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RESUMO

A técnica de inseminagdo artificial (IA) revolucionou a producdo de varias
espécies animais, ndo apenas em termos de gestao e organizacao, mas principalmente na
melhoria do valor genético dos efectivos animais. Com o sémen de alguns machos
melhoradores € possivel inseminar milhares de fémeas por ano, em qualquer parte do
Mundo.

Esta técnica esta bem implantada em paises como a Federacdo Russa, Franca,
Australia, Nova Zelandia, China, Brasil e Argentina, e mais recentemente, tem-se
expandido particularmente nos paises do Leste Europeu. Nestes paises, ela esta
integrada em programas de melhoramento genético animal. Em Portugal a 1A encontra-
se muito pouco difundida, fundamentalmente, devido a idade dos criadores, aos
sistemas de exploracdo, a dimensdo dos efectivos, a falta de meios técnicos e aos custos.

A revisdo bibliogréfica da presente dissertacdo incidiu sobre diferentes aspectos
da aplicacdo da técnica de IA em pequenos ruminantes de modo a realcar algumas das
semelhancas e das diferencas entre a IA em ovinos e em caprinos.

O trabalho préatico procurou alcancar varios objectivos: avaliar a eficiéncia de
protocolo progestagénico “curto” (PGF,, + FGA) e os efeitos da aplicacdo de duas
doses de eCG (300 Ul e 500 Ul) na sincronizagédo do cio de cabras da raca Serrana,
ecétipo Transmontano, no més de abril. Simultaneamente avaliou-se os efeitos de
diferentes factores (dose de eCG, método de preservacao do sémen, diluidores seminais,
cor da mucosa e grau de lubrificacdo vaginal, local de deposicdo do sémen e refluxo
cervical pés I1A), sobre a taxa de fertilidade das cabras Serranas, ec6tipo Transmontano.

Em meados de abril todas as cabras estudadas estavam ciclicas. Cerca de 94,2%
das cabras responderam aos tratamentos aplicados, sem efeito significativo da dose de
eCG administrada. Aos 40 dias de gestacédo a taxa de fertilidade foi de 74,6%, ndo foi
afetada pela dose de eCG, pelo método de preservacdo do sémen e pelos diluidores
seminais. Todavia a cor da vagina e o grau de lubrificacdo vaginal, o local de deposicédo

do sémen e o refluxo cervical afectaram significativamente a taxa de fertilidade.

Palavras-passe: Caprinos, Serrana, eCG, inseminacéo artificial.
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ABSTRACT

The artificial insemination (Al) technique changed Animal Production, not only
for organization and management issues, but mainly because it improved rapidly the
genetic value of many animal flocks. Several genetic superior males’ ejaculates may
inseminate thousands of females per year and around the world.

This technique is well implanted in several countries: Russian Federation, France,
Australia, New Zealand, China, Brasil and Argentina and more recently particularly in
Eastern Europe. In all this countries its part of animal genetic improvement programs.
Al has almost no meaning in Portugal, mainly for breeder’ age, animal production
systems, flocks size, lack of certified labs, well prepared technicians and costs.

The monography presents several issues associated to the application of this
technique to small ruminants and to elucidate similarities and differences between sheep
and goat Al techniques.

This study had several goals: assess the efficiency of a short-term progestogens
treatment and the effects of different eCG doses (300 Ul vs. 500 Ul) to synchronize
estrus in Serrana, ecotype Transmontano, goats in Abril. Simultaneously it was
evaluated the effect of several different parameters in the fertility rate (eCG doses,
semen preservation methodology, semen extenders, vagina mucous color, vaginal lube
level, semen deposition place and cervical reflow).

By mid-April all Serrana goats were cyclic. About 94.2% of these goats
responded to synchronization protocols, with no significant effect of eCG dose. Forty
days after Al the fertility rate was of 74.6% with no significant effect of eCG dose,
semen preservation methodology and semen extender. However vagina mucous color,
lube level, semen deposition place and cervical reflow affected significantly the fertility
rate.

Key-words: Goats, Serrana, eCG, artificial insemination.
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| - INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (1A) é uma técnica reprodutiva que consiste na colocacao,
de modo artificial, de sémen no tracto genital feminino (ndo se recorre a monta natural)
(Gordon, 1997, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006, Morrell, 2011 e Valentim et al.,
2016d). E a Tecnologia de Reproducdo Assistida (ART) mais antiga (Cortez, 2012) e
utilizada em animais de producdo (Morrell, 2011).

Sao multiplos os aspectos a ter em conta na aplicagdo da técnica de IA (Steyn,
2003). Nos machos ha que melhorar as caracteristicas genéticas, individuais (estado de
saude, condicdo corporal (CC), alimentacdo, condigdes ambientais e relacdes sociais) e
a capacidade de producdo de sémen em quantidade e qualidade, as técnicas de recolha
(vagina artificial vs. electroejaculacdo), as analises seminais, a diluicdo e a preservagado
do sémen (Steyn, 2003 e Aisen e Venturino, 2004). Nas fémeas ha que melhorar a sua
aptiddo reprodutiva (genéticas, individuais, ambientais e sociais), as técnicas de
controlo da actividade reprodutiva e a IA cervical (sémen fresco ou refrigerado) ou
intra-uterina  (congelado), por laparoscopia, com semen preferencialmente
congelado/descongelado (Steyn, 2003 e anel et al., 2005).

A A foi inicialmente desenvolvida para controlar a propagacdo de doencas, evitar
0 transporte de animais com possiveis patologias e o seu contacto fisico directo com as
fémeas (Eaglesome e Garcia, 1997 e Morrell, 2011). O uso de diluidores seminais com
antibidticos e antiflngicos ajuda a prevenir a transmissdo de doencas bacterianas e
fangicas (Morrell, 2011).

As vantagens e desvantagens da A séo as seguintes:

Vantagens da IA

— Estende os limites geogréaficos e temporais da cobri¢do natural (Baril et al.,
1993, Chemineau et al., 1996, Aisen, 2004b, Granados et al., 2006, Morrell,
2011 e Valentim et al., 2016d).

— Permite aumentar o rigor dos registos reprodutivos (Baril et al., 1993, Haresign,
1993 e Aisen, 2004a).

—A |A é uma potente ferramenta reprodutiva quando associada a outras
biotecnologias como a criopreservacdo seminal e a sexagem de sémen (Aisen,
2004a e Morrell, 2011).



— Facilita o transito nacional e internacional de material genético (Aisen,
2004a,b).

— O ganho genético e produtivo pode ser aumentado mais rapidamente (Baril et
al., 1993, Haresign, 1993, Gordon, 1997, Chemineau et al., 1996, Eaglesome e
Garcia, 1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a,b, Anel et al., 2005, Granados
et al., 2006, Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d).

— Facilidade nos testes de descendéncia (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Leboeuf
et al., 2000, Aisen, 2004a; e Fonseca et al., 2010; citados por Valentim et al.,
2016d).

— O processo reprodutivo pode ocorrer com animais portadores temporarios de
deficiéncias fisicas, fisiologicas e comportamentais (Aisen, 2004a, Granados et
al., 2006 e Morrell, 2011).

— A A pode ser usada para conservar ragas raras ou em perigo de extingdo (Aisen,
2004a,b e Monrell, 2011).

— Possibilita um melhor controlo das actividades reprodutiva e produtiva dos
efectivos, o que traz claras vantagens econdémicas (Baril et al., 1993, Gordon,
1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006 e Valentim et
al., 2016d). Escolha mais precisa da época de partos (Baril et al., 1993, Leboeuf
et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006 e Valentim et al., 2016d).
Criacdo de lotes de animais para venda mais uniformes ou na mesma fase do
ciclo produtivo (Baril et al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados
et al., 2006 e Valentim et al., 2016d). Programacdo mais precisa da utilizagédo
da méo-de-obra (Valentim et al., 2016d).

—Permite a identificacdo atempada de situacdes de subfertilidade masculina
(Gordon, 1997).

— Facilita 0 maneio dos efectivos aumentando a seguranca fisica dos criadores
(Baril et al., 1993, Aisen, 2004a e Haresign, 1993). Por outro lado, porque
facilita a criacdo de lotes, permite a implementacdo de técnicas de maneio t&o
simples como o flushing, o steaming up e a assisténcia aos partos, as quais tém
igualmente importantes repercussdes econdmicas (Baril et al., 1993, Leboeuf et
al., 2000, Aisen, 2004a e Granados et al., 2006).



— Maior economia (Baril et al., 1993, Haresign, 1993, Leboeuf et al., 2000, Aisen,
2004a e Granados et al., 2006). Com o sémen de um sé macho pode inseminar-
se um maior numero de fémeas. Neste sentido, o0 nimero de machos que é
necessario existir na exploracdo reduz-se ou torna-se desnecessario (Baril et al.,
1993, Haresign, 1993, Eaglesome e Garcia, 1997, Gordon, 1997, Leboeuf et al.,
2000, Aisen, 2004a e Granados et al., 2006).

— Permite aumentar o controlo das doencas venéreas (Baril et al., 1993, Haresign,
1993, Chemineau et al., 1996, Eaglesome e Garcia, 1997, Leboeuf et al., 2000,
Granados et al., 2006, Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d).

Desvantagens da 1A

— Pessoal qualificado para a sua realizacdo (Haresign, 1993 e Granados et al.,
2006).

— Concentracdo da actividade reprodutiva das ovelhas e dos partos (Azevedo et
al., 2006 e Valentim et al., 2016d).

— Dificuldades na deposi¢cdo do sémen no corpo do uUtero (Baril et al., 1993,
Morrell, 2011; Ferra e Sereno, 2006; citados por Valentim et al., 2016d).

— Dificuldades na criopreservacao do sémen (Morrell, 2011; e Kucuk et al., 2014;

citados por Valentim et al., 2016d).

—Na estacdo reprodutiva, as taxas de fertilidade aparente sd@o normalmente
inferiores as conseguidas por monta natural (Aisen, 2004a; e Ferra e Sereno,
2006; citados por Valentim et al., 2016d).

—Nos bovinos leiteiros e nos equinos, a diminuicdo da fertilidade tem sido
aparentemente associada a um aumento do uso da IA (Morrell, 2011).

— O uso de um reduzido nimero de reprodutores machos pode resultar em perda
da variabilidade genética (Baril et al., 1993, Aisen, 2004a e Morrell, 2011).

— Risco de disseminagOes de efeitos e de doencas (Baril et al., 1993, Eaglesome e
Garcia, 1997 e Aisen, 2004a).

— Alguns sdo portadores de virus no sémen sem sinais clinicos de doenga
(portadores) (Monrell, 2011).



— Algumas bactérias patogénicas s@o resistentes aos antibioticos presentes nos
diluidores seminais ou podem evitar os seus efeitos formando bio-peliculas
(Morrell, 2011).

— Custos elevados iniciais (Aisen, 2004a e Granados et al., 2006).

Nos pequenos ruminantes, as principais dificuldades da IA estdo associadas a
anatomia do canal cervical (nimero e forma das pregas cervicais) (Baril et al., 1993
Aisen, 2004a,b, Morello e Chemineau, 2004, Anel et al., 2005 e Valentim et al., 2016d)
e a constituicdo das membranas dos espermatozoides pouco resistentes, particularmente,
a criopreservacdo (Baril et al., 1993, Aisen, 2004b, Anel et al., 2005 e Valentim et al.,
2016d).

1 - SANIDADE NA INSEMINACAO ARTIFICIAL

Em todo o Mundo, a avaliacdo regular do estado de saude dos reprodutores
dadores de sémen foi colocado sob a supervisdo das autoridades veterinarias, com o
objectivo de evitar a dispersdo de patogénicos e de reduzir a contaminacdo do sémen
por bactérias ubiquas (Eaglesome e Garcia, 1997). Os padrdes nacionais para a
producdo e distribuicdo de sémen baseiam-se, normalmente, em programas reguladores
que asseguram que as doencas importantes sao identificadas e que testes apropriados
sdo aplicados a todos os reprodutores que entram e que residem em Centros de
Inseminagdo Artificial (Eaglesome e Garcia, 1997). Estes programas tém em conta o
estatuto sanitario nacional e o estado de satde dos rebanhos e do grupo de reprodutores
dadores (Eaglesome e Garcia, 1997). Na interpretacdo do estatuto de saude, as primeiras
consideracBes incluem a sensibilidade e a especificidade dos testes, particularmente
quando eles sdo aplicados a animais individuais e ha risco de infeccBes latentes
(Eaglesome e Garcia, 1997). Os programas de testagem necessitam de ser
continuamente melhorados e actualizados com novas informacgdes epidemioldgicas,
patologicas além do controlo tradicional das doencas (Eaglesome e Garcia, 1997). A
emergéncia de novas doencas infecciosas eleva estes desafios e riscos (Eaglesome e
Garcia, 1997)

Existem dois aspectos diferentes na relacdo entre a salde dos animais e a

producdo de sémen que devem ser tidos em conta (Baril et al., 1993). O primeiro diz



respeito a influéncia das doencas do reprodutor sobre a posterior producdo de semen
(Baril et al., 1993). Uma infec¢do pode ditar um aumento da temperatura corporal, de
que resulta o aparecimento de espermatozoides anormais, nas semanas que se seguem a
infeccdo, mesmo que a temperatura tenha diminuido no prazo de algumas horas (Baril et
al., 1993). As infeccbes podem igualmente passar desapercebidas aos tratadores de
animais, pelo que se recomenda a realizagdo regular de exames seminais (por exemplo,
duas vezes/més) para avaliar a qualidade do sémen (Baril et al., 1993).

O segundo aspecto relaciona-se com a possibilidade de alguns reprodutores
transmitirem doencas infecciosas, através do sémen, as fémeas inseminadas nos
rebanhos comerciais (Baril et al., 1993). As doenc¢as mais comuns sdo: a Lingua Azul,
os lentivirus (Visna/Maedi, e CAEV - Artrite Encefalite Caprina Viral), a
paratuberculose, a listeriose, a brucelose, a salmonelose, a pasteurelose, a toxoplasmose,
a leptospirose, a clamidiose, a micoplasmose, entre outras (Baril et al., 1993). As
tricomonas estdo muito presentes no sémen de bode (Baril et al., 1993). No pico da
infeccdo, estas sdo veiculadas em grandes quantidades no sémen (Baril et al., 1993).
Devem ser feitos controlos seroldgicos de rotina (Baril et al., 1993).

A criopreservacdo das doses seminais coloca 0 macho em “quarentena” até se ter
a certeza que ele era saudavel quando da colheita do sémen (Morrell, 2011). Pelo
contrério, a curta duracdo de vida das doses de sémen fresco obriga a que o0 sémen seja

usado antes de se conhecer o estado de satde do macho (Morrell, 2011).

1.1 - CONTAMINACOES VIRICAS

Os machos reprodutores dadores de sémen devem ser regularmente sujeitos a
identificacdo da presenca de anticorpos séricos indicadores de infeccBes transmitidas,
por exemplo, do virus da artrite equina, e que pode manter-se vivo no sémen por varias
semanas antes de ser evidente em seroconversdo (Morrell, 2011). Noutros casos,
geralmente de infec¢des congénitas, os reprodutores podem funcionar como hospedeiros
permanentes sem desenvolverem anticorpos (Morrell, 2011). O sémen destes machos
pode representar uma fonte de doencas sexualmente transmissiveis (Morrell, 2011).

Os lentivirus sdo um género de virus dentro da familia dos retrovirus (Ventura et
al., 2017). Denominam-se de retrovirus porque tém um genoma constituido por RNA
(Acido Ribonucleico) e ndo por DNA (Acido Desoxirribonucleico) (Ventura et al.,



2017). Contudo, este RNA tem de passar a DNA antes de se iniciar o processo de
replicacdo (Ventura et al., 2017). Esta conversdo é feita pela enzima transcriptase
reversa (Ventura et al., 2017).

Dentro dos retrovirus, os lentivirus caracterizam-se por apresentar um periodo de
laténcia prolongado, por vezes de anos, pelo que a doenca que causa se desenvolve
lentamente (Ventura et al., 2017). Os diferentes tipos de lentivirus podem afectar os
pequenos ruminantes, bovinos, equinos, felinos, simios e seres humanos (Ventura et al.,
2017).

Os lentivirus dos pequenos ruminantes (SRLV) afectam, globalmente, o bem-estar
e a producéo de ovelhas e de cabras (Crespo et al., 2016). Os SRLV formam um grupo
heterogéneo de virus que tém feito aumentar seriamente a taxa de refugo a nivel
mundial (Crespo et al., 2016). Até ao momento foram descritos 5 gendétipos (A-E)
(Crespo et al., 2016). Os mais dispersos a nivel mundial séo os gendtipos A, protétipo
dos virus Visna/Maedi, e o gen6tipo B, que inclui os virus do tipo CAEV (Crespo et al.,
2016). Os demais genotipos estdo restritos a areas geograficas especificas (Crespo et al.,
2016).

Os programas de controlo destes virus baseiam-se em exames serologicos
altamente sensiveis (Crespo et al., 2016). Todavia, a presenca de animais que
apresentam niveis reduzidos de anticorpos conduz a presenca permanente de animais
infectados (mas considerados seronegativos) no rebanho e que perpetuam a infeccédo
(Crespo et al., 2016). Por outro lado, os animais que por longos periodos de tempo ndo
apresentam uma progressao da doenca apresentam uma resposta imunitaria detectavel
ndo indicativa de um animal hospedeiro, mas sugere a contencdo imunitaria da infeccdo
(Crespo et al., 2016). Ventura et al. (2017) referem que 0s pequenos ruminantes tém
uma resposta individual aos lentivirus que os infectam. Porém, os actuais programas de
erradicacdo desta doenca baseiam-se na deteccdo de animais seropositivos e seu
posterior isolamento ou eliminacdo para que ndo contagiem os efectivos. Todavia ha
autores que defendem que nem todos 0s animais seropositivos sdo perigosos ou
contagiosos, ja que possuem uma baixa carga viral e constituem um risco minimo
(Ventura et al., 2017). Este facto € particularmente importante em animais de elevado
valor genético, em racas em vias de extin¢cdo ou quando a seropositividade ronda os
100% (Ventura et al., 2017).



1.2 - CONTAMINACOES BACTERIANAS

As contaminacBes bacterianas surgem quando da recolha de sémen, a partir do
prepucio, do abdomen do macho e do meio ambiente (Morrell, 2011). O processamento
do sémen dos animais de producdo ndo €, normalmente, feito em camaras de fluxo
laminar, pelo que este pode constituir outra fonte de contaminagédo (Morrell, 2011). Os
antibioticos presentes nos diluidores seminais limitam a multiplicacdo destes
contaminantes e previnem a infeccdo da fémea inseminada (Morrell, 2011). Ainda que o
tracto genital feminino disponha de mecanismos fisiolégicos bem desenvolvidos para
lidar com as contaminag@es transmitidas durante a copula, estes podem ser superados
por uma multiplicagdo bacteriana extraordinéria no diluidor seminal ou pela colocacéo

do sémen num local néo fisiologico (Morrell, 2011).

1.3 — ANTIBIOTICOS PRESENTES NOS DILUIDORES SEMINAIS

A adigdo de antibidticos aos diluidores seminais é controlada por directivas
governamentais, nacionais e internacionais, que definem os tipos de antibidticos e as
suas concentragdes (Morrell, 2011). Geralmente, hd tendéncia para se usarem
antibidticos muito potentes e de largo espectro, combinados de varias formas para
reduzir a sua toxicidade sobre os espermatozéides (Morrell, 2011). Contudo, estes
antibidticos podem exacerbar o desenvolvimento de resisténcias, tanto na pessoa que
manipula os diluidores seminais, como no ambiente quando eles ou as doses seminais
ndo usadas sdo deitados fora (Morrell, 2011). A escala do problema torna-se evidente
quando se sabe que aproximadamente 4 milhdes de litros de sémen de suino diluido

com antibidticos sdo usados por ano s6 na Europa (Morrell, 2011).

2 - CONTROLO REPRODUTIVO

Do ponto de vista reprodutivo, 0s pequenos ruminantes sao animais poliéstricos
sazonais, exibindo actividade reprodutiva preferencialmente em dias de fotoperiodo
decrescente ou “curto”, para que 0s partos ocorram na Primavera, altura em que as
condi¢Ges ambientais sdo mais favoraveis tanto para a fémea como para as crias (Baril
et al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004,



Valentim et al., 2004, Scaramuzzi et al., 2006, Safari et al., 2014, Valentim et al., 2014,
e Valentim et al., 2016a). Na nossa latitude, a sazonalidade reprodutiva tende a ser
pouco marcada (Correia, 1996, Valentim et al., 2004, Sacoto, 2012, Valentim et al.,
2014 e Valentim et al., 2016a). A estacdo reprodutiva comeca por volta do solsticio de
Verdo e a estacdo de anestro apés o solsticio de Inverno (Garcia et al., 2004 e Valentim
et al., 2016a).

A domesticacdo dos pequenos ruminantes ndo alterou o seu padréo reprodutivo,
uma vez que durante milhares de anos o Homem continuou a cria-los muito
dependentes das condi¢des ambientais, particularmente das disponibilidades naturais de
alimentos (El-Maaty e EI-Gawad, 2014, Valentim et al., 2014 e Valentim et al., 2016a).
Actualmente, esta caracteristica constitui um dos maiores obstaculos a maximizacao da
rentabilidade das explorages intensivas e semi-intensivas destes animais (Sacoto, 2012,
Valentim et al., 2014 e Valentim et al., 2016a). Tal como refere Steyn (2003), a maioria
das ovelhas e das cabras ndo parem mais de 5 cordeiros/cabritos durante toda a sua vida
produtiva, o que € manifestamente reduzido para a capacidade reprodutiva da maioria
das racas destas espécies.

O controlo da actividade reprodutiva é uma das técnicas de maneio mais
importantes em qualquer exploragdo animal (Azevedo et al., 2006, Abecia et al., 2012 e
Valentim et al., 2016a). Possibilita um melhor planeamento das seguintes actividades:

— Alimentagdo dos reprodutores, conforme as disponibilidades alimentares e o
estadio fisiologico das fémeas (Freitas e Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006 e
Mohtar et al., 2014);

— Maneio reprodutivo mais eficiente com reducdo dos periodos improdutivos e
incremento do progresso genético (Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004,
Azevedo et al., 2006, Vifoles et al., 2011, Abecia et al., 2012 e Valentim et al.,
2014);

— Testes de descendéncia mais precisos (Baril et al., 1993 e Steyn, 2003).

— Maximizar a utilizagdo sustentavel da IA (Baril et al., 1993, Freitas e Rubianes,
2004, Letelier et al., 2011) e adapta-la a outras técnicas reprodutivas como a
superovulacdo e a transferéncia de embrides (Freitas e Rubianes, 2004 e Letelier
etal., 2011);



— Epocas de cobricdo e de paricdo mais curtas, segundo as variacdes anuais dos
precos de mercado, da ocupacdo das instalacdes e das disponibilidades de méo-
de-obra (Romano, 1996, Steyn, 2003, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al.,
2004, Azevedo et al., 2006 e Abecia et al., 2012);

— Melhor assisténcia aos partos e consequente diminuicdo da taxa de mortalidade
perinatal (Aisen, 2004a, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004 e
Omontese et al., 2012);

— Maneio sanitario, de acordo com as principais patologias locais, o estadio
fisiolégico das fémeas e 0 momento da venda dos produtos finais (Garcia et al.,
2004, Azevedo et al., 2006 e Mohtar et al., 2014).

Na estacdo de anestro, o controlo da actividade reprodutiva permite ainda
aumentar as taxas reprodutivas (fertilidade aparente, prolificidade e fecundidade) e
produtivas (produtividade numérica e produtividade do sistema) e a obtencdo de
produtos de maior qualidade e homogeneidade (Gordon, 1997, Ungerfeld e Rubianes,
2002, Aisen, 2004a e Valentim et al., 2016c).

2.1 - METODOS DE CONTROLO DA ACTIVIDADE REPRODUTIVA

A taxa de fertilidade aparente € maxima quando a inseminacdo se realiza durante a
segunda metade do estro, ou seja, algumas horas antes da ovulacéo (Freitas e Rubianes,
2004). Sdo varios os métodos actualmente disponiveis de controlo da actividade
reprodutiva (Baril et al., 1993 e Freitas e Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006 e
Valentim et al., 2016a,b). O melhor é o que produz resultados mais elevados tendo em
conta a sua genética, as suas caracteristicas individuais, a estacdo do ano, as condicdes
de alojamento, os factores ambientais, as relagdes sociais e 0 maneio aplicado (Baril et
al., 1993, Freitas e Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006 e Valentim et al., 2016a).

Existem métodos de controlo da actividade reprodutiva ‘“naturais” e/ou
“hormonais” (Morello e Chemineau, 2004 e Valentim et al., 2016a,b). Os métodos
naturais envolvem o flushing, o “efeito macho” e os tratamentos luminosos (Baril et al.,
1993, Morello e Chemineau, 2004, Valentim, 2004 e Valentim et al., 2016a). Estes
métodos, normalmente, conseguem interromper 0 anestro, mas ndo garantem uma

sincronizacdo estreita dos cios e das ovulagBes (Valentim et al., 2016a). Os métodos
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hormonais implicam a administracdo de melatonina exdgena (estacdo de anestro), de
progesterona ou seus analogos sintéticos (progestagénios), de prostaglandinas Fjq
(PGF,,) ou seus analogos sinteticos (estagcdo reprodutiva) e caso se queira promover
ainda a ovulagdo de gonadotropinas — FSH (Hormona Foliculo-Estimulante), eCG
(Gonatotropina Corionica equina) ou hCG (Gonadotropina Corionica humana) (Baril et
al., 1993, Gordon, 1997, Freitas e Rubianes, 2004, Morello e Chemineau, 2004,
Azevedo et al., 2006, Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b).

Durante a estacdo de anestro apenas a progesterona/progestagénios permite uma
sincronizacdo estreita da actividade reprodutiva, particularmente quando acompanhadas
da administracdo de gonadotropinas exdgenas (Baril et al., 1993, Gordon, 1997,
Ungerfeld e Rubianes, 2002, Azevedo et al., 2006, Letelier et al., 2011 e Valentim et
al., 2016b).

Durante a estacdo reprodutiva a sincronizagdo da actividade reprodutiva pode ser
conseguida através do uso de progesterona/progestagénios, de PGF,, ou seus analogos
sintéticos ou da combinacdo destas hormonas (Ungerfeld e Rubianes, 2002, Freitas e
Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006, Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b).
Nesta altura, a aplicacdo dos tratamentos de controlo da actividade reprodutiva tendem a
produzir taxas de fertilidade inferiores as que podem ser alcancadas naturalmente
(Letelier et al., 2011). O uso de prostagenios parece alterar o crescimento folicular final
(Gonzalez-Bulnes et al., 2005; citados por Letelier et al., 2011), o padréo de secrecdo de
LH (Gordon, 1975, Scaramuzzi et al., 1988, e Menchaca e Rubianes, 2004; citados por
Letelier et al., 2011), a qualidade das ovulagbes (Killian et al., 1985, Vifioles et al.,
2001 e Gonzalez-Bulnes et al., 2005; citados por Letelier et al., 2011) o transporte e a
sobrevivéncia dos espermatozoides no tracto genital feminino (Hawk e Conley, 1971;
citados por Letelier et al., 2011). A utilizacdo de PGF,, parece interromper a dinamica
folicular e o normal desenvolvimento da fase litea e/ou produz inconsisténcias no
intervalo de tempo entre o tratamento e as ovulacbes pos-lutedlise (Barret et al., 2002;
citados por Letelier et al., 2011). Também elas parecem prejudicar o armazenamento,
transporte de espermatozoides (Azevedo et al., 2016) e a capacitacdo dos
espermatozdides no tracto genital feminino (Freitas e Rubianes, 2004).

A progesterona/progestagénios impede a retoma da ciclicidade, pelo que o
tratamento deve ter uma duragdo semelhante a da fase lUtea (tratamento progestagénico
“longo”) — 12-15 dias (ovinos) (Baril et al., 1993, Azevedo et al., 2006, Granados et al.,
2006, Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b) e 14-18 dias (caprinos) (Baril et al.,
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1993, Freitas e Rubianes, 2004 e Granados et al., 2006). Nas ovelhas, o cio comeca em
25-48 horas (Freitas e Rubianes, 2004 e Gordon, 1997) ou 36-48 horas (Baril et al.,
1993). Nestes animais a sua duracédo é de 36 horas e a ovulagdo ocorre cerca de 70 horas
pos-tratamento (Bolland et al., 1978; citados por Gordon, 1997). Nas cabras, 0 cio
comeca 20-40 horas (Bonilla, 2001) ou 24-30 horas (Leboeuf et al., 2000) e a ovulagédo
produz-se em 50-90% das cabras (Bonilla, 2001). Nos caprinos, o cio tem uma duragao
de 18-48 horas, sendo mais habituais os cios de 24-36 horas (Bonilla, 2001).

As PGF,, destroem o corpo lateo (CL) funcional, através de duas injeccOes
administradas com 7-9 dias de intervalo, de forma que todas as ovelhas iniciam
simultaneamente um novo ciclo éstrico (Freitas e Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006,
Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b). Nas cabras, o tratamento com PGF,, deve
ter um intervalo de duracdo de 10-14 dias (Baril et al., 1993 e Freitas e Rubianes, 2004).
Nas ovelhas, o cio inicia-se em 25-48 horas (Freitas e Rubianes, 2004) ou 36-48 horas
(Baril et al., 1993) e, nas cabras, em 72 horas (Bonilla, 2001) ou 72-96 horas (Baril et
al., 1993).

Os tratamentos “progestagénicos “curtos” tém uma duracdo de 5-7 dias e
implicam igualmente a administracdo de PGF,, (Ungerfeld e Rubianes, 2002, Freitas e
Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006, Granados et al., 2006 e Valentim et al., 2016b).
Esta deve ser feita quando da colocacdo das esponjas vaginais com progestagénios, a
fim de evitar os efeitos deletérios da PGF,, sobre a formacao de depositos, o transporte
e a capacitacdo dos espermatozoides no tracto genital feminino e os mecanismos
ovaricos que levam a ovulacdo (Freitas e Rubianes, 2004 e Valentim et al., 2016b). No
fim dos tratamentos de controlo da actividade ovarica pode ser administrada uma
gonadotropina (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Freitas e Rubianes, 2004, Azevedo et
al., 2006, Valentim et al., 2014 e Valentim et al., 2016b). Na sincronizagédo do cio das
cabras, a administracdo de gonadotropinas exdgenas antecipa a ovulacao e eleva o grau
de sincronizacdo das mesmas (Westhuysen, 1979 e Ritar et al.,1984; citados por
Granados et al., 2006).

As gonadotropinas mais utilizadas séo a eCG e a hCG, pelo preco, por poderem
ser injectadas intramuscularmente uma sé vez, por terem efeitos semelhantes a FSH e a
LH e promoverem melhores respostas ovaricas (Azevedo et al., 2006, Letelier et al.,
2011 e Valentim et al., 2016b). Suportam o0s mecanismos ovaricos que levam ao

crescimento e a maturacdo dos foliculos, a ovulagdo e a correcta luteinizacdo do corpo
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luteo (CL) (Baril et al., 1993, Freitas e Rubianes, 2004 e Valentim et al., 2016b). Nas
ovelhas, a eCG deve ser administrada quando da remocéo das esponjas vaginais (Baril
et al., 1993 e Correia et al., 2019) e nas malatas e nas cabras leiteiras cerca de 48 horas
antes (Baril et al., 1993). A dose varia de acordo com varios factores: genética, idade,
estacdo do ano, estado fisiologico da fémea (Baril et al., 1993 e Gordon, 1997). As
racas prolificas e pouco sazonais sdo geralmente mais sensiveis & administracdo de eCG
(Baril et al., 1993).

Depois da remocédo das esponjas vaginais com progestagénios, o cio comeca em
36 horas (Gordon, 1997) e a ovulacdo em cerca de 58-60 horas (Steyn, 2003). Quando
tratadas com CIDR (Controlled Internal Drug Release) durante 12 dias, as ovelhas e as
cabras em anestro entram em cio e ovulam 4 horas mais cedo, ou seja, cerca de 54 horas
apos a remocao destes dispositivos vaginais (Gordon, 1997 e Steyn, 2003). Estes
valores variam segundo a raca e a estacdo do ano (Gordon, 1997 e Steyn, 2003). Na
estacdo reprodutiva, a ovulacdo pode ocorrer 48-50 horas apds a remoc¢do do CIDR
(Steyn, 2003). Para uma inseminagdo Unica, 0 tempo “universalmente” aceite para se

proceder a A é de 42-46 horas p6s-remocdo do dispositivo (Gordon, 1997).

3 - INSEMINACAO ARTIFICIAL

A beneficiacdo das fémeas pode ser feita por monta natural, monta dirigida ou por
IA com sémen fresco (puro ou diluido), refrigerado ou congelado (Gordon, 1997,
Bonilla, 2001, Granados et al., 2006; Fonseca et al., 2010; citados por Valentim et al.,
2016d; e Dendena, 2017). A inseminacdo pode ser feita através da deposicdo do sémen
na vagina, no cérvix, e nos cornos uterinos transcervicalmente, por laparoscopia ou por
laparotomia (Granados et al., 2006 e Valentim et al., 2016d). A aplicacdo da IA nao
melhora as taxas reprodutivas conseguidas naturalmente por carneiros de qualidade
(Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d).

3.1 - FACTORES QUE AFECTAM A RESPOSTA A INSEMINACAO ARTIFICIAL

Sdo0 mudltiplos os factores que afectam a resposta reprodutiva dos pequenos
ruminantes a IA: genética, individuo, alimentagdo, meio ambiente, método de controlo

da actividade reprodutiva, metodos de recolha e de conservacdo do sémen, forma de
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introduzir o sémen no tracto genital feminino e local de deposi¢do do sémen (Gordon,
1997 e Morrell, 2011).

3.1.1 - FOTOPERIODO

A importancia do fotoperiodo sobre os pequenos ruminantes aumenta do equador
até as regides polares, ou seja, aumenta com a latitude (Leboeuf et al., 2000, Baril et al.,
1993, Steyn, 2003 e Valentim, 2004). Os pequenos ruminantes tendem a reproduzir-se
sob um fotoperiodo ‘“decrescente” (menores latitudes das regides temperadas)
(Valentim, 2004, Abecia e Forcada, 2010 e Abecia et al., 2012) ou sob um fotoperiodo
de “dias curtos” (maiores latitudes) (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Leboeuf et al.,
2000, Steyn, 2003, Valentim, 2004, Abecia e Forcada, 2010 e Abecia et al., 2012). Este
fendmeno esta relacionado com a exclusiva producdo de melatonina durante o periodo
nocturno (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Steyn, 2003, Valentim, 2004, Abecia e
Forcada, 2010 e Abecia et al., 2012).

Na estagdo reprodutiva, o comportamento sexual, o tamanho dos testiculos e a
producdo quantitativa e qualitativa de espermatozOides pode aumentar
significativamente (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000 e Valentim, 2004). Na
Primavera verifica-se precisamente o contrario (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000 e
Barkawi et al., 2006). Contudo, este decréscimo é atenuado nos animais treinados para
copular regularmente (Corteel, 1981; citado por Leboeuf et al., 2000).

Neste sentido, os investigadores devem identificar o estado fisioldgico das fémeas
antes de comecar o processo de controlo da actividade reprodutiva e a aplicacdo da
técnica de IA, particularmente nas de maior sazonalidade reprodutiva (Steyn, 2003).

3.1.2 - ALIMENTACAO

Na estacdo de anestro, deve ser prestada uma maior atencdo a alimentacdo de
todos os reprodutores (flushing) (Leboeuf et al., 2000, Steyn, 2003, Aisen e Venturino,
2004, Valentim et al., 2016c¢ e Ledo et al., 2017) e aos atrasos na retoma da ciclicidade
nas fémeas (Steyn, 2003). Pelo contrério, os reprodutores de algumas ragas retomam a
actividade ciclica mais cedo; as racas leiteiras tendem a ser mais sazonais (Steyn, 2003).

As fémeas devem ter uma condicao corporal (CC) quando da IA de 3,0-3,5 pontos
(escala de 1-5 pontos) (Steyn, 2003, Dendena, 2017 e Ledo et al., 2017). O flushing €

13



uma técnica de maneio alimentar que consiste na melhoria do valor energético e
proteico da dieta cerca de 2 semanas antes da IA — aumento da taxa de fertilidade — e
nas 4 semanas pos IA — elevacao da taxa de prolificidade (Baril et al., 1993, Valentim et
al., 2016a,c e Ledo et al., 2017).

Do ultimo terco da gestacdo ao pico da lactacdo, a dieta deve ser novamente
reforgada (particularmente em energia e proteina) — steaming up — de modo a aumentar
a taxa de fertilidade e a taxa de sobrevivéncia das crias (Steyn, 2003, Valentim et al.,
2015a, Ledo et al., 2017). E necessario encontrar o balanco ideal entre a quantidade e a
qualidade da proteina, da energia, de minerais essenciais e vitaminas (Steyn, 2003 e
Ledo et al., 2017).

3.1.3-IDADE

E geralmente aceite que as ovelhas nuliparas sdo menos férteis e que a taxa de
fertilidade varia em funcdo da raca (Gordon, 1997). Estas apresentam ciclos éstricos
mais curtos e ovulam mais cedo do que as ovelhas adultas (Steyn, 2003). As ovelhas
nuliparas devem ser as primeiras a ser inseminadas (Steyn, 2003). Num esquema de
inseminacao artificial com uma elevada percentagem de ovelhas nuliparas, estas devem
comecar a ser 1A 4 horas antes das ovelhas adultas (Steyn, 2003). Nas primeiras, a sub-
fertilidade resulta, fundamentalmente, de um aumento da taxa de mortalidade

embrionéria (Gordon, 1997).

3.1.4 - FREQUENCIA DE RECOLHA DE AMOSTRAS DE SEMEN

Os pequenos ruminantes sdo animais que possuem, normalmente, importantes
reservas epididimais de espermatozoides (Baril et al., 1993 e Gordon, 1997). De
qualquer forma, a frequéncia com que se faz a colheita de sémen depende da idade, do
individuo (incluindo o seu temperamento), das condi¢cGes ambientais, das relacbes
sociais, método de colheita, entre outros (Gordon, 1997 e Morello e Chemineau, 2004).
De um modo geral, é indicado nos carneiros fazerem 3-5 recolhas diérias, seguidas de
um periodo de repouso de 2-3 dias (Morello e Chemineau, 2004). Nos bodes, podem

fazer-se 2-3 recolhas diarias em dias alternados (Morello e Chemineau, 2004).
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O aumento no numero de colheitas pode resultar em um aumento do volume e da
concentragdo espermaética, se o ritmo de recolha precedente ndo tiver sido muito intenso
(Baril et al., 1993). O beneficio de tal modificacdo depende das reservas epididimais do
macho no momento da alteracdo do ritmo de colheita (Baril et al., 1993). Inicialmente,
quando estas reservas sdao maximas, uma taxa de colheita elevada (mais de 4
colheitas/dia) permite recolher um numero muito significativo de espermatozdides
(Baril et al., 1993). A qualidade pode ser inferior devido & acumulagdo de
espermatozdides senis. Esgotadas estas reservas, o ritmo de colheita deve diminuir para
duas ou mesmo uma/dia (Baril et al., 1993). Neste momento, a qualidade do sémen
também ndo é a melhor, pois existe uma elevada percentagem de espermatozoides
imaturos (Baril et al., 1993). De facto, o aumento da frequéncia de colheitas ndo tem
interesse se o ritmo de colheita pré-aplicado ndo tiver sido préximo da producao
méaxima dos testiculos (Baril et al., 1993).

A frequéncia de colheita de sémen nos malatos deve ser inferior a dos carneiros
(Baril et al., 1993). O uso de implantes de melatonina ou de tratamentos luminosos pode
melhorar, quantitativa e qualitativamente a producdo de sémen (Baril et al., 1993,
Valentim et al., 2004 e Valentim et al., 2006).

A alteracdo do regime alimentar para uma dieta rica em energia e em proteina é
capaz de aumentar a actividade espermatica (Baril et al., 1993, Gordon, 1997e Valentim
et al., 2004 e Valentim et al., 2016c¢). Esta alteracdo da dieta deve ser feita, pelo menos,
6 semanas (Baril et al., 1993) a 8 semanas (Robinson et al. 2006; citados por Valentim
et al., 2016c) antes da intensificacdo da colheita de sémen. O excesso de gordura ou de
extrema magreza tém efeitos negativos sobre a producdo seminal (Baril et al., 1993,
Gordon, 1997 e Valentim et al., 2016c).

3.1.5- METODOS DE COLHEITA DE SEMEN

Nos pequenos ruminantes, o volume dos ejaculados é reduzido (ml), mas a
concentracdo é elevada (Baril et al., 1993 e Morrell, 2011). Na maioria dos animais
domesticados o sémen é recolhido através de uma vagina artificial deixando o macho
montar uma fémea (normalmente) em cio induzido ou um manequim (Baril et al., 1993,
Gordon, 1997, Aisen e Venturino, 2004, Granados et al., 2006 e Morrell, 2011). Porém,

implica a existéncia de machos treinados e em excelentes condicdes fisicas (Gordon,
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1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen e Venturino, 2004 e Granados et al., 2006).
Infelizmente, nem todos os machos sdo treindveis [0os carneiros e 0s bodes (em
particular) sdo animais gregarios que ndo gostam de estar sozinhos na presenca do
homem (Baril et al., 1993)] ou estdo sempre em boas condi¢es fisicas (Baril et al.,
1993). Os treinos devem ser retomados antes de comecar uma nova época reprodutiva —

2-3 colheitas/dia, nas 3 semanas precedentes (Gordon, 1997).

3.1.5.1 - VAGINA ARTIFICIAL

A vagina artificial consiste numa bainha de borracha colocada dentro de um tubo
pouco flexivel sobre 0 qual se dobram as pontas da bainha interior e que sdo presas com
elasticos (Aisen e Venturino, 2004 e Morrell, 2011). Desta forma, é criado um espaco
que pode ser preenchido com agua quente (Aisen e Venturino, 2004 e Morrell, 2011) ou
ser aguecida numa estufa (40-42°C) (Aisen e Venturino, 2004) ou (42-45°C) (Baril et
al., 1993 e Dendena, 2017). Se um macho salta na vagina artificial e ndo ejacula ou a
temperatura ou a pressao ndo sdo as correctas (Aisen e Venturino, 2004). O tubo
exterior da vagina artificial € dotado de uma valvula dupla. Quando se retiram as duas é
possivel encher o espaco entre a bainha interior e o tubo exterior com &gua. A remog¢éo
apenas da segunda valvula permite, através de insuflacdo, aumentar a pressao no interior
da vagina artificial (Morrell, 2011), ajustando-a & preferéncia de cada macho em
concreto. Numa das extremidades da vagina artificial coloca-se um cone de borracha e
na outra das suas extremidades é inserido um tubo colector graduado (Morrell, 2011). O
tubo colector deve estar envolto em material termo isolante. Outra proteccdo termo
isolante deve recobrir desde o tubo colector recoberto até a prépria vagina artificial.
Antes de ser usada, a vagina deve estar lavada e desinfectada (por exemplo, com
quaternario de amonio). Por outro lado, a entrada livre da vagina deve ser ligeiramente
lubrificada (Gordon, 1997). Uma lubrificacdo muito intensa, particularmente com uma
substancia mais aquosa ou oleosa, leva-a a escorrer para dentro do tubo colector e a
misturar-se com o semen recolhido.

Nos ovinos, podem-se recolher imediatamente dois ejaculados de um mesmo
macho, para o mesmo tubo colector (Baril et al., 1993 e Gordon, 1997). Estes podem
ser obtidos no intervalo de 2 minutos (Baril et al., 1993). Se o0 segundo ejaculado ndo €

obtido no intervalo de 2-3 minutos, had que tratar do primeiro ejaculado apenas e
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eventualmente recolher o segundo ejaculado com uma segunda vagina artificial, para
outro tubo de ensaio (Baril et al., 1993). Nos caprinos, por causa dos efeitos nocivos do
plasma seminal sobre os espermatozoides, in vitro, ndo é recomendavel colher dois
ejaculados para a mesma vagina artificial (Baril et al., 1993).

Antes de se iniciar a sessdo de recolha de sémen é conveniente higienizar o
prepucio do animal (tricotomia e lavagem) a fim de evitar conspurcar e contaminar o
ejaculado (Abecia e Forcada, 2010). A prevencdo de doengas sexualmente
transmissiveis determina o uso de uma vagina artificial por macho e o escrupuloso

respeito de rigorosas medidas sanitarias (Abecia e Forcada, 2010).

3.1.5.2— ELECTROEJACULACAO

Sempre que ndo for possivel recolher sémen por vagina artificial pode recorrer-se
a electroejaculacdo (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000, Morello e Chemineau, 2004,
Granados et al., 2006 e Morrell, 2011). E uma técnica que depende de um equipamento
eléctrico que produz descargas de 4-15 volts e de uma sonda com 2-3 eléctrodos e que
permite estimular os centros nervosos que controlam a ereccéo e a ejaculagdo do sémen,
localizados logo abaixo do recto (introducdo rectal da sonda). A electroejaculagdo tem
varias desvantagens: no minimo, € desconfortdvel para os animais (Morello e
Chemineau, 2004 e Granados et al., 2006), pode determinar a libertacdo simultanea de
espermatozdides e de urina (amostra seminal estragada) (Morello e Chemineau, 2004; e
Ferra e Sereno, 2006; citados por Valentim et al., 2016d) e alterar a proporcéo natural
de secrecdes libertadas pelas glandulas anexas ou acessorias com efeitos deletérios
sobre a sobrevivéncia dos espermatozoides (Morello e Chemineau, 2004 e Morrell,
2011). O ejaculado pode ser mais volumoso e menos concentrado (Leboeuf et al.,
2000). Nao héa alteracdo da motilidade espermatica (Akusu et al., 1984; citados por
Leboeuf et al., 2000).

3.1.6 - COMPOSICAO DO SEMEN

O semen € composto por espermatozoides contidos num fluido aquoso
denominado de plasma seminal e que representa a secrecdo combinada de diferentes

glandulas anexas: vesiculas seminais, bulbo-uretrais e prostata (Gordon, 1997 e Morrell,
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2011). A contribuicdo relativa de cada uma destas glandulas varia em funcéo da espécie
(Baril et al., 1993, Gordon, 1997 e Morrell, 2011). Nos bodes, a secrecdo destas
glandulas séo particularmente abundantes (ao contrario do que sucede nos ovinos),
numa enzima — a Fosfolipase A (também denominada de enzima da coagulacdo da
gema de ovo) — que catalisa a hidrolise das lecitinas presentes na gema de ovo em
acidos gordos e em lisolecitina (Baril et al., 1993 e Leboeuf et al., 2000). Em grandes
quantidades, o ultimo composto, é toxico para a sobrevivéncia in vitro dos
espermatozdides (Baril et al., 1993 e Morrell, 2011). A hidrolise das lecitinas depende
de certas condigdes: presenca de célcio, pH, temperatura, concentragdo do plasma
seminal, estagcdo do ano e raga (Baril et al., 1993). Existem, igualmente, importantes
diferencas entre bodes quanto a actividade desta enzima (Baril et al., 1993).

Nos bodes, foi recentemente verificado que um composto proteico segregado
pelas glandulas bulbo-uretrais (Fosfolipase A) interage com o leite desnatado, que pode
ser usado como diluidor e inibe fortemente a motilidade espermética (Baril et al., 1993 e
Leboeuf et al., 2000). Este efeito pode ser anulado pela accdo de outro composto
proteico com origem nas vesiculas seminais (Baril et al., 1993).

O plasma seminal contém uma fonte de energia (a principal é frutose, embora a
glicose também possa ser usada) (Gordon, 1997, Morello e Chemineau, 2004 e Morrell,
2011), proteinas e varios iGes — calcio, magnésio, zinco e bicarbonato (Morrell, 2011).
Um dos principais acidos organicos presentes no plasma seminal é o &cido citrico
(Morello e Chemineau, 2004). A producdo deste &cido estd positivamente
correlacionado com o estado androgénico (depende da secrecdo de androsterona)
(Morello e Chemineau, 2004). O acido ascdrbico é um redutor importante do plasma
seminal (Morello e Chemineau, 2004). Normalmente, 0s seus niveis diminuem
marcadamente a necrose e a azoospermia (Morello e Chemineau, 2004). Nos carneiros,
outro agente redutor é o &acido drico (Morello e Chemineau, 2004). Outros &cidos
importantes no sémen sdo o lactico e o pirtvico (Morello e Chemineau, 2004). Estes
metabolitos acumulam-se notavelmente a medida que o ejaculado “envelhece” com o
tempo, sobretudo devido ao processo de glicolise da frutose como substrato (Morello e
Chemineau, 2004).

O plasma seminal, para além de activar o espermatozoOide, que permaneceu
quiescente no epididimo, funciona igualmente como meio de transporte dos
espermatozdides até ao tracto genital feminino e mais tarde estimula a sua deslocagédo
até ao local da fecundacdo (Gordon, 1997 e Morrell, 2011).
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Tem sido sugerido que, pelo menos nos equinos, o plasma seminal funciona como
um modelador da inflamacdo induzida pelos espermatozbides e que se pensa ser
responsavel por desempenhar um papel importante na sua eliminagdo dentro do tracto
genital feminino (Troedsson et al., 2001; citados por Morrell, 2011). Varias proteinas
do plasma seminal, tais como as espermadesinas e as denominadas proteinas CRISP
(proteinas ricas na secrecdo de cisteina), parecem estar associadas a fertilidade
espermatica (Morrell, 2011). E possivel que estas proteinas se liguem imediatamente
aos espermatozdides e desencadeiem uma sucessdo de eventos intracelulares através de
uma via de mensageiro(s) secundario(s) (Morrell, 2011).

Em vérias espécies animais pequenas vesiculas que se ligam a membrana foram
identificadas no plasma seminal, aparentemente produzidas por diferentes glandulas
anexas (Morrell, 2011). Estas vesiculas chamadas de prostassomas, vesiculossomas ou
epididissomas, dependendo da sua origem fundem-se com a membrana externa do
espermatozéide aumentam a sua motilidade e possivelmente participam no processo de
capacitacdo espermatica e na aquisicdo de poder fertilizante (Morrell, 2011). Porém, os
seus mecanismos de accdo permanecem desconhecidos (Morrell, 2011). Resultam, no
entanto, na reducdo da duracdo do periodo de vida util dos espermatozoides no genital
feminino (Baril et al., 1996).

Os factores seminais promovem a sobrevivéncia dos espermatozdides no tracto
genital feminino, modelando a resposta imunitaria da fémea ao concepto e tornando o
ambiente uterino mais favoravel ao desenvolvimento embrionario e o endométrio a
implantacdo (Robertson et al., 2005; citados por Morrell, 2011). O mecanismo de acgao
do endométrio produz-se via recrutamento e activacdo de macréfagos, de granuldcitos e
até ao rearranjo dendritico que eleva a receptividade do endométrio a implantagcdo do
embrido (Morrell, 2011). A libertacdo de citoguinas tem propriedades embriotropicas e
pode igualmente influenciar tecidos fora do tracto reprodutivo (Morrell, 2011).

A exposicao do sémen induz a activacao de citoquinas presentes no fluido uterino
luminal e no glicocalice epitelial, alinhando o espaco luminal (Morrell, 2011). Estas
citoguinas interagem com o desenvolvimento embrionario a medida que este atravessa o
oviduto e o utero antes da implantacdo (Morrell, 2011). Vérias citoquinas parecem estar
envolvidas, por exemplo, na indugdo do Factor Estimulador da Colonia de
Granulocitos-Macréfagos (GM-CSF), uma das principais citoguinas envolvidas na
resposta inflamatéria pos-cOpula, atinge o embrido pré-implantado e promove a

formacéo do blastocisto, aumenta o nimero de blastomeros viaveis, inibindo a apoptose
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e facilitando o consumo de glicose (Robertson et al., 2001; citados por Morrell, 2011).
A Interleuquina-6 (IL-6) e o Factor Inibidor dos Leucdcitos (LIF) sdo igualmente
induzidos apos exposicdo ao sémen (Robertson et al., 1992 e Gutsche et al., 2003;
citados por Morrell, 2011).

Ainda gque o plasma seminal desempenhe um papel importante na activacédo e no
funcionamento do tracto genital feminino, ele é prejudicial a longo-prazo a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (Morrell, 2011). Sob condic¢des fisioldgicas,
quando da ejaculacédo, os espermatozoéides sao activados pelo plasma seminal e nadam
para longe do local onde foram depositados dentro do genital feminino (Morrell, 2011).
E apenas durante 0 armazenamento in vitro que os espermatozdides ficam expostos aos
efeitos a longo-prazo do plasma seminal (Morrell, 2011). Neste sentido, depois da sua
colheita, ao ejaculado deve ser acrescentado rapidamente um diluidor seminal, a fim de
diluir os elementos toxicos presentes no plasma, nutrir os espermatozoides durante a sua
permanéncia in vitro e tamponar os seus subprodutos metabolicos (Gordon, 1997 e
Morrell, 2011). A adicdo do diluidor permite ainda que o sémen seja dividido em varias
doses seminais, contendo cada uma delas um numero especifico de espermatozoides

adequados a uma fertilidade 6ptima (Gordon, 1997 e Morrell, 2011).

3.1.7 - DILUIDORES SEMINAIS

Existem varios tipos de diluidores de sémen: naturais (leite de vaca desnatado,
gema de ovo, agua de coco ou gel de aloé vera) (Rodriguez et al., 1988 e Palacios,
2010; citados por Valentim et al., 2016d) ou sintéticos (Valentim et al., 2016d). De um
modo geral, estes diluidores devem aumentar o volume do sémen diluido, estabilizam o
pH (efeito tampdo), manter a osmolaridade adequada, proporcionar uma fonte de
energia para 0s espermatozoides e protegé-lo de possiveis infeccGes bacterianas ou
fangicas, para além de os proteger do choque térmico provocado pelas baixas
temperaturas (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Aisen, 2004b e Valentim et al., 2016d).
Este ultimo pode ser evitado através de uma diminuicdo regular da temperatura (Baril et
al., 1993).

O choque térmico traduz-se no aumento do nimero de espermatozdides mortos,
formas anormais, alteracdo da distribuicdo dos lipidos membranares e aumento do

calcio intracelular, com possivel fusdo de membranas (Aisen, 2004a). Ha que afirmar
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que o choque térmico altera subita e irreversivelmente a membrana plasmatica (Aisen,
2004a). No caso dos espermatozoides dos ovinos existe uma distribuicdo desigual das
proteinas do citoesqueleto associadas & membrana, sendo mais sensiveis a refrigeracdo
(Aisen, 2004a). Proteinas como a actina comprometem a estabilidade das membranas ou
a sua redistribuicdo antes do processo de fecundacdo (Aisen, 2004a).

As espécies cujos espermatozdides possuem membranas com uma relagdo entre
colesterol/fosfolipidos de 0,88 (coelho) e 0,99 (homem) sdo mais resistentes do que
aqueles com relacdes de 0,45 (touro) e 0,3 (carneiro e bode) (Aisen, 2004b). Uma
proporcdo de colesterol adequada fluidifica a membrana e ndo permite a separacao
lateral da cadeia lipidica, pelo que as proteinas intrinsecas ndo sdo deslocadas (Aisen,
2004b). A relacdo entre acidos gordos insaturados/saturados e a propor¢éo de colesterol
da membrana plasmatica dos espermatozoOides sdo algumas das caracteristicas
especificas que dificulta a refrigeracdo e a congelacdo (Gordon, 1997 e Aisen, 2004b).
No caso dos ovinos a membrana dos espermatozdides apresenta uma relacdo elevada
entre acidos gordos insaturados/saturados e um reduzido contetdo em colesterol (Aisen,
2004b). Por outro lado, a membrana plasmatica dos espermatozoides esta envolta numa
camada rica em &cidos gordos ndo saturados e susceptiveis a danos por peroxidacdo
(Aisen, 2004b). As membranas celulares e acrossomicas sdo as que mais sofrem com o
processo de refrigeracdo (Aisen, 2004b). Neste sentido, a refrigeracdo deve ser
moderada e homogénea oscilando entre -0,1°C e -0,5°C/minuto (Aisen, 2004b). Nos
diluidores com acucares ndo permeaveis, como é o caso da lactose, a refrigeracdo pode
ser rapida (especialmente entre os 30°C e os 15°C) sem modificar a sobrevivéncia e a
resisténcia a congelacdo dos espermatozoides de ovinos (Aisen, 2004b). A adicdo de
gema de ovo e outras lipoproteinas protegem os espermatozoides do choque térmico
(Aisen, 2004b). Outro aspecto importante é o efeito do calcio sobre a regulacdo da
motilidade e o metabolismo espermatico (Aisen, 2004b). Durante a refrigeracdo a
entrada de célcio na célula esperméatica aumenta e isto agrava-se quando a taxa de
arrefecimento € elevada. Os fosfolipidos da gema de ovo previnem esta entrada abrupta
(Aisen, 2004b).

Até aos 5°C, ha autores que usam como crioprotector apenas a gema de ovo (Ferra
e Sereno, 2006 e Palacios, 2010; citados por Valentim et al., 2016d). Alguns diluidores
seminais comerciais ndo usam glicerol — INRA96® [agua ultrapura, caseinas (fraccido
purificada das proteinas micelares do leite), tampd@es, sais, acUcares, antibidticos e

antifangicos — penicilina sbédica, sulfato de gentamicina e anfotericina B) (IMV
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Technologies, L’Aigle, Franga), enquanto outros sim — diluidor Tris-frutose (3,63 g
Tris, 0,50 g de frutose, 1,99 g &cido citrico, 20 ml de gema de ovo, 7% de glicerol e 100
ml de &gua bidestilada (Salamon e Maxwell 2000; citados por Turri et al., 2013),
Andromed® (4gua bidestilada, frutose, glicerol, acido citrico, tampdes, fosfolipidos,
antibioticos: espectinomicina e lincomicina, tilosina e gentamicina) (Minitlb,
Tiefenbach, Alemanha) e Ovixcell® (4gua ultrapura, sais, aclcares, electrélitos, glicerol,
antibioticos, sem proteina animal) (IMV Technologies, L'Aigle, Franga). A adicdo do
diluidor seminal ao ejaculado deve ser feita a temperatura a que este estiver no
momento da dilui¢do (Valentim et al., 2016b).

A refrigeracdo pode ser feita num banho-maria refrigerado ou em frigorificos a
5°C, esperando pelo menos uma hora para que o sémen diluido atinja os 5°C (Aisen,
2004b). Para o efeito, dentro do frigorifico coloca-se o tubo com o sémen diluido a 30-
37°C submerso num copo de agua a 5°C (Aisen, 2004b). Deste modo, o material
seminal refrigerado mantém uma fertilidade aceitavel durante 18-24 horas pds-remocao
do frigorifico (Aisen, 2004b). Se o sémen for previamente colocado em palhinhas, estas
devem ser introduzidas num tubo de plastico e o conjunto é levado numa arca
refrigeradora portatil a 15°C, mantendo a sua capacidade fecundante durante 6-10 horas
(Aisen, 2004b).

Qualquer que seja o diluidor a taxa de diluicdo, a temperatura ou as condi¢des de
armazenamento, 0s espermatozdéides vao perdendo motilidade e integridade morfoldgica
e vao reduzindo a sua capacidade de sobrevivéncia no tracto genital feminino com a
consequente perda de fertilidade e aumento das perdas embrionérias (Gordon, 1997 e
Aisen, 2004b).

3.1.8 - SEMEN FRESCO, REFRIGERADO OU CONGELADO

O sémen pode ser usado imediatamente apds a sua colheita (sémen fresco) —
perus, seres humanos, entre outros —, refrigerado — equinos, suinos, cées, entre outros —
ou criopreservado (congelados/descongelados) — bovinos, entre outros (Morrell, 2011).

O semen pode ser processado de trés maneiras:

— Fresco, puro ou diluido (30-37°C) (Aisen, 2004b). Apresenta um intervalo util
de 1,5 horas (Aisen, 2004b).
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— Refrigerado (15-5°C). Apresenta um intervalo Util de 12-24 horas (Aisen, 2004b
e Granados et al., 2006).

— Congelado (-196°C). Apresenta um intervalo Gtil indefinido (Aisen, 2004b e
Granados et al., 2006).

O sémen de caprinos ndo pode ser conservado a 37°C, uma vez que a Fosfolipase
A hidrolisa os triglicéridos do leite em acidos gordos livres (Baril et al., 1993 e Morrell,
2011). Estes possuem efeitos adversos sobre a motilidade e a integridade dos
espermatozéides do bode (Baril et al., 1993; e Pellicer-Rubio e Combarnous, 1998;
citados por Morrell, 2011). Quando preservado liquido, o sémen de bode deve ser
mantido a 4°C, embora s6é permanecam férteis durante 12-24 horas (Gordon, 1997 e
Morrell, 2011).

3.1.8.1 - SEMEN FRESCO

O sémen fresco pode ser usado puro ou diluido (Baril et al., 1993 e Aisen, 2004b).

O sémen fresco necessita de 4-6 horas para sofrer o processo de capacitacdo no
tracto genital feminino antes dos espermatozdéides serem férteis (Steyn, 2003). O sémen
criopreservado, devido aos processos de congelacdo/descongelagdo e as alteracdes
acrossémicas, necessita de muito menos tempo para que ocorra a capacitacao (Steyn,
2003). Na IA com sémen congelado/descongelado mesmo pouco tempo ap6s a ovulagédo
podem produzir-se boas taxas de fertilidade (Steyn, 2003).

Na inseminacdo com semen fresco por via cervical devem ser utilizadas doses
seminais de 50-200 x 10° espermatozdides num volume de 0,02-0,1 ml (Aisen, 2004b).

Nos caprinos, devem ser empregues 80-100 x 10° espermatozéides (Baril et al., 1993).

3.1.8.2 — SEMEN REFRIGERADO

A preservacdo de sémen, particularmente a criopreservacdo, baixa a fertilidade e
causa danos ultra-estruturais, bioquimicos e funcionais nos espermatozoides, que
resultam na reducdo da motilidade, viabilidade, transporte e poder fecundante dos

espermatozéides (Leboeuf et al., 2000).
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A conservacdo de sémen diluido a temperaturas reduzidas ajuda a prolongar o
periodo de vida dos espermatozéides (Gordon, 1997, Aisen, 2004b, Morrell, 2011 e
Valentim et al., 2016d), reduzindo o seu metabolismo (Gordon, 1997, Aisen, 2004b,
Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d) e inibindo o crescimento bacteriano (Morrell,
2011). Usando os nutrientes presentes nos diluidores seminais as bactérias competem
com o0s espermatozdides por estes recursos limitados e libertam subprodutos
metabdlicos, criando um ambiente pouco favoravel & manutencdo dos espermatozdides
viaveis (Morrell, 2011). Por outro lado, as bactérias mortas libertam endotoxinas que
sdo toxicas para os espermatozdides (Morrell, 2011).

A refrigeracdo do sémen é um método que permite que as doses seminais possam
ser transportadas para inseminacdo em exploragdes algo afastadas espacialmente
(Gordon, 1997 e Morrell, 2011). Tradicionalmente nos pequenos ruminantes a IA é feita
com sémen fresco ou refrigerado, com taxas de fertilidade aceitaveis (Morrell, 2011e
Valentim et al., 2016d).

O sémen de caprino pode ser refrigerado, diluindo em leite de vaca desnatado,
mas a presenca de gema de ovo no diluidor esta proscrita (Baril et al., 1993 e Leboeuf et
al., 2000). Se o diluidor contiver gema de ovo ha necessidade de lavar o sémen (Baril et
al., 1993). Antes da lavagem do sémen, ha que suspender o sémen numa solugdo de
Krebs-Ringer-fosfato, contendo glicose, e depois centrifugar a mistura para eliminar o
plasma seminal (Baril et al., 1993). Séo preferiveis duas lavagens a uma lavagem unica
(Baril et al., 1993).

Nos ovinos, cada dose seminal refrigerada (0,25 ml) deve conter entre 100-
400 x 10° espermatoz6ides Eisen (2004b), 200 x 10° (Dendena, 2017) ou 400 x 10° de
espermatozéides (Baril et al., 1993). Nos caprinos, cada dose seminal deve ter 150 x 10°

espermatozdides (Baril et al., 1993).

3.1.8.3 - SEMEN CONGELADO

O sémen congelado é a forma mais Util de preservacdo dos espermatozoides a
inseminar (Morrell, 2011). Os espermatozdides podem ser conservados por periodos
ilimitados de tempo, sem perderem qualidade, excepto a inerente a descongelagdo
(Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Enquanto
congelado 0 sémen néo se deteriora pelo que pode ser posto em quarentena até o macho

ser declarado isento de doencas sexualmente transmissiveis (Morrell, 2011). Contudo,
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0S espermatozoOides de varias espécies tém muita dificuldade em suportar a
criopreservacdo (Aisen, 1993, Baril et al., 1993 e Morrell, 2011). Os espermatozdides
dos ruminantes reagem relativamente bem, os das aves resultam em taxas de fertilidade
de apenas 2% (Wishart, 1985; citado por Morrell, 2011). Nos ovinos, a criopreservagdo
conduz a taxas de fertilidade inferiores em cerca de 20% a do semen refrigerado (Baril
et al., 1993). Grobbelaar e Joubert (1986) (citados por Gordon, 1997), observaram uma
taxa de fertilidade, pos-inseminacdo cervical com semen congelado de 54-63% pos
sincronizagdo com MAP + eCG. Contudo no ano seguinte estes autores registaram uma
taxa de apenas 25-28% (Grobbelaar e Joubert, 1986; citados por Gordon, 1997).
Segundo Anel et al. (2005) o ano, a estacdo do ano e o sistema de exploragéo séo dos
factores que mais condicionam a taxa de fertilidade pds-1A.

Nas exploracGes animais 0s custos da criopreservacdo e a previsdo da taxa de
sucesso apoOs a IA devem ser avaliadas antes de se decidir pela utilizacdo de sémen
fresco, refrigerado ou congelado (Morrell, 2011). Os resultados conseguidos via IA com
sémen congelado sdo muito dispares devido a multiplos factores que afectam a
integridade das membranas dos espermatozoides (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000 e
Aisen, 2004b). Os mais importantes estdo relacionados com os tipos de diluidores e os
métodos de congelagdo/descongelacdo (Aisen, 2004b). Os Ultimos afectam
principalmente o sistema de membranas celulares causando alteragdes ultra-estruturais,
bioquimicas e funcionais numa percentagem significativa de células espermaticas
(Leboeuf et al., 2000 e Aisen, 2004b). Os processos de congelacdo/descongelacdo do
sémen reduzem a motilidade e rompem as membranas dos espermatozéides (Gordon,
1997, Leboeuf et al., 2000 e Aisen, 2004b). De um modo geral assume-se que estas
modificagdes sdo prejudiciais e estdo associados ao baixo poder fecundante dos
espermatozéides logo apds a descongelacdo (Leboeuf et al., 2000 e Aisen, 2004b).
Resultados recentes mostraram que muitos dos espermatozdides que permanecem
imdveis depois da criopreservacao possuem membranas desestabilizadas a tal ponto que
ndo sobrevivem o tempo necessario no tracto genital feminino poés-1A (Aisen, 2004b e
Morrell, 2011).

E sabido que os espermatozdides congelados/descongelados requerem menos
tempo de capacitacdo no tracto genital feminino quando comparado com o sémen fresco
(Aisen, 2004b). Esta hipdtese é sustentada por alteracBes que ocorrem nas membranas
dos espermatozoides durante a congelacdo/descongelacdo semelhantes aos que sofrem

durante a capacitacdo (Aisen, 2004b). Os espermatozdides criopreservados conseguem
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facilmente fertilizar o oocito 1l se deixados perto deles, por exemplo durante a
inseminacdo intra-uterina (por laparoscopia) (Baril et al., 1993 e Aisen, 2004b) e a
fertilizacdo in vitro (Aisen, 2004b). Por isso, a deposi¢do do semen congelado no canal
cervical produz resultados variaveis e pobres, enquanto o deixado nos cornos uterinos
conduzem a boas taxas de fertilidade (Gordon, 1997). Algumas destas modificacdes
membranares podem ser prevenidas ou revertidas adicionando antioxidantes nos
diluidores (Aisen, 2004b).

Os danos celulares apds congelacao/descongelacdo dao ideia de lesdes a nivel da
membrana plasmatica, acrossoma, nucleo, peca intermédia e axonema, entre outros
(Aisen, 2004b). Os primeiros sdo 0s mais sensiveis a congelacdo/descongelacao (Aisen,
2004b). Os estudos da membrana citoplasmatica detectaram danos selectivos segundo
as areas da membrana destacando-se pela sua magnitude, a da peca intermédia e a do
segmento principal do acrossoma (Aisen, 2004b). Estes danos ocorrem principalmente,
durante os processos de congelacdo/descongelacédo e ndo durante a manutencdo em
azoto liquido (Aisen, 2004b).

Os espermatozoides criopreservados sdo misturados com uma solucéo protectora
contendo lipoproteinas, acucares e um crioprotector, como o glicerol (estrutura do
espermatozéide) (Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Estes constituintes ajudam a manter a
integridade da membrana durante os processos de arrefecimento/aquecimento (Baril et
al., 1993, Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Porém, a motilidade espermatica também tem
de ser mantida, para que os espermatozdides descongelados possam alcancar os 00citos
Il e fecunda-los (Baril et al., 1993, Aisen, 2004b e Morrell, 2011). H& uma procura
constante por novos diluidores espermaticos e protocolos de criopreservacdo do sémen
(Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Um avanco recente consiste na substitui¢do do glicerol
por dimetilsulfoxido (DMSO) e de formamida amidas e dimetilformamida (Aisen,
2004b e Morrell, 2011). Estas moléculas parecem funcionar melhor do que o glicerol na
criopreservacao do sémen de equinos (Morrell, 2011). Uma possivel explicacdo para
este facto parece estar associada a dimensdo das suas moléculas que passam mais
facilmente e sem danificar as membranas espermaticas (Morrell, 2011).

Antes da congelagdo alguns autores separam por centrifugacdo 0s
espermatozoéides dos bodes (e também os dos equinos, dos suinos e dos seres humanos)
do plasma seminal (Baril et al., 1993 e Morrell, 2011). Os espermatozdides sdo entdo

diluidos em diluidores seminais, armazenados em palhinhas e congelados em vapores
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de azoto liquido, antes de serem mergulhados em azoto liquido (-196°C) (Morrell,
2011).

A taxa de sucesso da criopreservacdo varia muito em fungdo da raga, apesar da
intensa investigacdo relativa aos constituintes dos criodiluidores e das taxas de
congelacao e de descongelacdo (Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Em Franga, a taxa de
fertilidade das cabras inseminadas artificialmente profundamente com sémen congelado
na estacdo de anestro apo6s inducdo hormonal da actividade ovérica ronda os 65%
(Leboeuf et al., 2008; citados por Morrell, 2011). Muitos outros autores obtém taxas de
fertilidade muito mais baixas 20-30% (Morrell, 2011) ou 16,7% (Cortez, 2012). Tal
como ja foi anteriormente referido os espermatozdides que sobrevivem aos processos de
congelagdo/descongelacdo (percentagens aceitaveis) apresentam um periodo de vida
mais curto (Aisen, 2004b e Morrell, 2011). Valentim et al. (2002) obteve em cabras
Serranas uma taxa de fertilidade ap6s IA cervical, com sémen congelado de 70,0%.

Nos ovinos, o nimero total de espermatozoides a depositar nos cornos uterinos
varia entre 20-100 x 10° espermatozéides (Baril et al., 1993). Nos ovinos, os melhores
resultados sdo obtidos quando a inseminacao intra-uterina é feita entre as 45-70 horas
pos-remocdo das esponjas vaginais dependendo da raca, do ndmero de partos e da
estacdo do ano (Baril et al., 2011). As taxas de fertilidade podem ultrapassar os 70%
quando a inseminacdo das ovelhas é realizada entre as 55-65 horas e a das cabras é
efectuada entre as 45-55 horas (Baril et al., 2011).

Nos ovinos, a dose seminal congelada para IA cervical (0,25 ml) deve conter
450 x 10° de espermatozdides (Baril et al., 1993). Nos caprinos, esta dose (0,5 ml) deve
conter 200 x 10° espermatozdides (Baril et al., 1993).

3.1.9 - LOCAL DE DEPOSICAO DO SEMEN NO TRACTO GENITAL
FEMININO

Durante a monta natural os machos depositam o sémen em diferentes locais do
tracto genital feminino (dependendo da espécie) (Morrell, 2011 e Valentim et al.,
2016d). Nos ruminantes e nos seres humanos o semen tem de ser depositado no fundo
do saco vaginal, enquanto nos suinos, nos caninos, nos camelideos e nos equideos o

sémen € deixado no interior do utero (canal cervical ou corpo do Utero) (Morrell, 2011).
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3.1.9.1 - VAGINAL

Nas ovelhas, as doses seminais para deposicéo vaginal (“tiro as escuras”) devem
conter entre 200-400 x 10° espermatozdides (Dendena, 2017) ou 300 x 10°
espermatozdides (Aisen, 2004a). O indice de fertilidade pds-inseminacdo vaginal varia
entre 40-65% (Ax et al., 2004) ou de 88,9% (Dendena, 2017). Nos caprinos, esta
técnica estd contra indicada pois resulta em baixas taxas de fertilidade (Simdes et al.,
2008; citados por Valentim et al., 2016d). Nos pequenos ruminantes é possivel

depositar 0 sémen para la da 1-22 prega cervical (Valentim et al., 2016d).

3.1.9.2 - CERVICAL

Na maioria das espécies, a inseminacdo pode ser feita ultrapassando o canal
cervical com um cateter e depositando o sémen no colo (Valentim et al., 2016d) ou no
corpo do utero (Gordon, 1997, Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d). As excep¢des
s80 0s ovinos e 0s caprinos, em que a diminuto diametro (principalmente nas cabras)
e/ou a conformacdo desalinhada das pregas cervicais (particularmente nas ovelhas)
dificulta a passagem do pistolete de inseminacdo (Baril et al., 1993, Morrell, 2011 e
Valentim et al., 2016d). Segundo Baril et al. (1993), cada dose seminal de sémen fresco
deve conter no minimo 60 x 10° espermatozéides que se traduzem em taxas de
fertilidade aceitaveis. Nos ovinos, as doses de sémen refrigerado devem conter 100-
200 x 10° espermatozéides (Valentim et al., 2009) ou 150-200 x 10° espermatozéides
(Aisen, 2004a e Dendena, 2017), garantindo uma taxa de fertilidade de 60-70% (Ax et
al., 2004 e Valentim et al., 2009) ou de 66,7-88,2% (Dendena, 2017). A fertilidade
aumenta com o namero de pregas ultrapassadas desde que ndo se force a entrada (Aisen,
2004a e Valentim et al., 2016d). Este efeito n&o foi observado por Dendena (2017). A
inflamacéo ou a lesdo da mucosa cervical diminui ainda mais o didmetro interior do
canal cervical e causa um afluxo anormal de células de defesa ao seu lumen (Aisen,
2006a, Candappa e Bartlewski, 2011; Ritar e Salamon, 1983 e Fonseca et al., 2010;
citados por Valentim et al., 2016d).

Nos ovinos a inseminacgdo cervical deve ser feita 48-60 horas pds-remogéo das
esponjas vaginais (Gordon, 1997, Ax et al., 2004 e Donovan et al., 2004; citados por

Valentim et al., 2016d). Se a inseminagéo for simples, Baril et al. (1993), Gordon,
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1997, Ax et al. (2004) e Dendena (2017) recomendam que esta seja feita 55 horas pds-
tratamento. Se for dupla ha que realiza-las 50-60 horas (Baril et al., 1993) ou 48 e 60
horas pos tratamento (Ax et al., 2004). Nos protocolos franceses, as inseminacdes
cervicais sao feitas 43 horas (Alpina) ou 45 horas (Saanen) apds a remocéo das esponjas
vaginais (Corteel e Leboeuf, 1990; citados por Leboeuf et al., 2000). Nas cabras
Serranas, os técnicos da ANCRAS (Associagdo Nacional de Caprinicultores da raca
Serrana) realizaram a IA 43 horas pos-tratamentos (Pereira, informacéo pessoal, 2016).
Baril et al. (1993) recomendam que esta seja feita 45+ 1 horas apds a remocdo das
esponjas. Caso sejam realizadas duas IA, estas devem ser feitas 30 e 48 horas pos-
tratamento progestagénico (Baril et al., 1993). Nos protocolos de cabras produtoras de
fibras, as IA cervicais ocorrem 48-59 horas ap6s a remogdo das esponjas vaginais e da
administracdo de eCG (Ritar e Salamon, 1984; citados por Leboeuf et al., 2000) ou 40-
48 horas ap6s a remocdo das esponjas quando a eCG é injectada 48 horas antes da
remocao das esponjas vaginais (Rittar et al., 1989; citados por Leboeuf et al., 2000). Se
o0 controlo da actividade reprodutiva for feito por CIDR a IA deve ser realizada 10-15
horas antes do que quando sdo usados progestagénios (Ritar et al., 1990; citados por
Leboeuf et al., 2000).

3.1.9.3 - INTRA-UTERINA

Se a sincronizacao for feita apenas com PGF,,, 0 momento ideal de inseminar é
mais dificil de estabelecer (Baril et al., 1993, Gordon, 1997; e Fierro et al., 2013;
citados por Valentim et al., 2016d). Convém ndo esquecer que esta hormona tem efeitos
deletérios sobre a formacdo de depdsitos, o transporte e a capacitacdo de
espermatozéides no tracto genital feminino (Baril et al., 1993, Morrell, 2011 e Valentim
et al., 2016b). Por outro lado, ela afecta os mecanismos ovaricos (Baril et al., 1993 e
Valentim et al., 2016b). Apo6s sincronizacdo com PGF,,, a IA deve ser realizada 16-18
horas apds o inicio do cio (Al Yacoub et al., 2011; citados por Valentim et al., 2016d).

As vantagens de depositar 0 sémen no utero € a de ter ultrapassado a primeira
grande barreira & progressdo dos espermatozéides, dar inicio o processo de capacitacao
espermatica e diminuir as perdas de sémen por refluxo (Morrell, 2011). Por outro lado,
com um soO ejaculado pode-se inseminar um maior numero de fémeas reprodutoras
(Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016d).
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A Inseminacdo Transcervical (TAI) baseia-se na localizacdo, retraccdo e
estabilizacdo do cérvix, permitindo a realizacdo de uma inseminagdo intra-uterina
(Aisen, 2004a e Valentim et al., 2016d). Para o conseguir utiliza-se um vaginoscopio,
uma fonte de luz fria, instrumentos para fixar a cérvix (Aisen, 2004a, Ax et al., 2004; e
Ferra e Sereno, 2006; citados por Valentim et al., 2016d) e/ou de farmacos (Abecia e
Forcada, 2010 e Candappa e Bartlewski, 2011). A taxa de sucesso desta técnica é de
6%, nas ovelhas e de 60%, nas cabras (Fonseca et al., 2010; citados por Valentim et al.,
2016d). Nas ovelhas, para além do canal cervical ser muito estreito possui 3-7 (Kershaw
et al., 2005) ou 4-7 pregas (Valentim et al., 2016d). Por outro lado, nos ovinos €
frequente que a segunda e a terceira pregas se encontrem desalinhadas com a primeira,
levando a que seja necessario pincar a parede adjacente a projeccao externa do cérvix
para traccionar esta estrutura uterina (Ferra e Sereno, 2006; citados por Valentim et al.,
2016d). Nos caprinos, o processo de TAI € mais facil porque o canal cervical € mais
largo e “s6” ha que ultrapassar “apenas” 3-5 pregas, depois de traccionar esta estrutura
uterina (Aisen, 2004a e Valentim et al., 2016d)

Em ambas as espécies, a TAI deve ser aplicada 72 horas pds administracdo da
segunda injeccdo de PGF,, (Bowdridge et al., 2012; citados por Valentim et al., 2016d).

A inseminacéo intra-uterina por laparoscopia (LAI) consiste na deposi¢do de uma
pequena dose seminal directamente nos cornos uterinos, via laparoscopia (Aisen, 2004a
e Valentim et al., 2016d). Nos ovinos, inseminam-se 10-12 x 10° de espermatozéides
méveis (Gordon, 1997) ou 10-50 x 10° espermatozéides méveis (Aisen, 2004a) e nos
caprinos 120 x 10° espermatozéides moéveis (Gordon, 1997). Mesmo com sémen
criopreservado, as taxas de fertilidade sdo elevadas: 60% (Baril et al., 1993) e 65-80%
(Ax et al., 2004). Esta técnica é mais utilizada em ovinos do que em caprinos devido a
anatomia do canal cervical (Valentim et al., 2016d). Nos ovinos, alguns autores
conseguiram uma maior fertilidade quando inseminaram os dois cornos uterinos
(metade da dose em cada um deles) (Perkins et al., 1996; citados por Valentim et al.,
2016d).
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Il - TRABALHO EXPERIMENTAL

1- MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na cidade de Braganca, na Quinta do Pinheiro Manso
(Latitude 41° 48” 33°’N, Longitude 6° 44° 3’W ¢ Altitude 670 metros), pertencente a
Escola Superior Agraria-Instituto Politécnico de Braganca, entre 11 de abril e 13 de
junho 2016.

As cabras foram alimentadas em pastoreio de prados naturais e suplementadas, em
grupo, com feno de prados naturais (ad libitum) e com 300-350 g/dia/cabra de alimento
concentrado comercial.

Este ensaio teve inicio com a pesagem das cabras em uma balanca com jaula
(sensibilidade minima de 100 g) e a determinacdo da sua condicdo corporal (CC)

segundo a tabela de classificacdo de Villaquiran et al. (2004).

1.1 - ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizadas 67 cabras adultas da raca Serrana, ecoétipo
Transmontano, pertencentes ao rebanho pedagdgico-experimental da ESA-IPB, com
idades compreendidas entre os 2-9 anos. A Ultima pari¢do tinha ocorrido cerca de 6
meses antes (outubro).

1.2 - AVALIACAO DA ACTIVIDADE OVARICA

A actividade ovérica das cabras foi avaliada através da determinagdo dos niveis
plasmaticos de progesterona. A recolha das amostras de sangue foi feita com o auxilio
de tubos de ensaio vacuonizados e heparinizados, através da puncdo da veia jugular.
Apbs centrifugacdo do sangue, a 3.000 r.p.m., durante 15 minutos, procedeu-se a
separagdo do sobrenadante (plasma sanguineo). O teste de radioimunoensaio (RIA) foi
feito com recurso a um leitor de cintilagbes DPC® Gamma C12, segundo a técnica
indicada pelo fabricante dos kits (DiaSource ImmunoAssays®, Bélgica). Os coeficientes

médios de variacdo intra e inter-ensaio foram, respectivamente, de 7,3 e 15,6%.

1.2.1-INICIAL

Nas primeiras duas semanas de ensaio (11 e 18 de abril), com o objectivo de
determinar o estado fisioldgico inicial das cabras, pela manha com 3-4 dias de intervalo,

procedeu-se a recolha de amostras de sangue por punc¢édo da veia jugular, para posterior
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determinacéo dos niveis plasmaticos de progesterona.

Considerou-se que as cabras estavam em anestro sazonal quando, na totalidade
das amostras recolhidas, os niveis plasméticos de progesterona foram inferiores a 0,5
ng/ml.

1.2.2 - POS-TRATAMENTOS APLICADOS

Com o intuito de identificar a formagcdo do primeiro CL poOs-tratamentos
progestagénicos curtos + eCG, nos cinco dias seguintes a administracdo de eCG
procedeu-se a recolha de amostras de sangue periférico, para posterior determinagdo dos
niveis plasmaticos de progesterona.

Considerou-se que o primeiro CL se havia formado quando os niveis plasmaticos

de progesterona ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng/ml.

1.3-TRATAMENTOS APLICADOS

No dia 27 de abril, todas as cabras foram tratadas com esponjas vaginais
impregnadas com 20 mg de FGA (Acetato de Fluorogestona; Chrono-Gest®, Intervet,
Portugal) (Quadro I). (Ao contrario do que se pensava, as esponjas vaginais ndo afectam

negativamente a microflora (Suarez et al., 2006, Manes et al., 2010 e Oliveira et al.,
2013) e a composicdo das secre¢des vaginais quando da IA e ndo afectam a taxa de
fertilidade (Manes et al.,, 2010)). Simultaneamente, todas elas foram injectadas

intramuscularmente com 100 pg de cloprostenol (Estrumate®, MSD Animal Health,

Portugal) — analogo sintético de Prostaglandina F,,, (PGF».,).

QUADRO | - Divisdo das cabras segundo os tratamentos de controlo da

actividade reprodutiva

FGA + 100 pg de cloprostenol

(n=67)
Remocao das esponjas vaginais Remocao das esponjas vaginais
+ +
300 Ul deeCG 500 Ul de eCG
(n=34) (n=33)

O tratamento progestagénico teve a duracdo de 7 dias. Quando da remocdo das
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esponjas vaginais (4 de maio), as cabras foram divididas em dois grupos: 34 foram
injectadas IM com 300 Ul de eCG/cabra (Intergonan®, Intervet, Portugal) e as demais
33 com 500 Ul de eCG/cabra (Intergonan®, Intervet, Portugal).

1.4 — RECOLHA DE SEMEN

O sémen foi recolhido por electroejaculagdo (Electrojac™ Ideal, Minesota, EUA).
Foram recolhidos 4 ejaculados (2 de manhd e 2 de tarde), todos do mesmo bode (4
anos); este ja nao ejaculava ha 3 dias. Depois da colheita, os tubos colectores foram
transportados para o laboratério onde foram mantidos a 37°C em um banho-maria
(Grant International, Cambridge, Inglaterra). No mesmo equipamento foram

conservados os diluidores seminais.

1.5 — ANALISES SEMINAIS

O volume foi medido através da graduacdo dos tubos colectores e a motilidade e a
concentracdo espermatica foram estimadas com o auxilio do sistema CASA da Minitube
(Androvision®, Minittb, Tiefenbach, Alemanha), constituido por um microscépio de
contraste de fase Carl Zeiss Axio Lab Al (Gottngun, Alemanha), com placa aquecida
(37°C) e uma camara de video (Basler camera A301b, Basler AG, Ahrensburg,
Alemanha). Foram tiradas cerca de 30 fotos/0,5 minutos. Foram usadas laminas néo
reutilizaveis com 4 camaras Leja 20 (Leja Products, B.V., Nieuw-Vennep, Holanda). O
software foi programado para gravar 7 campos (motilidade) e 30 campos (concentracédo
espermatica) sob contraste de fase negativo e uma ampliacdo de X 200. No laboratério
existiam duas placas de aquecimento (37°C) que permitiam manter todos os demais

utensilios (pontas de pipetas, tubos, laminas com 4 camaras Leja 20).

Os ejaculados utilizados tinham um volume > 2,0 ml, uma motilidade > 75% e uma

concentracao espermatica > 3,0 x 10° espermatozdides/ml.

1.6 — DOSES SEMINAIS

Depois de preparadas as analises seminais, cada ejaculado foi inicialmente diluido

(1:1) (Baril et al., 1993) com um de dois diluidores comerciais Andromed® (Minitib,
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Tiefenbach, Alemanha) e INRA 96° (IMV Technologies, L’Aigle, Franca).
Posteriormente, o volume foi acertado com os valores indicados pelo programa
Androvision® (Minitib, Tiefenbach, Alemanha). De seguida a temperatura dos
ejaculados recolhidos de manha foi reduzida, durante cerca de 90 minutos de 37°C para
15°C (Neslab® RTE 221, Newington, EUA). No final, apés 10 minutos de repouso, o
sémen diluido foi aspirado para palhinhas francesas de 0,25 ml e seladas com po
polivinilico. Cada palhinha de sémen continha, pelo menos, de 80 x 10°
espermatozéides. As palhinhas brancas continham sémen diluido com Andromed®
(n = 33) e as vermelhas sémen diluido com INRA 96® (n = 34) (Quadro II).

Os espermatozoides recolhidos de tarde também foram inicialmente diluidos (1:1)
— Andromed® (Minitube, Alemanha) e INRA 96® (IMV Technologies, Franca).
Posteriormente, o volume foi acertado com os valores fornecidos pelo programa
Androvision® (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha). Apés 10 minutos de repouso, 0 sémen
diluido foi aspirado para palhinhas francesas de 0,25 ml e seladas com pé polivinilico.
Cada palhinha de sémen continha, pelo menos, 80 x 10° espermatozéides. As palhinhas
brancas continham sémen diluido com Andromed® e as vermelhas, sémen diluido com
INRA 96°.

QUADRO Il -Doses de sémen fresco ou refrigerado diluidos com Andromed® ou
com INRA 96® aplicadas

300 Ul 500 Ul
(n = 34) (n = 33)

Fresco Refrigerado Fresco Refrigerado
(n=16) (n=18) (n=16) (n=17)

Andromed INRA96 | Andromed | INRA96 | Andromed | INRA96 | Andromed | INRA96
(n=9) (n=28) (n=9) (n=9) (n=8) (n=8) (n=28) (n=9)

As palhinhas de sémen refrigerado foram transportadas numa arca refrigeradora
da Minitlb (Tiefenbach, Alemanha), a 15°C. As palhinhas de sémen fresco foram
transportadas num banho-maria de transporte da IMV Technologies (L'Aigle, Franca) a
37°C.

Entre o téermino do processo de refrigeracdo e de preparacdo das doses de semen
refrigerado (n = 35) e de sémen fresco (n = 32) e 0 comeco da IA passaram menos de 30

minutos.
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1.7 — INSEMINACAO ARTIFICIAL A TEMPO FIXO

As cabras foram inseminadas, independentemente de terem manifestado cio, cerca
de 43 + 1 horas pos-administracdo de eCG. Comecou-se por inseminar as cabras com
sémen fresco.

Apos a aplicacdo dos tratamentos de controlo da actividade reprodutiva, cerca de
metade das cabras foram inseminadas com sémen fresco e a outra metade com sémen
refrigerado (Quadro I1). Em ambos os grupos, cerca de metade das ovelhas foram
inseminadas com sémen diluido com Andromed® e a outra metade com sémen diluido
com INRA 96°.

Registou-se a cor da mucosa (rosa vs. rosa escuro Vvs. hemorragico), e a
lubrificacdo (reduzida vs. boa) da vagina, o local de deposicdo do semen (vaginal vs. 12
prega vs. 22 prega) e se houve refluxo (sim vs. Ligeiro vs. ndo). A deposicdo do sémen
foi feita sempre o mais profundamente possivel com o auxilio de forceps vaginais, luzes
LED e pistoletes Quicklock (Minitiib®, Alemanha).

1.8 — DIAGNOSTICO DE GESTACAO

Quarenta dias (15/06/16) apds a remocao das esponjas vaginais, procedeu-se ao
diagnédstico de gestacdo por ultra-sonografia em tempo real, com o auxilio de um
ecografo Mindray Z5Vet e de uma sonda rectal multifrequéncia (5-10 MHz).

1.9 — ANALISE ESTATISTICA

No sentido de identificar diferencas estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efectuaram-se analises de variancia (Steel e Torrie, 1980). A comparacao
entre médias realizou-se segundo o teste de Bonferroni/Dunn (Dunn, 1961). Com o
intuito de se compararem frequéncias, utilizou-se o teste do x* (Snedecor e Cochran,
1980).
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2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio deste estudo, a idade média das cabras era de 4,2+2,1 anos
(c.v. = 49,6%). As diferencas de idade registadas entre as cabras tratadas com 300 Ul e
com 500 Ul de eCG revelaram-se estatisticamente nao significativas (P>0,05) (Quadro
I11). O mesmo sucedeu relativamente as cabras que foram inseminadas com sémen
fresco e com sémen refrigerado (P>0,05). A idade também ndo variou em funcdo do
diluidor usado (P>0,05).

As cabras pesavam em media, 42,7 £ 5,9 kg (c.v. = 13,9%) e apresentavam uma
CC média de 2,9 +0,3 (c.v. =9,4%). As diferengas de peso corporal e de CC entre
cabras tratadas com 300 Ul ou 500 Ul de eCG, inseminadas com sémen fresco ou
refrigerado, diluido com Andromed® ou com INRA 96® foram estatisticamente n&o

significativas (P>0,05).

QUADRO Il - Idade, peso corporal e condigdo corporal (CC) das cabras,

segundo a dose de gonadotropina, o0 processo de preservacao e o tipo de diluidor

Idade Peso CcC

(anos) (kg) (pontos)
eCG (300 UI) 4,4+ 20 43,6 +5,1 2,9%+0,3
eCG (500 UI) 41%+22 42,0°+6,7 2,9%+0,3
Fresco 432 +272 42,22 +572 2,9%+0,3
Refrigerado 4,1+ 2,0 43,3*+22 3,0°+0,3
Andromed® 42°+20 423°+50 2,9%+0,2
INRA 96° 4,3°+1,6 43,3+ 6,8 2,9°+0,3

a=a, para P>0,05 (entre colunas, mesmo tratamento).
2.1 - ESTADO FISIOLOGICO PRE-TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS

Segundo Steyn (2003), os investigadores devem identificar o estado fisiologico
das fémeas antes de comecar o processo de controlo da actividade reprodutiva e de
aplicar a técnica de IA. Nas duas semanas anteriores a aplicacdo do tratamento
progestagénico “curto” e eCG (11-18 de abril), todas as cabras apresentaram em, pelo
menos uma das tomas de sangue, niveis plasmaticos de progesterona superiores a 0,5
ng/ml, estavam todas “ciclicas”. No més de abril, as cabras Serranas, ecétipo
Transmontano, costumam estar em anestro sazonal (Correia et al., 2006 e Valentim et
al., 2009). E possivel que esta diferenca resulte de disparidades anuais nas condicdes

climaticas que condicionam o desenvolvimento das pastagens natural e os gastos em
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termorregulacdo. Por outro lado no presente trabalho as cabras estavam instaladas num
pavilhdo com muito melhores condi¢des (menos perdas de energia em termorregulacéo,
logo maiores disponibilidades de energia para a reproducéo) do que em anos anteriores.

Nem a idade, nem o peso corporal, nem a CC afectaram significativamente o
estado fisiologico pré-tratamentos progestagénicos “curtos” + eCG (P>0,05). A maioria
dos animais tinha uma Optima idade reprodutiva (4,2 anos), um bom peso (42,4 kg) e
uma éptima condicdo corporal (2,9 pontos) para a cobricao.

2.2 — RESPOSTA OVARICA AOS TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS
CURTOS

Cerca de 94,2% das cabras tratadas apresentaram resposta ovarica, valor
ligeiramente superior (50-90%) aos indicados por Bonilla (2001). A dose de eCG
administrada ndo condicionou a taxa de resposta ovarica completa (300 Ul: 94,1% vs.
500 Ul: 96,7%) (% =1,0; P>0,05). Estes resultados sio semelhantes aos encontrados
por Correia et al. (2006). Todavia, os técnicos da ANCRAS usam doses de 500 Ul
(Pereira, informacdo pessoal, 2016). Esta diferenca esta seguramente associada ao facto
do trabalho de Correia et al. (2006) (tal como o presente trabalho) ter sido feito com
cabras do rebanho experimental da ESA-IPB e os valores indicados pelos técnicos da
ANCRAS serem 0s mais adequados para 0s rebanhos comerciais. O stress € uma causa
de subfertilidade (Dobson e Smith, 2000). Durante a fase folicular, o stress causado pela
manipulacdo das fémeas interfere com a libertacdo episddica das hormonas reprodutivas
(Dobson e Smith, 2000). O transporte, ou a insulina, reduz a frequéncia e a amplitude da
libertacdo de GnRH, o que sugere que o stress actua no hipotalamo ou em centros
nervosos elevados do cérebro (Dobson e Smith, 2000). O stress acaba por atrasar o0 pico
pré-ovulatorio de LH. Pensa-se que este efeito é mediado pelos opidides (Dobson e
Smith, 2000).

Nas cabras Serranas nuliparas e primiparas, o pico pré-ovulatério de LH ocorre
maioritariamente, entre as 36-84 horas apds a remogéo das esponjas vaginais (Simdes et
al., 2010). A primeira elevacdo dos niveis plasméaticos de progesterona surgiu, em
média, 76,0 £ 17,4 horas (c.v. = 22,9%) pOs-tratamentos progestagénicos curtos + eCG.
A diferenca ndo foi afectada pela dose de eCG injectada (300 Ul: 76,2 = 17,2 dias vs.
500 Ul: 75,8 £ 17,4 dias) (P>0,05).
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O tempo da inseminacdo artificial pos-tratamento de sincronizacdo de cios é
muito importante (Kukovics et al., 2011). A melhor altura difere segundo os autores: 43
horas (Pereira, informacdo pessoal, 2016) e 45 horas (Baril et al., 1993; e Corteel e
Leboeuf, 1990; citados por Leboeuf et al., 2000). N&do nos parece que a escolha das 43
horas poOs-tratamentos progestagenicos curtos + eCG para inseminar tenha sido a mais
acertada (perda de 20% de fertilidade). A duvida deve ser esclarecida num futuro
estudo.

2.3 — RESPOSTA A INSEMINACAO ARTIFICIAL

Quarenta dias ap6s a inseminacédo artificial, 74,6% (n =25) das cabras estavam
gestantes. Quase 20% das cabras que ovularam ndo ficaram gestantes. As taxas de
fertilidade indicadas na bibliografia rondam os 50-65% (Baril et al., 1993, Ax et al.,
2004 e Valentim et al., 2009). E possivel que a perda de 20% na fertilizagao tenha a ver
com o0 momento em que foi realizada a 1A ou que resulte do nimero de espermatozoides
inseminados 80 x 10° espermatozdides. Pode ter resultado da qualidade bioquimica e
biofisica do sémen recolhido por electroejaculacdo (Morello e Chemineau, 2004 e
Morrell, 2011). Pode ainda resultar do facto de ndo se ter precedido a lavagem dos
espermatozdides (Leboeuf et al., 2000 e Baril et al., 1993), o que reduz a sua motilidade
(Leboeuf et al., 2000). Por outro lado, o stress induzido na inseminacéo artificial reduz
a fertilidade, interferindo no mecanismo da fecundacdo e aumentando a taxa de

mortalidade embrionaria (Gordon 1997).

2.3.1-DOSE DE ECG

Nas ovelhas, a taxa de fertilidade poOs-inseminacdo artificial depende da
quantidade de eCG administrada (Hill et al., 1998; citados por Kukovics et al., 2011).
Neste trabalho, a dose de eCG injectada ndo condicionou a taxa de fertilidade das cabras
(300 UI: 73,5% vs. 500 UlI: 75,8%) (x* = 0,1; P>0,05).

2.3.2—- METODO DE PRESERVACAO

De um modo geral, as taxas de fertilidade sdo mais baixas com sémen refrigerado
(Gordon, 1997 e Aral et al., 2011). No presente trabalho, a taxa de fertilidade ndo variou
em funcdo do método de preservacao do sémen (Refrigerado: 77,1% vs. Fresco: 71,9%)
(x* = 0,7; P>0,05).
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2.3.3 - DILUIDORES SEMINAIS

O diluidor seminal também ndo afectou significativamente a taxa de fertilidade
(Andromed®: 70,6% vs. INRA 96°: 78,8%) (% = 1,7; P>0,05). Ainda que o Andromed®
(com glicerol) tendo sido desenvolvido para preservacao de sémen de bovinos e o INRA
96® (sem glicerol) para preservacdo de sémen de equinos, ambos revelaram o seu valor

na preservacdo de semen de caprino.

2.3.4—- COR DA MUCOSA VAGINAL

A cor da mucosa vaginal afectou a taxa de fertilidade (Quadro 1V). Neste trabalho,
a cor Rosa e Rosa hemorragico proporcionaram uma taxa de fertilidade maxima
(100,0%). O facto das duas cabras que tinham sinais de sangue na vagina terem ficado
gestantes foi surpreendente. E possivel que o trauma que resultou na perda de sangue
tenha sido local e como o sémen foi depositado depois da segunda prega nao foi
impeditivo da fecundacdo. No mesmo sentido, o facto das cabras que apresentavam uma
vagina com uma cor Rosa Escuro (supostamente, resultante de uma maior presenca de
sangue na vagina) e que se pensava ser sinal de “pleno cio”, terem apresentado uma taxa
de fertilidade de apenas 73,0% foi também uma surpresa. Neste sentido é possivel que a
cor da vagina varie mais por motivos genéticos e/ou de salde do que do estado

fisioldgico de cio.

QUADRO IV - Cor da mucosa vaginal quando da inseminacdo artificial e a sua

relacdo com a taxa de fertilidade

Cor da Mucosa Vaginal Taxa de Fertilidade
Rosa 100,0% (2/2)
Rosa escuro 73,0%" (46/63)
Rosa hemorragico 100,0% (2/2)

a=a, para P>0,05 e a#b, para P<0,001.

2.3.5 - LUBRIFICACAO VAGINAL

Na IA cervical o sémen é depositado na porcdo anterior do canal cervical e o
transporte do sémen é afectado pela quantidade e qualidade do muco cervical
(Santolaria et al., 2011). Quando as ovelhas tém um fluxo abundante ou muito reduzido
a fertilidade diminui, pelo que é conveniente eliminar o excesso de muco (Palacios,

2010 e Dendena, 2017). Foi frequente ter de deixar escorrer para o exterior da vulva a
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maioria das secrecdes presentes no tracto genital das cabras, pois estas impediam a
observacao da entrada do canal cervical. Ainda assim a esmagadora maioria das cabras
inseminadas apresentavam uma lubrificagdo abundante que afectou negativamente a
taxa de fertilidade (abundante: 72,7% vs. reduzida: 100,0%) (x°=31,2; P<0,001).
Aparentemente, o excesso de lubrificacdo tera promovido uma maior diluicdo da dose
seminal nas secre¢des do tracto genital feminino (removendo rapidamente os efeitos
protectores do plasma seminal) (Morrell, 2011 e Santolaria et al., 2011) e

eventualmente um aumento do refluxo vulvar (Dendena, 2017).

2.3.6 - LOCAL DE DEPOSICAO DO SEMEN

Na inseminacdo cervical a taxa de fertilidade é maior quanto mais profundamente
for deixado o sémen (Aisen, 2004a, Anel et al., 2005, Candappa e Bartlewski, 2011 e
Valentim et al., 2016d). Na maioria das fémeas o sémen foi colocado logo apos a
primeira prega, obtendo-se a melhor taxa de fertilidade (Quadro V). Segundo alguns
autores, o possivel trauma que a tentativa de ultrapassar a segunda prega comporta um
decréscimo da fertilidade por afectar o transporte e a viabilidade dos espermatozdides
no tracto genital feminino, originando um maior fluxo de células imunitarias ao Iimen
do canal cervical (Aisen, 2006a, Candappa e Bartlewski, 2011; Ritar e Salamon, 1983 e
Fonseca et al., 2010; citados por Valentim et al., 2016d). Aparentemente foi o que
sucedeu neste trabalho. Quando o sémen foi deixado no fundo do saco vaginal, a taxa de
fertilidade foi superior a observada apds a tentativa de passar a segunda prega. O

mesmo foi verificado em ovelhas por Dendena (2017).

QUADRO V - Local da deposicdo do sémen e sua relacdo com a taxa de

fertilidade
Local deposicdo do sémen Taxa de Fertilidade
Vaginal 75,0%* (6/8)
12 prega 88,2%" (35/45)
22 prega 66,7%° (9/14)

a#b e a#c, para P<0,05; a#b e b#c para P<0,001.

2.3.7—- REFLUXO CERVICAL

Na maioria das inseminagdes (n = 53) ndo houve refluxo cervical, que se traduziu

numa excelente taxa de fertilidade (81,1%). A maioria das cabras inseminadas depois de
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ultrapassar a 1% ou a 22 prega ndo fez refluxo (Quadro VI) e a taxa de fertilidade foi
muito elevada. Pelo contrério, as fémeas que apresentaram refluxo seminal
apresentaram uma taxa de fertilidade mais baixa (Candappa e Bartlewski, 2011).
Verificou-se que as cabras com um ligeiro refluxo foram as que apresentaram pior taxa

de fertilidade. Desconhece-se 0 motivo.

QUADRO VI - Refluxo seminal e sua relacdo com a taxa de fertilidade

Refluxo Seminal Taxa de Fertilidade
Sem 81,1%* (43/53)
ligeiro 44,4%" (4/9)
Com 60,0%° (3/5)

a#b, para P<0,0001; a#c, para P<0,01; b#c, para P<0,05.
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3 - CONCLUSOES

Tendo em conta as condicbes em que este trabalho foi desenvolvido, a

metodologia empregue e os resultados alcancados, pode concluir-se que:

— Em meados de abril, todas as cabras Serranas — ec6tipo Transmontano, estavam

ciclicas.
— Cerca de 94,2% das cabras tratadas apresentaram resposta ovarica completa.

— A dose de eCG ndo afectou a taxa de “ovulagdao” (300 Ul: 94,1% vs. 500 UL:
96,7%).

— Cerca de 74,6% das cabras ficaram gestantes.

— A dose de eCG injectada ndo afetou a taxa de fertilidade (300 Ul: 73,5% vs. 500
Ul: 75,8%).

— A taxa de fertilidade ndo variou em funcdo do método de preservacao do sémen
(fresco: 71,9% vs. refrigerado: 77,1%).

— O diluidor seminal também néo afectou significativamente a taxa de fertilidade
(Andromed®: 70,6% vs. INRA 96%: 78,8%).

— A lubrificacdo abundante influenciou negativamente a taxa de fertilidade
(abundante: 72,7% vs. reduzida: 100,0%).

—Na maioria das cabras, o sémen foi colocado logo apds a primeira prega,
correspondem a melhores taxas de fertilidade (88,2%).

— A taxa de fertilidade pds-inseminacdo vaginal foi superior (a registada) a do
sémen depositado ap6s a segunda prega vaginal (Vaginal: 75,0% vs. 22 prega:
66,7%).

— A auséncia de refluxo cervical resulta numa boa taxa de fertilidade (81,1%).
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