmica ou caixa de esferovite, a 4 a 52 C por cerca de 4 horas, o sémen é colocado em vapores de
azoto a 4-6 cm de altura, por 7 a 20 minutos (pré congelagdo entre -752C e -1252C), apds o qual é
colocado diretamente em azoto liquido (-1962C) (Dias et al., 2018). A utilizacdo de sistemas

automaticos permite um controlo mais preciso da velocidade de arrefecimento, com um
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arrefecimento lento e gradual, que permite o equilibrio pré congelacdo. Contrariamente, nos
sistemas manuais, a temperatura ambiente influéncia a curva de arrefecimento. A utilizagcdo dos
sistemas manuais em condi¢des de laboratdrio (259C), com controlo de temperatura ambiente,
permite uma melhor uniformiza¢do do procedimento, sendo estes sistemas economicamente mais

vantajosos. A descongelacgdo é feita em banho-maria a 372C por 30 a 45 segundos (Dias et al., 2018).

A utilizacdo de técnicas objetivas de avaliagdo seminal, como a citometria de fluxo e os sistemas
CASA, permite caracterizar a eficiéncia do processo de criopreservacao, identificando os
parametros de avaliagdo in vitro que mais se correlacionam com a fertilidade in vivo (Gliozzi et al.,
2017). A avaliacdo da ultraestrutura das células espermaticas apos criopreservacdo possibilita a
compreensao das lesdes associadas ao processo. A alteracdo da membrana plasmatica foi a lesdo
mais frequente, num estudo realizado em touros, sendo que, a melhoria dos protocolos de
criopreservacgdo deve ter em atencdo este fator (Khalil et al., 2018). Outras alteracdes implicam a

capacitacdo prematura, alteragdes do acrossoma e da fungdo mitocondrial (Khalil et al., 2018).

Objetivos: revisdo e aquisi¢cdo de conhecimentos sobre:

e Avaliacdo de sémen de touro: metodologia de rotina e técnicas objetivas

e Refrigeracdo e criopreservacao de sémen de touro

Metodologia
Local: Centro de Recolha e Congela¢do de Sémen de Bovinos (Polo da Mitra)

Introdugao

Serdo abordadas as bases tedricas da refrigeracao e criopreservagdo de sémen em bovinos, os
mecanismos de lesdo induzidas pelo processo, bem como os varios protocolos possiveis de serem
utilizados nesta espécie, incluindo diluidores, crioprotetores e curvas de arrefecimento. Serdo
apresentados os dados de varias equipas de investigacdo que realcam a multiplicidade de fatores

gue condicionam a conservacdo de sémen nesta espécie.
Componente pratica

Na componente pratica os estudantes terdo oportunidade de, apds recolha e avaliacdo do sémen,
efetuar todos os procedimentos com vista a preparacdo de sémen refrigerado e criopreservado.
Serdo utlizados diluidores comerciais e ndo comerciais com distintos componentes. O sémen sera

posteriormente avaliado de modo subjetivo e objetivo.
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Tema 4: Avaliagao do macho reprodutor: recolha e avaliagao de sémen em pequenos ruminantes.
Enquadramento

Tal como nos bovinos, a avaliagdo de reprodutores é fundamental para a melhoria da fertilidade
das exploragGes de pequenos ruminantes (Maquivar et al., 2021). No entanto, a sua pratica esta
longe de ser uma realidade. O exame do macho reprodutor é semelhante ao descrito para os touros
(Tibary et al.,, 2018; Lone et al.,2017). Os dados de fertilidade em exploracbes de pequenos
ruminantes, infelizmente, sdo muitas vezes quase inexistentes, o que dificulta bastante a avaliagdo
da histdria reprodutiva. O exame clinico, é na pratica clinica resumido a avaliagdao da condi¢do
corporal, sistema locomotor e temperatura retal, sendo, no entanto, como referido um aspeto
fundamental, no sentido de identificar anomalias que inviabilizem a utilizagdo do macho como
reprodutor. A avaliagao da libido em pequenos ruminantes pode ser feita por observagao visual,
tendo sido desenvolvidos alguns sistemas de avaliagdo automaticos, que permitem reduzir o tempo
de observagdo e melhorar a objetividade da avaliagdo (Alhamada et al., 2017; Lacuesta et al., 2018,

Stellflug & Berardinelli, 2002).

A avaliacdo da genitalia externa é feita por visualizacdo e palpacdo, sendo importante definir os
valores de perimetro testicular para cada racga, os quais podem e devem ser utilizados como critério

de melhoramento (Romao et al., 2023)

Em pequenos ruminantes, tradicionalmente, recomenda-se a avaliagdo cerca de 2 meses antes do
inicio da época reprodutiva, sendo que cerca de 10% dos carneiros avaliados, apresenta baixa
fertilidade (Tibary et al., 2018). De referir que, sendo os pequenos ruminantes uma espécie
poliéstrica sazonal, denominados como reprodutores de dias curtos (Giriboni et al., 2017; Malpaux

et al., 2010; Rosa & Bryant, 2003), é essencial ter em conta a estagdo do ano na avaliagdo do
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reprodutor, influenciando ndo s as caracteristicas seminais e resisténcia a criopreservacdo (Pablo
etal., 2021) como a libido e perimetro escrotal (Leboeuf et al., 2006; Rosa & Bryant, 2003). A prépria
resposta a eletroejaculagdo, quer em termos de qualidade seminal, quer em termos de parametros
de bem-estar, é influenciada pela estacdo do ano (Ungerfeld et al., 2021). A presenca de machos
sexualmente ativos, na espécie ovina e caprina, estimula a atividade sexual dos outros machos, bem
como das fémeas, influenciando a fertilidade do rebanho (Palacios et al., 2023; Delgadillo et al.,

2022).

A recolha de sémen em pequenos ruminantes pode também ser feita por vagina artificial e por
eletroejaculacdo, sendo igualmente de respeitar as preocupacdes associadas ao bem-estar animal,
como referido nos bovinos (Guerrero-Gutiérrez et al., 2021; Abril-Sanchez, 2019; Ungerfeld et al.,

2018).

A avaliacdo do sémen obedece as mesmas regras referidas para os touros, sendo a utilizacdo de
metodologias objetivas, como o CASA e a citometria de fluxo, aplicaveis com as especificidades
inerentes a cada espécie (Hahn et al., 2019; Santolaria et al., 2015; Palacine t al., 2013). Em
pequenos ruminantes a utilizagdo do teste de endosmose (HOST) é apontado como um teste
simples e pratico de ser aplicado em campo, correlacionando-se com a fertilidade pds inseminacao

artificial (1A) (Rajashri et al., 2017).

Objetivos: revisdo e aquisi¢cdo de conhecimentos sobre:

e Recolha de sémen em pequenos ruminantes: recolha com vagina artificial e por
electroejaculacao
e Avaliagdo de sémen de carneiro e bode: metodologia de rotina e técnicas objetivas

e Critérios a utilizar na avaliagdo seminal: objetivos e uniformizacdo de critérios

Metodologia

Local: Centro de Colheita de Sémen da Herdade da Abdboda (Centro de Experimentagdo do Baixo

Alentejo, Herdade da Abobada)
Introdugao

Neste tema serdo abordados os varios métodos de recolha de sémen: vagina artificial e
eletroejaculagdo, com especial relevo para o treino dos animais, equipamento, condig¢des fisicas
necessarias e cuidados a ter na recolha de sémen. Serdo abordadas diferentes metodologias

objetivas de avaliacdo e a sua aplicabilidade em sémen de pequenos ruminantes. Serdo
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apresentados os dados de varias equipas de investigacdo que realgam a multiplicidade de fatores

gue condicionam a avaliagdao de sémen nestas espécies.
Componente pratica:

Na componente pratica os estudantes terdo oportunidade de efetuar recolha de sémen nas duas
espécies e efetuar todos os procedimentos de avaliagdo, de modo a avaliar o potencial fértil do
reprodutor. A existéncia de machos treinados para recolha e vagina artificial permitira a realizacdo
da componente pratica em condi¢Oes de seguranca e respeitando as regras de bem-estar animal.
Tendo em conta os procedimentos descritos de modo a maximizar o bem-estar durante a

electroejaculacao, sera feita a desmonstracdo do procedimento no carneiro e bode.
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Tema 5: Refrigeracdo e congelacdao de sémen em pequenos ruminantes
Enquadramento

Em pequenos ruminantes, a baixa fertilidade associada a inseminagdo por via cervical com sémen
congelado, limita muitas vezes a sua utilizacdo, sendo a refrigeracdo uma alternativa vidvel em

programas de melhoramento genético (Alvarez et al., 2019; Leboeuf et al., 2008).

Os diluidores utilizados na refrigeracdo de sémen incluem, varios componentes com diferentes
funcdes, como descrito previamente (Bustani & Baiee, 2021; Salamon & Maxwell, 2000). Em sémen
refrigerado de carneiro utiliza-se frequentemente gema de ovo associada a Tris-hydroxymethyl
aminomethane (Tris), bem como diluidores a base de leite ou contendo lecitina de soja (Abadjieva
et al., 2020; Quan et al., 2016; Kasimanickam et al., 2011; Leboeuf et al., 2006; Salamon & Maxwell,
2000), sendo a eficacia do diluidor com lecitina de soja comparavel a utilizacdo de gema de ovo e
superior a do diluidor a base de leite (Kasimanickam et al.,, 2011). A utilizagdo de Tris, N-Tris
(hydroxymethyl) methylaminoethane-sulfonic acid (Tes) na refrigeracdo de sémen de carneiro
permitiu a manutencdo de motilidade, velocidade e resposta positiva ao teste de endosmose por 3
dias, em sémen refrigerado a 49C, estando estes diluidores associados a menor alteragdo da

integridade de membrana e do acrossoma (Quan et al., 2016).

A utilizacdo de diluidores incluindo gema de ovo ou derivados do leite é desaconselhada no sémen
de bode, podendo influenciar negativamente a sobrevivéncia dos espermatozoides (Leboeuf et al.,
2006). Este facto deve-se sobretudo a existéncia de uma enzima, fosfolipase A2 (EYCE: egg yolk
coagulating enzyme), a qual pode coagular a gema de ovo e hidrolisar a lecitina em componentes
espermicidas e de uma lipase (55-60 kD lipoproteina lipase, SBUIIl), a qual interfere com os
diluidores a base de leite, podendo induzir a reagao do acrossoma e, subsequentemente, prejudicar
a sobrevivéncia dos espermatozoides apods refrigeracdo e congelagdo ( Lv, Larbi, et al., 2019; Lv,
Wou, et al., 2019; Leboeuf et al., 2006; Purdy, 2006). A utilizacdo de diluidores contendo estes
componentes pode ser vidvel, se associada a previa remog¢do do plasma seminal, procedimento
utilizado frequentemente no processo de criopreservagao nesta espécie (Yodmingkwan et al., 2016;

Leboeuf et al., 2006).

O sémen refrigerado pode ser mantido entre 2 e 152C, sendo a maioria das vezes refrigerado a 4-
52C, mantendo-se viavel, regra geral, entre 12 a 24 horas, apesar de alguns autores referirem a
manutencdo de viabilidade por cerca de 72 horas (Quan et al., 2016; Leboeuf et al., 2006; Salamon
& Maxwell, 2000). O arrefecimento lento e a adicdo de crioprotetores permite, como nas outras
espécies, a diminuicdo dos efeitos do choque pelo frio associados ao arrefecimento até aos 52C

(Salamon & Maxwell, 2000; Watson, 2000).
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A diminuicdo da motilidade em sémen refrigerado de bode parece estar associada a diminui¢do do
pH, sendo que, a substituicdo do diluidor ao longo do tempo de refrigeracdo e a utilizacdo de
diluidores com maior capacidade tampdo, podem ser Uteis na manutencdo da motilidade,
integridade de membrana e estabilidade do acrossoma, permitindo a obtencdo de taxas de

fertilidade, semelhantes as obtidas com sémen fresco, apds 12 dias de refrigerac¢do (Liu et al., 2016).

Quando avaliada a fertilidade apds insemina¢cdo com sémen refrigerado, em ovinos, a taxa de
gestacdo variou entre os 20 e 0s 80% sendo influenciada pelo tipo de diluidor, temperatura e tempo
de armazenamento, bem como pelo local de deposicao do sémen no trato reprodutivo da fémea,
cervical ou vaginal (Bashawat et al., 2021). Em caprinos a taxa de fertilidade ¢, de modo geral, mais
elevada, média superior a 50 %, sendo diferente entre racas e conforme o diluidor utilizado

(Bashawat et al., 2021).

As células espermaticas do carneiro e do bode sdo particularmente sensiveis a lesdes oxidativas, na
medida em que possuem um racio maior de acidos gordos polinsaturados em relacdo aos acidos
gordos saturados, e um menor racio de colesterol/fosfolipidos na sua membrana plasmatica (Arav
et al., 2000). A adi¢do de substancias antioxidantes permite aumentar a resisténcia ao processo de
arrefecimento e congelac¢do (Yadav et al., 2023; Bustani & Baiee, 2021; Abadjieva et al., 2020; Lv,
Larbi, et al., 2019; Farshad & Hosseini, 2013).

As técnicas de criopreservacdo utilizadas em pequenos ruminantes sdao semelhantes as aplicadas
noutras espécies, nomeadamente nos bovinos (Lv, Wu, et al., 2019). No entanto, a aplicacdo de
sémen congelado por via cervical em caprinos é bastante mais eficaz, comparativamente aos
ovinos, o que se pode dever, em parte, as diferengas anatémicas entre as duas espécies, existindo
também diferencgas entre ragas dentro da espécie ovina, no que concerne ndo sé a anatomia da
cérvix mas também a composicdo do muco cervical (Abril-Parrefio et al., 2021). O método de
obtengao do sémen influencia a qualidade do ejaculado e resisténcia a criopreservagao, sobretudo

em bodes (Guerrero-Gutiérrez et al., 2021; P. Jiménez-Rabadan et al., 2016).

Apds avaliagdo, o sémen é geralmente diluido com diluidor de congelagdo, incluindo
frequentemente, glicerol, gema de ovo, Tris, frutose ou glucose, acido citrico e antimicrobiano,
devendo a diluicdo ser gradual, ja que, o fator de diluicdo pode ser muito elevado em ejaculados
com elevada concentracdo (Dorado et al., 2007; Purdy, 2006; Salamon & Maxwell, 2000). A adicdo
do diluidor pode ser feita de modo faseado, protocolo no qual, o primeiro diluidor adicionado ndo
contém glicerol, o qual apenas é adicionado numa segunda fase (Lv, Wu, et al., 2019; Salamon &
Maxwell, 2000). A utilizagcdo de diferentes aditivos, aos diluidores de sémen, tem sido testada em

sémen de carneiro e de bode, incluindo a utilizacdo de trealose, glutamina, LDH, amidas e diferentes
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aminodacidos (Xu et al., 2022; Lv, Larbi, et al., 2019; Bittencourt et al., 2018; Farshad & Hosseini,

2013; Bezerra et al., 2011; Ali et al., 2008).

No criopreservacao de sémen de bode, como referido, recomenda-se, geralmente, a remocdo do
plasma seminal pré diluicdo ou, alternativamente, a utilizacao de diluidores sem gema de ovo nem
derivados do leite (Purdy, 2006). A utilizacdo de outros crioprotetores, como a lecitina de soja,
permitiu a obtencdo de resultados homogéneos em varios ejaculados de bode, com motilidade pds
descongelacgdo superior a 50% (Jane M Morrell et al., 2022; Salmani et al., 2013). No processo de
remocado do plasma seminal o sémen é centrifugado, em solu¢cdo tampao de lavagem, por cerca de
10 a 15 minutos a 550-950 g (Purdy, 2006). A remocao do plasma seminal pode ter efeitos deletérios
ja que, como se sabe, este tem um importante papel nutritivo e de protecdo, sendo importante

para a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato genital feminino (Lv, Wu, et al., 2019).

Apesar de, no carneiro, ndo ser de modo geral realizada a centrifugacdo pré congelacdo, num
estudo realizado em 2022, a centrifugacdo dos ejaculados, diluidos com INRA 96, possibilitou uma
taxa elevada de recuperagdo, sem efeitos deletérios na qualidade seminal e fertilidade (Neila-

montero et al., 2022).

Tal como nos bovinos, o sémen é arrefecido de modo gradual até os 4-52 C, sendo necessario tempo
de equilibrio a essa temperatura (2-4 horas). O sémen pode ser congelado em equipamento de
congela¢do automatico, com diminuicdo gradual e controlada da temperatura, quer em velocidade
fixa (-82C/ min), quer em velocidade variavel, conforme a fase de congelac¢do (entre -42C a -25°C/
minuto) (Purdy, 2006; Salamon & Maxwell, 2000). Alternativamente, pode ser processado de modo
manual, sendo o sémen colocado em vapores de azoto liquido (4 a 6 cm acima da superficie do
azoto liquido) por 10 a 20 minutos, tempo apds o qual, as palhinhas sdo imersas diretamente no
azoto liquido (Lv, Wu, et al., 2019). Quando o processo de adigdo do diluidor é feito em duas fases,

a juncgdo do glicerol é feita entre os 2-52C (Salamon & Maxwell, 2000).

O sémen é geralmente congelado em palhinhas de 0,25 mL e numa concentrac¢io de 80-500 *10°
espermatozoides/ mL (Leboeuf et al.,, 2006; Purdy, 2006; Salamon & Maxwell, 2000). A

descongelagdo é feita a 35-402C por cerca de 30-60 segundos (Lv, Wu, et al., 2019).

Torna-se importante a avaliacdo da eficacia dos varios protocolos de criopreservagdo, ndo so in
vitro, por avaliagdo subjetiva e objetiva, mas também in vivo pela sua aplicacdo (Neila-montero et
al., 2022; Bittencourt et al., 2018; Santolaria et al., 2015; Salmani et al., 2013; Dorado et al., 2007).
A maior limitacdo a aplicacdo de sémen congelado, sobretudo em ovinos, prende-se com a
necessidade de inseminacao intrauterina por laparoscopia, com o consequente aumento de custos

e de mao de obra especializada (Alvarez et al., 2019).
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Objetivos: revisdo e aquisi¢cdo de conhecimentos sobre:

e Avaliacdo de sémen de carneiro e bode: metodologia de rotina e técnicas objetivas

e Refrigeracdo e criopreservacao de sémen de carneiro e bode

Metodologia

Local: Centro de Colheita de Sémen da Herdade da Abéboda (Centro de Experimentacao do Baixo

Alentejo, Herdade da Abobada)
Introdugao

Serdo abordadas as bases tedricas da refrigeracdo e criopreservacdo de sémen em pequenos
ruminantes, realcando-se as diferencas entre as duas espécies, nomeadamente em relacdo aos
diferentes crioprotetores passiveis de serem utilizados, bem como a eventual necessidade de
remocgao do plasma seminal na criopreservacdo de sémen de bode. Serdo apresentados os dados
de vdrias equipas de investigacdo que realcam a multiplicidade de fatores que condicionam a

conservacao de sémen nesta espécie.
Componente pratica

Na componente pratica os estudantes terdo oportunidade de, apds recolha e avaliagcdo do sémen,
efetuar todos os procedimentos com vista a preparacdo de sémen refrigerado e criopreservado.
Serdo utlizados diluidores comerciais e ndo comerciais com distintos componentes. O sémen sera

posteriormente avaliado de modo subjetivo e objetivo.
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Tema 6: Avaliagdao do macho reprodutor: recolha, avaliagao e refrigeragao de sémen no garanhao
Enquadramento

O exame do garanhdo, como proposto pela Sociedade de Teriogenologia, implica um exame clinico
de estado geral, avaliacdo da genitdlia externa, avaliacdo do diametro testicular, avaliacdo da libido
e espermograma. Para um garanhdo ser considerado fértil deve ter exame clinico e da genitalia
externa sem alteracdes, os dois testiculos na bolsa escrotal, com didmetro escrotal minimo de 8
cm, apresentar libido e produzir um bilido de espermatozoides mdveis normais no segundo
ejaculado de duas recolhas, realizadas com 1 hora de intervalo (Hernandez-avilés & Love, 2021;

Varner, 2016).

O exame do garanhdo reprodutor é obrigatério para a inscricdo na maioria dos livros genealdgicos.
No caso da raca Lusitana é imprescindivel a apresentacdo de um relatdrio, previamente a avaliacdo
do garanhdo para inscricdgo como reprodutor, sendo necessario uniformizar os procedimentos e
critérios para araca. De facto, na pratica, observa-se uma grande variedade nos relatérios de exame
do reprodutor. A utilizacdo de ecografia, com ou sem doppler, para avaliacdo testicular, por
exemplo, ndo é realizada por rotina, mas é uma mais valia adicional, permitindo a determinacdo
mais precisa do volume testicular, bem como a identificacdo e caracterizacdo de lesGes testiculares

(Hernandez-Aviles & Love, 2021; Varner, 2016; Ortega-Ferrusola et al., 2014).

A recolha de sémen no garanhdo faz-se apenas por vagina artificial, utilizando égua peada ou
manequim, podendo também ser feita em estacdo (Crabtree, 2010). O treino do garanhdo é um
passo fundamental para o sucesso do procedimento, sendo de extrema importancia para a
seguranca dos operadores e dos animais (J. Dascanio & McCue, 2021; Alvarenga et al., 2016;

McDonnell, 2016).

A avaliacdo de sémen permanece como um dos dados mais subjetivos na avaliagdo do garanhao,
verificando-se que diferentes metodologias, utilizadas em diferentes laboratdrios, podem,
inclusivamente, condicionar a aprovac¢do do garanhdo como reprodutor, apesar de influenciarem
sobretudo a diferenciagdo entre um garanhdo de moderada ou elevada fertilidade (Whitesell et al.,

2020).

Além de ser parte integrante do exame do reprodutor, a avaliacdo seminal é também realizada por

rotina para preparacdo de doses inseminantes. A fertilidade apds IA depende de varios fatores
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inerentes ndo sé ao garanhdo, mas também a égua e ao prdoprio maneio reprodutivo (Prell et al.,
2020; Kareskoski et al., 2019 ; Charles C. Love, 2016; Sieme et al., 2004). A identificacdo dos fatores
gue mais se correlacionam com a fertilidade no garanhdo tem sido alvo de varios estudos

(Kareskoski et al., 2019; Barrier Battut et al., 2016).

Na avaliacdo seminal de rotina sdo incluidos fatores como o volume, a concentragdo, a motilidade
e a morfologia. Estes procedimentos, por serem muitas vezes avaliados do modo subjetivo ou
indireto, apresentam grande variabilidade. A utilizacdo de sistemas objetivos como o CASA, para
caracterizacdo da motilidade dos espermatozoides, e o NucleoCounter, para a determinacao da
concentracdo, representam um progresso importante (Hernandez-Aviles & Love, 2021). A avaliacdo
da vitalidade, através da viabilidade da membrana plasmatica, tradicionalmente realizada com
eosina-negrosina é utilizada muitas vezes em condi¢cdes de campo. Atualmente a utilizacdo de
corantes fluorescentes como o iodeto de propidium (PI, corante de ADN, cora vermelho células
mortas), o diacetato de carbonofluoresceina (CFDA, cora verde as células vivas, indica
metabolizacdo do corante e a sua retencdo em células com membrana integra) ou o SYBR-14
(corante de ADN, cora verde as células vivas) tem vindo a ser utilizada para avaliagdo da integridade
da membrana podendo ser avaliada em microscépio de fluorescéncia, em sistema CASA e com
recurso a citometria de fluxo (Brito, 2007; C. Aurich, 2005). O elevado nimero de espermatozoides
avaliados por citometria de fluxo, garante a maior objetividade desta avaliagdo (Battut et al., 2017).
A avaliacdo da morfologia pode ser feita a partir da observacdo de esfregaco corado (eosina
negrosina ou corantes como o Diff-Quik) ou utilizando contraste de fase ou microscopia de
interferéncia de contraste diferencial (DIC), a qual, como referido aumenta a precisdo da

caracterizagdo das anomalias (Whitesell et al., 2020; Varner, 2016).

A maioria do sémen utilizado atualmente na industria equina é refrigerado, estando descrito que
sémen refrigerado a 52C mantém fertilidade semelhante ao sémen fresco por cerca de 24 horas (C.
Aurich, 2008; C. Aurich, 2005). A grande variabilidade individual associada a resisténcia ao processo
de arrefecimento implica o conhecimento do processo e a aplicagdo de diferentes protocolos em

funcdo do garanhdo (Reckova et al., 2022; Aurich, 2008).

Utilizam-se, na maioria das vezes, diluidores a base de leite, sendo recomendada uma proporc¢do
minima de 1:3 (sémen: diluidor) para uma concentrac3o final de 25 a 50*10° espermatozoides/mL
(Reckova et al., 2022; Bradecamp, 2021; Papin et al., 2021; Batellier et al., 2001; P. R. Loomis &
Graham, 2008; Paul R. Loomis, 2006).

Sempre que a concentracdo do ejaculado seja inferior a 100 milhGes, o mesmo deve ser

centrifugado, existindo varios protocolos de centrifugacdo que variam em forca (300-900 G) e em
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tempo (10-20 m), os quais, na medida em que a centrifugacdo provoca sempre algum dano aos
espermatozoides, devem ser adaptados consoante a diferente suscetibilidade do ejaculado (Papin
et al., 2021; Barrier-Battut et al., 2013; C. Aurich, 2008; Paul R. Loomis, 2006). De modo geral, o
ejaculado é diluido previamente a centrifugacdo (uma parte de sémen para uma parte de diluidor).
Apds centrifugacdo e remocgdo do plasma seminal, o sémen é novamente diluido, sendo que, por
rotina, assumem-se perdas entre 20 a 30% com a centrifugacdo, perdas essas que devem ser

contabilizadas na dilui¢do final (Bradecamp, 2021; Paul R. Loomis, 2006).

A generalidade dos estudos considera que a remocdo do plasma seminal aumenta a viabilidade e
durabilidade do sémen refrigerado (Barrier-Battut et al.,, 2013), apesar de ser referido que a
manutencdo de uma pequena percentagem pode ser benéfica para a qualidade in vitro e para a
fertilidade (Gibb & Aitken, 2016). A remocado do plasma seminal permite aumentar a estabilidade
membrandria, estando associada a melhor resposta a alteracdes osméticas e menor reatividade do
acrossoma (Barrier-Battut et al., 2013) e pode reduzir as lesGes a nivel da cromatina possivelmente
por remocdo das fontes de radicais livres de oxigénio (ROS)(C C Love et al., 2002). Adicionalmente,
o plasma seminal tem vindo a ser referido como responsavel por maior resposta inflamatéria
uterina apds IA em varios estudos (J M Morrell & Rocha, 2022), sendo pratica comum em muitos

paises a sua remogao.

O procedimento standard para preparac¢do de sémen refrigerado, preconiza o arrefecimento lento
(-0,059C /minuto) até uma temperatura final de 4 a 102C, sendo generalizada a utilizacdo de caixas
de esferovite, com um tempo de transporte que geralmente variar entre 12 a 24 horas mas pode ir
até as 48 horas (Katila, 2011). Na realidade, apesar da temperatura de refrigeragdo ser usualmente
recomendada entre os 4-62C (C C Love et al., 2002), em estudos realizados com varios sistemas de
transporte e temperaturas entre os 4 e os 15 2 C, ndo ser verificaram grandes diferengas nos
parametros de motilidade apds 24-48 horas de refrigeragdao, bem como na fertilidade apds IA

(Cuervo-Arango et al., 2015; Brinsko S.P., Rowan K.R., Varner D.D. & T.L., 2000).

Apesar da maioria dos protocolos de conservagdao de sémen, implicar a redugao da sua atividade
metabdlica, através do arrefecimento, tém vindo a ser desenvolvidos estudos no sentido de criar
um diluidor que permita manter a longevidade do sémen do garanhdo, sem necessidade de

arrefecimento/congelacdo (Wiebke et al., 2021;Gibb & Aitken, 2016).

Objetivos: revisdo e aquisi¢do de conhecimentos sobre:

e Recolha de sémen no garanh3o: recolha em égua e em manequim, modelos de vagina artificial,

preparacao e utilizacao
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e Avaliacdo de sémen no garanhdo: metodologia de rotina e técnicas objetivas
e Critérios a utilizar na avaliacdo seminal: objetivos e uniformizacao de critérios

e Processamento de sémen para utilizacdo em inseminacao artificial: sémen fresco e refrigerado

Metodologia
Local: Centro de Reprodugio; Unidade Clinica de Alter
Introdugao

Na introducdo serdo abordadas as particularidades do treino, recolha, avaliagdo e processamento
do sémen do garanhdo. Serdo explicadas as varias metodologias passiveis de ser utlizadas na
avaliagdo seminal, bem com a sua variabilidade, sensibilidade e especificidade. Serdo apresentados
resultados de estudos em varias racas, no que concerne os varios fatores que afetam a qualidade
seminal no garanhdo. Serdo dados exemplos de varios diluidores e sua composicdo, curvas de

arrefecimento e métodos utilizados na refrigeracao e transporte do sémen.
Pratica

Na componente pratica, os alunos terdo oportunidade de realizar os procedimentos
nomeadamente, preparar os varios modelos de vagina artificial, preparar o garanh3o para a recolha
e efetuar a recolha de sémen. Serd efetuada a recolha de sémen no garanhdo, utilizando
preferencialmente manequim de modo a garantir a seguranga dos estudantes. O acompanhamento
e realizacdo de colheitas em garanhdes ja treinados, com equipamento de prote¢do adequado,
permitira a realizagdo efetiva desta componente pratica. A existéncia de grande variabilidade no
gue concerne o comportamento no garanhdo faz com que esta pratica seja imprescindivel para os
estudantes. Os alunos prepararao a sala, os animais e todo o material, incluindo vagina artificial e

lavagem do garanhdo pré recolha.

Apods recolha, o sémen serd avaliado em laboratério, volume filtrado, aspeto macroscépico,
concentragdo (contagem manual e determinagdo em espectrofotometro), motilidade pré e pds
diluicdo e morfologia. Na avaliagdo da morfologia serdo utilizadas varias coloragdes e contraste de
fases. Serd igualmente efetuada a avaliacdo utilizando sistema computorizado da andlise de sémen

(CASA), o que permite aferir a uniformizar critérios de avaliagao.

Apds avaliacdo os alunos efetuarao todos os cdlculos para determinac¢do de dose inseminante com
sémen fresco e refrigerado, preparando doses de sémen para aplica¢do. Serao utilizadas diferentes
forgas e tempos de centrifugacdo de modo a que os alunos possam avaliar os diferentes passos e

pontos criticos do processo.
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Tema 7: Criopreservacao de sémen no garanhao

Enquadramento

A criopreservacdo esta associada a perda de qualidade do sémen apds descongelacdo,
nomeadamente através da inducdo de alteragdes estruturais nos espermatozoides (Atroshchenko
et al.,, 2019). No entanto, nos ultimos anos, a melhoria da fertilidade aquando da utilizagdo de
sémen congelado, tem levado ao aumento da sua utilizacdo. A melhoria da fertilidade apds
inseminacdo artificial (IA) com sémen congelado pode estar associada a vdrios fatores,
nomeadamente a técnica de IA intrauterina profunda, que permite reduzir a dose inseminante, a
utilizacdo de novos crioprotetores e a utilizagdo de técnicas que permitem a selecdo de
espermatozoides previamente a criopreservacdo (J. Aurich et al., 2020; Sichtaf et al., 2019; Al-

Essawe et al., 2018; Alvarenga et al., 2016).

A resisténcia a criopreservacdo de sémen apresenta uma grande variabilidade individual no
garanhdo, sendo influenciada por varios fatores como a idade, sazonalidade, raca (Aurich et al.,
2020; Greiser et al., 2020; Jiménez-Rabadan et al., 2016; Loomis & Graham, 2008; C C Love et al.,
2002; P. R. Loomis, 2001). De modo geral pode dizer-se que a fertilidade do sémen criopreservado

de garanhao é inferior a de outras espécies. Uma das razdes apontadas para a menor resisténcia a
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criopreservacdo prende-se que a o facto da sele¢do nesta espécie ser sobretudo baseada em
caracteres morfoldgicos e em qualidade desportiva (Al-Essawe et al., 2018; P. R. Loomis & Graham,
2008). Devido a grande variabilidade individual, os garanhdes sdao, muitas vezes, classificado como
bons, médios e maus refrigeradores/congeladores, de acordo com a resisténcia dos

espermatozoides ao processo de criopreservacdo (P. R. Loomis & Graham, 2008).

O processo de criopreservagdo, como nas outras espécies, implica stress osmotico, lesdo por cristais
de gelo, stress oxidativo e lesdo a nivel do ADN, provocando alteracées na membrana plasmatica,
peroxidacdo lipidica, aumento significativo dos niveis de radicais livres de oxigénio (ROS), lesdo
mitocondrial e fragmentacdao da ADN, com consequente diminuicdo da motilidade e reducao da
fertilidade (Yeste et al., 2015; Watson, 2000), sendo que, os garanhdes produtores de ejaculados
com elevada congelabilidade apresentam maior percentagem de espermatozoides vidveis com
elevado conteddo em perdxidos e superéxidos em comparacdo com os garanhdes com baixa

congelabilidade (Yeste et al., 2015).

Existem diferentes protocolos de congelacdo, com diferentes diluidores os quais podem ser
adaptados em fungdo do garanhdo e da qualidade inicial do ejaculado (Bubenickova et al., 2020;

Nikitkina et al., 2020; Al-Essawe et al., 2018; Alvarez et al., 2014; Loomis & Graham, 2008).

A centrifugacdo é, geralmente, o processo mais utilizado na pré congelagdo. O principal objetivo da
centrifugacdo é a remocdo do plasma seminal e a concentracdo da fragcdo espermatica, sendo que
um processo eficaz pretende recuperar o maximo possivel de espermatozoides, com um minimo
de efeitos deletérios para os mesmos (Varner, 2016). Apesar da generalidade dos protocolos de
congelac¢do implicar a remogdo do plasma seminal por centrifugagdo, alguns estudos mostraram os
efeitos benéficos da adicdo de determinadas proteinas seminais na qualidade do sémen
criopreservado, sendo o efeito dependente da concentragdo a que sdo adicionadas (Bubenickova
et al.,, 2020). Alternativamente a centrifuga¢do, outros métodos como a filtragdo podem ser

utilizados para remocgdo do plasma seminal (Alvarenga et al., 2016).

Como referido, os diluidores incluem geralmente aglcares, substancias tampao, eletrdlitos, gema
de ovo e leite ou subprodutos do leite (Batellier et al., 2001). E fundamental a propor¢do de cada
componente, de modo a assegurar a osmolaridade do diluidor a qual, em conjunto com a
manutencdo do pH pelas substancias tampdo, tem um papel central na manutencdo da motilidade
apds arrefecimento. Na congelacdo de sémen de garanhdo, como crioprotetores foram
tradicionalmente utilizados, produtos de origem bioldgica, como a gema de ovo e o leite ou seus
derivados, os quais, pela sua natureza bioldgica, podem incluir substancias deletérias para os

espermatozoides. Na ultima década foram desenvolvidos varios diluidores comerciais, com
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composicdo quimica definida, que sdo atualmente os mais utilizados na refrigeracdo e
criopreservacdo de sémen (Sichtaf et al., 2019). A utilizagdo de diluidores inicialmente
desenvolvidos para ruminantes apresenta-se como uma boa alternativa, originando resultados in
vitro e in vivo (fertilidade apés IA) semelhantes aos diluidores desenvolvidos para a espécie equina
(Nikitkina et al., 2020). A utilizacdo de diferentes crioprotetores, nomeadamente glicerol, derivados
do glicerol, metilamidas, em associa¢do ou isolados, permite aumentar a qualidade sémen apés

criopreservacdo (Alvarez et al., 2014).

O sémen é geralmente criopreservado a uma concentra¢do de 200 a 400*10%/ mL e em palhinhas
de 0,5 mL. As caracteristicas iniciais do ejaculado condicionam o n.2 de doses possiveis de
criopreservar, sendo que o n.2 de espermatozoides total do ejaculado é uma das varidveis que
contribui de modo mais significativo para o n.2 de doses criopreservadas por recolha (Aurich et al,
2020; Alvarenga et al., 2016). A qualidade do ejaculado pode ser melhorada recorrendo a algumas
técnicas de processamento, as quais implicam conhecimento e destreza na manipulacdao dos

ejaculados (Al-Essawe et al., 2018; Hidalgo et al., 2017).

Apos diluicdo e enchimento das palhinhas inicia-se o processo de arrefecimento/congelacdo. A
curva de arrefecimento/congelacdo depende dos diluidores utilizados sendo, regra geral,
processado em duas fases com diferentes velocidades de arrefecimento: até 52C com velocidade
de 32 a 5 2 C/minuto e a partir dos 52C a uma velocidade de 20-502C/minuto até aos -1962C
(Alvarenga et al.,, 2016). Os tempos de equilibro variam entre os 20 minutos e as 2 horas,

dependentemente do diluidor.

A criopreservagao pode ser feita de modo manual, com recurso a caixa térmica e a vapores de

azoto, ou em congelador automatico ( McCue, 2021; Nikitkina et al., 2020; Alvarenga et al., 2016).

A selecdo do sémen apds congelacdo/descongelacdo, é muitas vezes efetuada com base na
motilidade, sendo considerada aceitdvel uma motilidade igual ou superior a cerca de 30-35 %
(McCue, 2021; Vidament et al., 2005). A existéncia de garanhdes cujo sémen apresenta elevada
motilidade e baixa fertilidade apds descongela¢do e de outros com elevada fertilidade e baixa
motilidade, implica a necessidade de utilizacdo de metodologias diferentes na avaliacdo do sémen
apos congelacdo/descongelacdo, sendo aceite que um Unico teste ndo é suficiente para prever a
fertilidade ap6s utilizacdo de sémen congelado (Hernandez-Avilés et al., 2019; Battut et al., 2017;

Charles C. Love, 2016; Pefia et al., 2016; Varner, 2016) .
Objetivos: revisdo e aquisi¢do de conhecimentos sobre:

e Processamento do sémen de garanhdo para congelagdo: recolha, avaliagao, centrifugacao, fases

de arrefecimento
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e Avaliacdo do sémen pré congelacdo e apds descongelacdo: efeito da qualidade inicial do

ejaculado.

Metodologia:
Local: Centro de Reprodugdo; Unidade Clinica de Alter
Introdugao

Serdo abordados os diferentes passos da criopreservagao, diferentes curvas de arrefecimento e
diferentes métodos (manual ou com utilizagdo de equipamento de congelacdo automatica). Serdo
igualmente abordados os diferentes diluidores e suas caracteristicas e apresentados resultados

obtidos com a sua utilizagao.
Componente pratica

Nesta componente os estudantes terdo oportunidade de realizar todos os passos da
criopreservacao de sémen, desde a recolha e avaliacdo inicial, a utilizacdo de vdrias forgas e
velocidades de centrifugacdo, utilizacdo de diferentes diluidores, preparacao do arrefecimento e
criopreservacao propriamente dita. Apds criopreservacao o sémen sera descongelado e avaliado

utilizando as metodologias tradicionais, bem como o sistema CASA.
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Tema 8: Processamento de sémen de garanhdes maus refrigeradores/congeladores
Enquadramento

Na selecdo na espécie equina os critérios de sele¢do ndo incluem, na maioria das racas, os
caracteres reprodutivos (Al-Essawe et al., 2018). Assim, sabe-se que apenas 20 % dos garanhdes
resiste bem a criopreservacdo e que cerca de 20-50% dos garanhdes produz sémen que resiste mal
aos processos de arrefecimento e congelacdo (Vidament et al., 1997). A variabilidade ocorre ndo
sé entre garanhdes, mas também entre ejaculados do mesmo garanhdo (Loomis & Graham, 2008).
Na medida em que a refrigeracdo e congelacdo sao fundamentais na inddstria equina, importa
conhecer as vdrias metodologias disponiveis, passiveis de serem utilizadas na melhoria da
qualidade do sémen pré e pds refrigeragdo/congelacdo. Ha varias técnicas que podem ser aplicadas
com vista a melhorar a qualidade do sémen, sendo que, de modo geral, podem envolver processos
de centrifugacdo e diferentes métodos de selecio dos espermatozoides baseados nas suas
caracteristicas, nomeadamente a motilidade (migracdo ou swimming up), a integridade de
membrana (filtracdo) e a motilidade, morfologia, viabilidade e integridade da cromatina
(centrifugacdo com coloide) (Al-Kass et al., 2021; Papin et al., 2021; Sichta¥ et al., 2019; Hidalgo et
al., 2017; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011). A adicdo de diferentes componentes ao sémen,
nomeadamente fragcdes do plasma seminal, proteinas do plasma seminal, antioxidantes permite
aumentar a resisténcia ao processo de criopreservacdo, podendo ser aplicada isolada ou associada

a outras técnicas (Contreras et al., 2020; Sichtaf et al., 2019; Al-Essawe et al., 2018).

A centrifugagdo, utilizada para concentrar o ejaculado e remover o excesso de plasma seminal, deve
procurar recuperar o maximo de espermatozoides, mas sem comprometer a sua integridade e pode
ser aplicada com diferentes forgas e tempos, com ou sem a utilizagdo de “almofadas” (Carroll, 2013;
Bliss et al., 2012; Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011). A utilizacdo de compostos com o iodixanol,
como almofada (cushion), permitiu aumentar a forca e tempo de centrifugacdo, e,
consequentemente, a taxa de recuperagdo, protegendo os espermatozoides das lesGes associadas
ao processo. Pode ser aplicado em tubos Falcon de base cdnica ou em tubos com extremidade em
ponta (nipple), sendo os ultimos recomendados quando a concentragdo do ejaculado é baixa
(Alvarenga et al., 2016; Bliss et al., 2012). Apesar de, inicialmente, se recomendar a utilizacdo de
3,5 mL de solucgdo de iodixanol atualmente este volume pode ser reduzido a volumes minimos de
1 (Bliss et al., 2012) a 0,2 mL (Charles Love, comunica¢do pessoal), o que permite que ndo seja
necessaria a sua remocdo apods o processo, facilitando a aplicacdo da técnica. A utilizagcdo de forgas
de centrifugacdo de cerca de 1000 G durante 20 minutos, possivel com a utilizacdo destes
compostos, permite a recuperagdo de 90 a 95% dos espermatozoides. Como referido

anteriormente, o sémen é geralmente diluido pré centrifugagdo, tendo os diluidores,
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nomeadamente os diluidores um papel importante por conterem antioxidantes os quais podem
contrariar a libertacao de radicais livres de oxigénio (ROS) associada a centrifugacao (J. M. Morrell

& Rodriguez-Martinez, 2011).

Alguns estudos contemplaram a utilizacdo de técnicas alternativas a remogao do plasma seminal
por centrifugacdo, utilizando o swimming up. Esta técnica assenta na motilidade dos
espermatozoides de uma suspensdo para outra, ndo existindo nenhuma selecdo com base na
morfologia, integridade da cromatina, viabilidade, ou integridade do acrossoma. Apesar de haver
algumas modificacdes que podem aumentar a seletividade desta técnica, esta ndo é utilizada por
rotina na medida em que apenas permite uma baixa taxa de recuperacdo (J. M. Morrell &
Rodriguez-Martinez, 2011). No entanto, num estudo realizado por Hidalgo et al. (2017) a taxa de
recuperacao utilizando uma técnica de swimming up modificada, foi semelhante a centrifugacao
com coloide, apesar de esta técnica ndo permitir a separacdao completa do plasma seminal, sendo

por isso, referida como menos eficaz que a centrifugacao com coloide.

A filtracdo é apontada por alguns autores com uma alternativa menos dispendiosa, pratica e de
aplicagdo mais célere. Apesar de originar menor taxa de recuperacdo e menor motilidade apds
refrigeracdo, quando comparado com a centrifugacdo com almofada (cushion), pode ser uma

alternativa em termos praticos em condi¢des de campo (Roach et al., 2016).

A centrifugacdo utilizando coloides pode ser subdividida entre centrifugacdo utilizando gradientes
de densidade e centrifugacdo em monocamada (SLC, single layer centrifugation) (Papin et al., 2021;
J. M. Morrell & Rodriguez-Martinez, 2011). Nesta técnica, o sémen, previamente diluido, é
centrifugado através de um coloide. Durante este processo os espermatozoides movem-se para o
ponto que corresponde a sua prépria densidade, tendo como objetivo que a conjugacgao da forga e
tempo de centrifugacdo, associados as caracteristicas do coloide permitam formar um pellet de
espermatozoides de boa qualidade na base do tubo de centrifugacdo. Inicialmente o processo
implicava varios coloides com diferentes densidades (gradiente de densidade) mas, atualmente,
utiliza-se sobretudo a centrifugagdo utilizando um coloide em monocamada (SLC), especifico para
cada espécie. O procedimento tem sido amplamente utilizado no processamento de sémen de
garanhdo, permitindo a selecdao de espermatozoides de boa qualidade, previamente ao processo
de criopreservacdo (Morrel et al., 2009), apesar de se observar uma grande variabilidade entre
garanhdes na qualidade dos ejaculados apds aplicacdo do processo (Al-Kass et al 2021).
Adicionalmente a utilizagcdo de SLC permite melhorar a qualidade microbioldgica do ejaculado sem
efeitos significativos nos parametros cinéticos de avaliacido do sémen apds congelacdo e

descongelagdo (Guimardes et al., 2015).
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A adicdo de plasma seminal de garanhdes com diferente resisténcia a criopreservagao (bons a maus

“congeladores”), apds centrifugacao utilizando filtros de monocamada, ndo influenciou a qualidade

do sémen apds congelacdo/descongelacdo (Al-Essawe et al., 2018). A adi¢do de antioxidantes aos

diluidores de sémen de garanhdo apresenta resultados promissores na melhoria da eficécia do

processo (Contreras et al., 2020).

Objetivos: aquisicdo de conhecimentos no que concerne:

¢ |dentificagdo de garanhdes mau refrigeradores/congeladores: avaliagdo de sémen refrigerado e
congelado

e Avaliacdo do sémen pré congelacdo e apds descongelacao

e Processamento de sémen de ma qualidade: centrifugacdo a diferentes forcas e tempos,

utilizacdo de coloides de monocamada, com diferentes gradientes e de “almofada” (cushion

fluid).

Metodologia
Local: Centro de Reprodugao; Unidade Clinica de Alter
Introdugdo

Serdo explicados os processos passiveis de serem utilizados no processamento de garanhdes maus
refrigeradores/congeladores e a sua fundamentacdo tedrica, nomeadamente no que concerne a
centrifugacdo, utilizacdo de diferentes diluidores, adicdo de diferentes aditivos e diferentes
técnicas de processamento com a utilizagdo de centrifugacdo com filtros de monocamada (SLC),
bem como a utilizacdo de “almofada” de centrifugacdo (cushion fluid). Serdo apresentados
resultados da aplicagdo de varias técnicas de processamento em diferentes racas e por diferentes

equipas, com variagoes particulares para cada técnica.
Componente pratica

Nesta componente os estudantes terdo oportunidade de realizar a maioria dos passos do
processamento do sémen passiveis de serem utilizados na pratica clinica para a melhoria da sua
qualidade pré e pos criopreservagdao. Nomeadamente serdao aplicados processos de centrifugacao,
com diferentes tempos e forgas gravitacionais (g), utilizagcdo de SLC, centrifugacdo com almofada
(cushion fluid), bem como a combinagdo de duas ou mais técnicas. Pré e pds criopreservagdo o

sémen serd avaliado utilizando as metodologias tradicionais e o sistema CASA.
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Sichtat, J., Bubenitkova, F., Sirohi, J., & Simonik, O. (2019). How to increase post-thaw semen quality in poor
freezing stallions: Preliminary results of the promising role of seminal plasma added after thawing.
Animals, 9(7). https://doi.org/10.3390/ani9070414

Varner, D. D. (2016). Strategies for Processing Semen from Subfertile Stallions for Cooled Transport.
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Tema 9: Centros de recolha e congelagao de sémen: enquadramento e licenciamento

A legalizacdo de um centro de recolha e congelacdo de sémen tem um enquadramento legal
especifico, devendo respeitar, ndo so condicdes sanitarias, mas também condicdes de seguranca e
de bem-estar animal. O processo é complexo e envolve varias entidades nomeadamente a Direcdo
Regional de Agricultura, a Divisdo de Intervencdo Veterindria e Direcdo Geral de Alimentacdo e

Veterinaria.

Do ponto de vista sanitdrio é fundamental prevenir a transmissdao de doencas de acordo com os
regulamentos europeus, aplicando as medidas de biosseguranga necessarias, realizando os testes
de diagnéstico recomendados, os quais diferem entre espécies animais, e assegurando as condicdes
sanitarias das instala¢cdes e medidas de controlo das mesmas (Comissdo europeia, 2020; 2019,
2016; OIE, 2019; Ministério da Agricultura, 2004). Como aspetos mais relevantes no processo
importa salientar a classificagdo necessaria, de acordo com o regime do exercicio da atividade
pecudria (REAP), as regras de admissao dos animais e os tempos de quarentena, as instalagdes,
incluindo quarentena e tratamento de efluentes, o circuito dos animais no centro, os
procedimentos de recolha, avaliacdo e processamento do sémen e as regras para armazenamento
de produtos germinais (Comissdo europeia, 2020; 2019, 2016; Ministério da Agricultura, 2013,
2004; OIE, 2019)

Devem ser respeitadas as boas praticas laboratoriais de modo a garantir condicées de

biosseguranca (OIE, 2019).
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Metodologia:

Local: Polo da Mitra

Exposigao tedrica: como legalizar um centro de recolha e congelagdo de sémen

Serd efetuado seminario presencial ou on line em que se convidardo os varios intervenientes no
processo de legalizacdo de um centro de recolha e congelacdo de sémen. Nesta apresentacdo
procurar-se-a apresentar um fluxograma dos varios passos de licenciamento de um centro, bem
como abordar os manuais de procedimentos existentes para os trés centros com os quais os alunos

tiveram contacto ao longo das aulas praticas.
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Anexos

Anexo 1 Estrutura curricular Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Universidade de

Evora
Unidade curricular Area Cientifica Ano Semestre Horas de
curricular trabalho

totais
Anatomia | MV 1.2 1.2 Semestre 156,0
Histologia Geral CBIO 1.2 1.2 Semestre 78,0
Bioquimica | BIOQ 1.2 1.2 Semestre 156,0
Exognodsia Z00 1.2 1.2 Semestre 78,0
Agricultura e Ambiente AGR 1.2 1.2 Semestre 78,0
Fundamentos de Bioestatistica MAT 1.2 1.2 Semestre 78,0
Embriologia Médica CBIO 1.2 1.2 Semestre 78,0
Estratégias de Comunicagdo MV 1.0 1.2 Semestre 78,0
Anatomia Il MV 1.9 2.2 Semestre 156,0
Histologia Veterinaria CBIO,MV 1.2 2.2 Semestre 156,0
Bioquimica Il BIOQ 1.2 2.2 Semestre 156,0
Biofisica Aplicada a Medicina Veterinaria FIS 1.2 2.2 Semestre 78,0
Genética Molecular Aplicada CBIO 1.2 2.2 Semestre 78,0
Atividades complementares | MV 1.2 Anual 78,0
Optativas do grupo 1 1.2 2.2 Semestre 78,0
Melhoramento Genético Animal Z00 2.0 1.2 Semestre 156,0
Anatomia lll MV 2.0 1.2 Semestre 156,0
Fisiologia Animal | MV 2.9 1.2 Semestre 156,0
Parasitologia Veterinaria | MV 2.9 1.2 Semestre 156,0
Microbiologia Médica | MV 2.2 1.2 Semestre 156,0
Principios de Nutricdo Animal Z00 2.2 2.2 Semestre 78,0
Fisiologia Animal Il MV 2.2 2.2 Semestre 156,0
Microbiologia Médica Il MV 2.2 2.2 Semestre 78,0
Parasitologia Veterinaria Il MV 2.2 2.2 Semestre 156,0
Imunologia Veterinaria MV 2.2 2.2 Semestre 78,0
Bem-Estar Animal 200 2.9 2.2 Semestre 156,0
Atividades complementares Il MV 2.2 Anual 78,0
Alimentagdo e Dietética Animal Z00 3.2 1.2 Semestre 156,0
Patologia Geral MV 3.2 1.2 Semestre 78,0
Semiologia Médica | MV 3.2 1.2 Semestre 78,0
Farmacologia MV 3.2 1.2 Semestre 78,0
Imagiologia MV 3.2 1.2 Semestre 156,0
Semiologia Cirurgica MV 3.2 1.2 Semestre 78,0
Tecnologia dos Produtos Animais | EAGRO 3.2 1.2 Semestre 78,0
Epidemiologia MV 3.2 1.2 Semestre 78,0
Reprodugdo Animal MV 3.2 2.2 Semestre 78,0
Anatomia Patoldgica | MV 3.2 2.2 Semestre 156,0
Semiologia Médica Il MV 3.2 2.2 Semestre 156,0
Anestesiologia MV 3.2 2.2 Semestre 156,0
Producdo Animal 200 3.2 2.2 Semestre 156,0
Tecnologia dos Produtos Animais |l EAGRO 3.2 2.2 Semestre 78,0
Farmacoterapeutica e Resisténcia a Farmacos | MV 4.2 1.2 Semestre 78,0




Unidade curricular Area Ano Semestre Horas de
Cientifica curricular trabalho
totais
Anatomia Patoldgica Il MV 4.2 1.2 Semestre 156,0
Cirurgia de Animais de Companhia | MV 4.2 1.2 Semestre 156,0
Andrologia, Ginecologia e Obstetricia MV 4.2 1.2 Semestre 156,0
Doengas Infeciosas | MV 4.9 1.2 Semestre 156,0
Doengas Parasitarias | MV 4.2 1.2 Semestre 78,0
Toxicologia Veterinaria MV 4.2 2.2 Semestre 78,0
Cirurgia de Animais de Companhia ll MV 4.2 2.2 Semestre 156,0
Doengas Infeciosas Il MV 4.9 2.2 Semestre 156,0
Doengas Parasitarias Il MV 4.2 2.2 Semestre 156,0
Medicina Interna de Animais de Companhia MV 4.0 2.2 Semestre 78,0
Atividades Hospitalares | MV 4.0 Anual 78,0
Optativas do grupo 2 4.2 2.2 Semestre 78,0
Medicina de Animais de Companhia | MV 5.2 1.2 Semestre 156,0
Etica e Deontologia MV 5.2 1.2 Semestre 78,0
Clinica e Cirurgia de Equinos | MV 5.2 1.2 Semestre 78,0
Clinica e Cirurgia de Ruminantes MV 5.2 1.2 Semestre 156,0
Inspecdo Sanitaria | MV 5.2 1.2 Semestre 156,0
Higiene e Saude Publica MV 5.2 1.2 Semestre 78,0
Economia e Gestdo da Saude Animal ECN 5.2 1.2 Semestre 78,0
Medicina de Animais de Companhia Il MV 5.2 2.2 Semestre 78,0
Clinica e Cirurgia de Equinos Il MV 5.2 2.2 Semestre 156,0
Clinica de Suinos, Aves e Coelhos MV 5.2 2.2 Semestre 78,0
Inspecgdo Sanitaria Il MV 5.2 2.2 Semestre 156,0
Vigilancia Epidemiolégica e Gestdo do Risco Myv 5.2 2.2 Semestre 156,0
em Medicina Preventiva
Atividades Hospitalares Il MV 5.2 Anual 78,0
Optativas do grupo 3 5.2 2.2 Semestre 78,0
Estagio Curricular MV 6.2 1.2 Semestre 780,0




Anexo 2 Técnicas reprodutivas em ruminantes e equinos 2: Inseminagao artificial, produgao e

criopreservagao de embrides: distribuicao dos temas

Distribuicao dos temas Horas tedrico-praticas

1. Sincronizagdo de cios e inseminacao artificial em bovinos

. Sincronizagdo de cios e inseminagdo artificial em pequenos ruminantes

. Inseminagdo por laparoscopia em pequenos ruminantes

. Maneio reprodutivo e inseminagdo artificial em equinos

. Produgdo in vivo de embrides: conceitos gerais

. Ovulagdo multipla e transferéncia de embrides em bovinos

. Ovulagdo multipla e transferéncia de embrides em pequenos ruminantes

. Recolha e transferéncia de embriGes em equinos

OVl WIN

. Criopreservagdo de embrides: congelagdo lenta e vitrificagdo

R W|HA|BDININININ|N

10. Equipa de colheita e /ou produgio de embrides: enquadramento legal




Anexo 3: Modelo de ficha de avaliagao de apresentacao de artigo

Nome

Numero | Ano

| Data

Tema do artigo

Aspetos mais relevantes da investigacao

Pontos criticos

Aspetos praticos para o tema em estudo

Novas questdes que esta investigagao suscita

Autoavaliagao

Justificacao

Avaliacdo do docente

Justificacao

Assinatura do aluno

Assinatura do docente




Anexo 4: Modelo de ficha de avaliagao de realizagdo de procedimento pratico

Nome

Numero | Ano: | Data

Procedimento desenvolvido

Descrigdo sumadria do procedimento

Principais dificuldades

Aspetos a melhorar

Autoavaliagao

Justificagdo

Avaliacao do docente

Justificagdo

Assinatura do aluno

Assinatura do docente




