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RESUMO

As caracteristicas do sémen depende de fatores genéticos, individuais, ambientais e
comportamentais. As técnicas de recolha, de preservacdao e de inseminacdo artificial (lA)
influenciam a taxa de fertilidade pds-IA. Nos caprinos, a preservacdo do sémen apresenta uma
dificuldade extra relativamente a preservacdao de sémen de outras espécies de interesse
zootécnico. O seu plasma contém enzimas que interagem com os diluidores seminais a base de
gema de ovo e de leite desnatado e que podem prejudicar a integridade da membrana
plasmatica, a mobilidade e a viabilidade dos espermatozdides, ou seja, que podem afetar
negativamente a taxa de fertilidade pds-IA. Neste sentido, vdrios autores sugerem que o sémen
dos bodes deve ser lavado (remoc¢do do plasma seminal) antes deste ser refrigerado ou
congelado.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estudar os efeitos da raga (Serrana
vs. Preta de Montesinho) e da lavagem do sémen (cabras Pretas de Montesinho) sobre a taxa de
fertilidade poés-IA cervical com sémen refrigerado. Ele foi realizado em Bragancga (Portugal), nas
Quintas de Santa Apolénia e do Pinheiro Manso, entre 3 de abril e 8 de junho de 2023. Para o
efeito foram utilizadas 26 cabras da raca Serranas, ecétipo transmontano, e 35 cabras da raga
Preta de Montesinho, respetivamente, com idades entre 2-9 e 1-6 anos. Como dadores de sémen
foram utilizados 4 bodes, 2 Serranos, ecétipo transmontano, e 2 Pretos de Montesinho. Foram
avaliados os efeitos do estado fisioldgico inicial das cabras (ciclicas ou anéstricas), da resposta ao
tratamento de controlo reprodutivo, das caracteristicas seminais e do efeito da lavagem do
sémen sobre a taxa de fertilidade pds-IA com sémen refrigerado.

Na primeira quinzena de abril todas as cabras Serranas e Pretas de Montesinho estavam
ciclicas. Todas elas responderam ao tratamento de controlo reprodutivo. A qualidade do sémen
dos bodes Serranos afetou a taxa de fertilidade. O mesmo ndo sucedeu com o sémen dos bodes
Pretos de Montesinho. Quarenta e um dias pds-IA, 88,5% das cabras Serranas e 85,7% das cabras
Pretas de Montesinho estavam gestantes. A raga ndao condicionou a taxa de fertilidade. Na raga

Preta de Montesinho, a lavagem do sémen pré-refrigeracdo ndo influenciou a taxa de fertilidade.

Palavras chaves: Cabras, Serranas, Pretras de Montesinho, Sémen, Lavagem, taxa de Fertilidade.



ABSTRACT

Semen characteristics depend on genetic, individual, environmental and behavior factors.
Semen collection, preservation and artificial insemination (Al) techniques influence the post-Al
fertility rate. In goats, semen preservation presents an additional difficulty compared to other
farm species’ semen preservation. Its seminal plasma contains enzymes that interact with
seminal extenders based on egg yolk and skimmed milk, harming membrane integrity and sperm
motility and viability and reducing fertility rate. Consequently, several researchers suggest that
buck semen should be washed (removal of the seminal plasma) previous to cooling or freezing.

The main goal of this work was to study the effects of breeds (Serrana vs. Preta de
Montesinho) and semen washing (Preta de Montesinho) on the fertility rate post-cervical Al with
cooled semen. It was conducted in Braganza (Portugal) between April 3 and June 8, 2023, using
26 Serrana, ecotype Transmontano, and 35 Pretas de Montesinho goats, aging between 2-9 and
1-6 years, respectively. Two bucks of each breed were used as semen donors. The effects of the
initial physiological state (cycling or non-cycling), the response to reproductive control
treatment, the semen characteristics and the semen washing on the fertility rate post-Al with
cooled semen were evaluated.

In the first fortnight of April, all Serrana and Preta de Montesinho goats were cycling. All
of them responded to the reproductive control treatment. Semen characteristics affected the
fertility rate of the Serrana but not the Preta de Montesinho goats. Forty-one days post-Al, 88.5%
of the Serrana and 85.7% of the Preta de Montesinho goats were pregnant. Breeds had no effect
on the fertility rate. In the Preta de Montesinho breed, semen washing had no effect on the

fertility rate.

Keywords: Goats, Serrana, Preta de Montesinho, Semen, Washing, Fertility rate.
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| - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. INTRODUGAO

A |A é a técnica mais antiga de reproducdo assistida (Faigl et al., 2012 e Silva, 2023). Ela foi
inicialmente desenvolvida por motivos sanitdrios (prevenir a difusdo de doencas sexual e ndo
sexualmente transmissiveis) (Cseh et al., 2012, Faigl et al., 2012 e Valentim et al., 2016). Contudo,
os criadores depressa se aperceberam que a sua aplicagdo possibilitava a rapida introducdo e
difusdo de genes melhoradores nos seus efectivos (Ponsart et al., 2004, Granados et al., 2006,
Faigl et al., 2012 e Abecia et al., 2017), com grandes vantagens econdmicas. Esta técnica é mais
utilizada nas exploraces leiteiras do que nas de carne (Leboeuf et al., 1998 e Faigl et al., 2012),
por motivos de maneio e econdmicos (Valentim et al., 2016).

A técnica de IA consiste na colocacdo de sémen no tracto genital da fémea sem a
intervencdo directa de um macho, ou seja, com recurso a um instrumento (Faigl et al., 2012 e
Conradi, 2018), possibilitando a fecundagdo e a producdo de uma cria (Silva, 2023). Nos
pequenos ruminantes, a difusdo desta técnica vé-se limitada pela anatomia do canal cervical
(Kershaw et al., 2005, Konyali et al., 2013, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016, Snoeck et al.,
2017 e Silva, 2023) e pelas dificuldades em criopreservar o sémen diluido (associadas a
composicdo fosfolipidica e proteica das membranas) (Valentim et al., 2016, Banday et al., 2017,
Snoeck et al., 2017 e Silva, 2023). No caso dos caprinos, acresce o facto do plasma seminal conter
enzimas que podem afetar negativamente a viabilidade espermatica (Leboeuf et al., 1998, 2000
e Siqueira, 2006), quando o diluidor é feito a base de gema de ovo ou de leite desnatado (Roca
et al., 1997, Leboeuf et al., 1998, 2000, Siqueira, 2006, Zakaria, 2017 e Mocé et al., 2023), de
lecitina de soja ou quando possui uma frac¢do purificada de proteinas micelares do leite (Mocé

et al., 2023).
2. SEMEN

O sémen é uma suspensao celular composta por espermatozdides (SPZ) e plasma seminal
(Baril et al., 1993a, Zakaria, 2017 e Yata, 2022). Os SPZ s&do produzidos nos testiculos e o plasma
seminal tem origem no epididimo, ampola, préstata, glandulas vesiculares (que contribuem com
o maior volume para o ejaculado dos pequenos ruminantes) e glandulas bulbouretrais
(secrecBes importantes para a qualidade do sémen) (Baril et al., 1993a, Parkinson, 2019 e Yata,

2022).



2.1. ESPERMATOZOIDES

Os SPZ sdo células altamente especializadas, que asseguram a transmissdo do genoma
hapldide do macho ao odcito Il (Eddy, 2006 e Zakaria, 2017). Estdo revestidos pela membrana
plasmatica (Eddy, 2006 e Yata, 2022). Sdo pequenas células alongadas, muito mdveis e com um
comprimento que varia com a espécie (nos bodes, 60-65 ) (Zakaria, 2017). Tém uma cabeca de
forma oval, um pescogo e uma cauda (ou flagelo) (Parkinson, 2019 e Yata, 2022).

Nos caprinos, a cabega tem uma forma massiva, comprida (8 p) e larga (4,5-5,0 ) (Zakaria,
2017). E constituida essencialmente por um nulcleo muito denso (com cromatina muito
condensada), estruturas cito-esqueléticas, um saco membranoso de dupla camada que cobre
2/3 da sua porc¢do anterior — acrossoma ou saco acrossdmico — e uma pequena quantidade de
citoplasma (Eddy, 2006, Zakaria, 2017, Parkinson, 2019 e Yata, 2022). O acrossoma é uma
vesicula que contém varias enzimas hidroliticas (Eddy, 2006 e Parkinson, 2019), incluindo a
hialuronidase e a acrosina (Parkinson, 2019). Enquanto a por¢do anterior do acrossoma contém
hialuronidase, enzima responsavel por digerir o material que une as células de corona radiata, a
porcdo posterior contém acrosina, enzima responsavel pela lise da zona pellcida do odcito Il
(zakaria, 2017 e Parkinson, 2019) e que participa na ligagdo da cabeca do SPZ a membrana
vitelina (Mao e Yang, 2013 e Parkinson, 2019).

A reacdo acrossémica, que consiste na fusdo das membranas acrossdomica externa e
plasmatica, sob o controlo dos niveis de calcio intra e extracelulares, conduz a libertagdo das
enzimas acrossémicas, quando os SPZ estdo préximo ou entram em contacto com a superficie
do odcito Il (Eddy, 2006 e Parkinson, 2019). Durante a reagdo acrossdmica, a membrana
acrossémica interna permanece relativamente estavel (Parkinson, 2019). Quando ela termina, a
membrana acrossdmica interna permanece intacta (Parkinson, 2019), mantendo a ela ligada
algumas enzimas acrossémicas (Ferrer et al., 2012 e Parkinson, 2019).

O pescogo é curto (Zakaria, 2017) e é composto por uma pequena porg¢ao de citoplasma
(2-3 u) que contém uma placa basal, o centriolo proximal e 9 fibras densas dispostas em volta
de um eixo filamentoso complexo (axonema) (Zakaria, 2017). O axonema inclui 9 pares de
tubulos periféricos e um par de tubulos centrais (Zakaria, 2017). O todo esta envolto por uma
bainha de mitocondrias (Zakaria, 2017).

A cauda pode ser dividida em trés partes: pega intermédia, pega principal e peca final
(Eddy, 2006, Zakaria, 2017 e Yata, 2022). A pega intermédia comeca no centriolo distal e termina
num espessamento da membrana plasmatica existente na por¢do caudal (anel) (Eddy, 2006 e
Zakaria, 2017). Ela contém os elementos fibrilares presentes no pescogo e as mitocondrias estdo

disposta formando uma bainha em espiral (Zakaria, 2017). A pega intermédia é a por¢do mais



comprida da cauda (Eddy, 2006 e Zakaria, 2017). Aqui, a bainha mitocondrial é substituida por
uma bainha fibrosa (Zakaria, 2017). A pega terminal contém apenas o filamento axial, revestido
por uma membrana fina que substitui a bainha fibrosa (Zakaria, 2017).

Tal como nos carneiros, os ejaculados dos bodes sdo pouco volumosos e muito

concentrados (Memon et al., 1986 e Shamsunddin et al., 2000).

2.2. PLASMA SEMINAL

O plasma seminal é um meio extremamente complexo que contém numerosas
substancias (Baril et al., 1993a) — hidratos de carbono, lipidos, proteinas, aminoacidos e outros
compostos azotados (Yata, 2022). As principais funcGes do plasma seminal sdo o transporte e o
metabolismo dos SPZ (Baril et al., 1993a e Yata, 2022). Os seus constituintes desempenham
ainda um papel fulcral na manutencdo da viabilidade, na resisténcia dos SPZ ao choque térmico
(frio) e na prevencdo da sua ativacdo precoce no trato genital feminino (Rozeboom et al., 2000
e Maxwell et al., 2007 e Ohaneje et al., 2021). Consequentemente, ele aumenta o poder
fecundante dos SPZ (Ohaneje et al., 2021). Nos SPZ congelados/descongelados, o plasma
seminal aumenta a captacao de oxigénio, a motilidade progressiva, reverte danos causados pela
criopreservacgdo, ajuda a recuperar algumas proteinas de superficie, ou seja, melhora a sua
qualidade (Maxwell et al., 2007, Juyena e Stelleta, 2012 e Ohaneje et al., 2021). Nos SPZ
resistentes a congelacdo/descongelacdo, ele protege o acrossoma e afeta positivamente o
processo de capacitacdo (Al-Essawe et al., 2018 e Ohaneje et al., 2021). Nos ndo resistentes, ele
favorece a integridade da cromatina e das membranas plasmatica e acrossdmica (Okazaki et al.,
2009 e Ohaneje et al., 2021). Contudo, outros autores afirmam que ele continua a influenciar
negativamente a motilidade e a viabilidade destes SPZ (Juyena e Stelleta, 2012 e Ohaneje et al.,
2021).

Nas espécies pecudrias, as caracteristicas seminais (volume, pH, densidade, concentragdo
espermatica, motilidade, percentagens de SPZ vivos e normais, concentragao de hidratos de
carbono e de lipidos, entre outras) variam de forma significativa (Yata, 2022), em fungdo da
genética (Corteel, 1973, Baril et al., 1993a, Karagiannidis et al., 2000 e Aguiar et al., 2013), da
idade (Manfredi et al., 1998, Furstoss et al., 2008 e Zakaria, 2017), do estado de saude (Baril et
al., 1993a), da alimentacao (Baril et al., 1993a, Aguiar et al., 2013 e Itodo et al., 2021), da estacdo
do ano (Baril et al., 1993a, Manfredi et al., 1998, Karagiannidis et al., 2000, Aguiar et al., 2013,
Zakaria, 2017 e Mohamed et al., 2023), das condi¢des climaticas (Corteel, 1973, Baril et al.,
1993a, Aguiar et al., 2013 e Mohamed et al., 2023), do maneio (Aguiar et al., 2013), de fatores

sociais (Baril et al., 1993a), da frequéncia de recolha das amostras de sémen (Baril et al., 1993a,



Manfredi et al., 1998, Shamsunddin et al., 2000, Furstoss et al., 2008 e Zakaria, 2017) e da
manipulacdo do sémen (Chandler et al., 1988 e Hahn et al., 2019). Quando sao recolhidos vérios
ejaculados por semana, a ejaculacdo pode corresponder a 40-80% da producdo didria de SPZ
(Leboeuf et al., 2003a e Zakaria, 2017).

Nos caprinos, o plasma seminal possui varias enzimas, algumas delas com efeitos
negativos sobre a sua preservacdo (Leboeuf et al., 1998, 2000, Siqueira, 2006 e Mocé et al.,
2023). Estes efeitos persistem mesmo durante a refrigeracdo e o processo de congelagdo

(Siqueira, 2006).
3. PARTICULARIDADES DA PRESERVACAO DO SEMEN DE CAPRINO

A preservacdo de sémen de caprino comporta uma dificuldade especifica que nado se
encontra noutras espécies de interesse zootécnico (Siqueira, 2006, Sandal et al., 2021 e Liang et
al., 2023). O seu plasma seminal tem efeitos deletérios sobre a integridade da membrana
plasmatica (Ohaneje et al., 2021), a motilidade (Ohaneje et al., 2021) e a viabilidade dos SPZ
diluidos em solugdes com gema de ovo, leite desnatado e lecitina de soja (Roca et al., 1997,
Leboeuf et al., 1998, 2000, Siqueira, 2006, Zakaria, 2017 e Mocé et al., 2023). Nos diluidores a
base de gema de ovo, estes efeitos deletérios resultam da a¢do da enzima coaguladora da gema
de ovo (EYCE)/fosfolipase A, segregada nas glandulas bulbouretrais (Ritar e Salamon, 1982,
1991, Leboeuf et al., 2000, Paulenz et al., 2005, Maher, 2012, Daramola, 2017, Zakaria, 2017,
Gororo etal., 2019, Ohaneje et al., 2021, Sandal et al., 2021, Morrell et al., 2022, Zou et al., 2022
e Liang et al., 2023). Nos diluidores a base de leite desnatado, os efeitos deletérios estdo
relacionados com uma enzima — triacilglicerol lipase — presente nas secre¢bes das glandulas
bulbouretrais, que interage com os constituintes do leite desnatado e inibe a motilidade
espermatica (Leboeuf et al., 2000 e Zakaria, 2017). Por outro lado, porque hidrolisa triglicerideos
residuais presentes no meio, ela produz acidos gordos que sdo téxicos para os SPZ (Morrell et
al., 2022).

A gema de ovo é usada como protetor da membrana plasmatica dos SPZ, uma vez que
contém lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Liang et al., 2023) e lecitinas (Ritar e Salamon,
1982, Brito, 2008, Maher, 2012 e Morrell et al., 2022), que protegem a integridade estrutural
desta membrana (Liang et al., 2023). As lecitinas estdo igualmente presentes na membrana
plasmatica (Brito, 2008 e Maher, 2012). Contudo, a fosfolipase Al presente no plasma seminal
catalisa a hidrdlise de lecitinas em lisolecitinas, com producdo de acidos gordos livres (Ritar e
Salamon, 1982, Leboeuf et al., 2000, Siqueira, 2006, Brito, 2008, Maher, 2012, Zakaria, 2017,

Gororo et al., 2019 e Zou et al., 2022). Esta reacdo altera o pH do meio (Zou et al., 2022),



causando a sua coagulagdo (Ritar e Salamon, 1982 e Zou et al., 2022), e danifica os SPZ (Zou et
al., 2022). Adicionalmente, as lisolecitinas (com efeito detergente sobre os lipidos
membranares) e os acidos gordos livres produzidos sao téxicos para os SPZ (Ritar e Salamon,
1982, Leboeuf et al., 2000, Brito, 2008, Daramola, 2017, Zakaria, 2017 e Gororo et al., 2019).
Esta toxicidade depende da raga (Gororo et al., 2019), do individuo (Paulenz et al., 2005 e Brito,
2008), da estagdo do ano (Ritar e Salamon, 1991, Paulenz et al., 2005, Brito, 2008 e Zakaria,
2017), do pH e da quantidade do ejaculado e da origem da gema de ovo (espécie e raga) (Zakaria,
2017). Na estacdo de anestro, as glandulas bulbouretrais hipertrofiam e aumentam a secrecdo
desta enzima (sob acdo dos elevados niveis plasmaticos de prolactina) (Brito, 2008). A atividade
da fosfolipase Al depende da presenca de cdlcio, do pH, da temperatura, da sua concentracado
no plasma seminal e da espécie da ave que fornece a gema de ovo usada no diluidor seminal
(Brito, 2008). Varios autores recomendam a lavagem do sémen de caprino antes de se proceder
a sua criopreservacao (Paulenz et al., 2005).

As proteinas presentes no leite desnatado tém propriedades tampao (regulacdo do pH) e
absorvem iGes de metais pesados presentes no sémen (Batellier et al., 2001 e Liang et al., 2023).
Os seus grupos sulfidrila, P-lactoglobulina e fosfocaseinase protegem os SPZ dos seus
subprodutos metabdlicos (Liang et al., 2023). As micelas de caseina protegem os SPZ dos
ataques das espécies reativas de oxigénio (ROS) e mantém a integridade da membrana
plasmatica (Bergeron e Manjunath, 2006 e Liang et al., 2023). Mais, na presenca do glicerol,
estas micelas protegem os SPZ no processo de congelacdo/descongelagdo (Choong e Wales,
1963 e Liang et al., 2023). Nos diluidores a base de leite desnatado, a triacilglicerol lipase
determina a diminuicdo da motilidade espermatica (Leboeuf et al., 2000 e Zakaria, 2017), a
deterioracdo do movimento dos SPZ (Leboeuf et al., 2000), a rutura do acrossoma (Leboeuf et
al., 2000 e Zakaria, 2017) e a morte das células espermaticas (Leboeuf et al., 2000, Maher, 2012
e Zakaria, 2017). Estes efeitos negativos parecem ser mediados pela hidrélise dos triglicéridos
presentes no leite, que resultam na libertagdo de acidos gordos toxicos para os SPZ (Leboeuf et
al., 1998, 2000, Maher, 2012 e Zakaria, 2017), como o acido oleico (Leboeuf et al., 2000, 20033,
Siqueira, 2006 e Maher, 2012).

A lecitina extraida da soja pode substituir os fosfolipidos e as lipoproteinas de elevado
peso molecular presentes na gema de ovo, reduzindo ou prevenindo os danos causados na
membrana plasmatica dos SPZ pela diluigdo, congelagdo e criopreservacdo (Layek et al., 2016 e
Liang et al., 2023). Ela tem-se revelado um eficiente crioprotetor, dado que baixa o ponto de
congelacdo das membranas espermaticas, substituindo os fosfolipidos membranares

(Mehdipour et al., 2016 e Liang et al., 2023). Adicionalmente, a lecitina forma uma membrana



protetora que envolve os SPZ, reduzindo a formacao de cristais de gelo e consequentemente as

les6es membranares (Emamverdi et al., 2013 e Liang et al., 2023).
3.1. REMOCAO DO PLASMA SEMINAL

Nos caprinos, a necessidade de se proceder a remoc¢do do plasma seminal, por
centrifugacdo (Leboeuf et al., 2000 e Liang et al., 2023) ou por lavagem do sémen (Zakaria, 2017
e Liang et al., 2023), continua a ndo ser consensual. Alguns autores recomendam a sua realizacdo
antes de se proceder a refrigeracao ou a congelacdo de sémen diluido numa solugdo com gema
de ovo ou leite desnatado (Azerédo et al., 2001, Roof et al., 2012, Santiago-Moreno et al., 2017,
Ohaneje et al., 2021 e Liang et al., 2023), uma vez que ela aumenta a percentagem de células
espermaticas vivas, a motilidade e a capacidade fertilizadora dos SPZ (Leboeuf et al., 2000,
Siqueira, 2006 e Zakaria, 2017). Daramola (2017) refere que a lavagem do sémen aumenta a
percentagem de SPZ que apresentam capacitacdo e rea¢do acrossomica. Corteel (1974, 1975a)
recomendam a remocao do plasma seminal, mesmo que o diluidor seminal ndo contenha gema
de ovo. Leboeuf et al. (2003a) afirmam que este procedimento ndo é necessario a sobrevivéncia
dos SPZ refrigerados a 4°C. Nas cabras Murciana-Granadinas, a IA com sémen lavado, diluido
numa solugao Tris-gema de ovo e refrigerado a 5°C, ndo melhora a taxa de sobrevivéncia dos
SPZ (Roca et al. 1997).

Nos caprinos, a separacao dos SPZ do plasma seminal pode ser feita por centrifugacdo
(Leboeuf et al., 2000 e Liang et al., 2023) ou lavagem do sémen (Zakaria, 2017 e Liang et al.,
2023). Os SPZ tém uma densidade que difere da dos leucdcitos, das bactérias e dos restos
celulares, o que permite a sua separagdo dos restantes componentes do ejaculado (Morrell,
2006). O plasma seminal fica no topo do gradiente (Morrell, 2006).

O processo de lavagem dos SPZ comega com a diluicdo do ejaculado numa solugdo de
lavagem (1:5-1:10) (Leboeuf et al., 2000, 2003a). Segue-se a centrifugacdo da dilui¢do a 600-
1.000 g (2.210-2.853 r.p.m.), durante 10-15 minutos (Leboeuf et al., 2000, 2003a), a 20°C
(Zakaria, 2017). Duas das solugdes fisiologicas de lavagem mais utilizadas sdo a solugdo tampao
Krebs Ringer fosfato (com ou sem glicose) (Leboeuf et al., 2000, 2003a e Zakaria, 2017) e um
diluidor de congelacao (leite desnatado, tris ou outro meio) sem glicerol (Leboeuf et al., 2000,
2003a). Leethongdee et al. (2021) lavaram o sémen diluindo-o em lactato de Ringer (1:19) e
centrifugado-o a 1.500 g, durante 10 minutos.

A eficacia da eliminagdo do plasma seminal depende da intensidade da lavagem, ou seja,
do grau de diluicdo e do niumero de centrifugaces (Leboeuf et al., 2000). Sob dilui¢cGes de 1:5

ou 1:10 devem-se fazer duas centrifugacdes (Leboeuf et al., 2000). Sob diluicdes de 1:20 pode



ser feita apenas uma centrifugacdo (Ritar e Salamon, 1982 e Leboeuf et al., 2000). No método
desenvolvido por Corteel (Corteel, 1974, 1975a, 1990), depois de lavados, os SPZ sdo suspensos
num diluidor ndo glicerado (de modo a obter metade da concentragao espermatica final), antes
da solugdo ser arrefecida dos 30°C até aos 4°C, no periodo de 1 hora (Leboeuf et al., 2000). De
seguida adiciona-se o resto do diluidor contendo 14% de glicerol, atingindo-se uma
concentracao final de 400-500 x 10° SPZ (concentrac3o final de glicerol de 7%) (Leboeuf et al.,
2000). Segue-se um periodo de 1-3 horas de estabilizacdo a 4°C (Leboeuf et al., 2000).

A lavagem do sémen comporta outras vantagens que ndo prevenir os efeitos negativos
das enzimas presentes no plasma seminal. Depois dela ser feita, a percentagem de células
espermaticas moveis e a sua motilidade é superior a observada antes da lavagem (Corteel, 1974,
Leboeuf et al., 2000, 2003a e Morrell, 2006). Os SPZ méveis tendem a deslocar-se no sentido da
forca centrifuga e a depositar-se mais rapidamente do que os SPZ imdveis (Morrell, 2006). A
selecdo do tempo e da velocidade de centrifugacao é essencial a separacao dos SPZ méveis dos
iméveis (Morrell, 2006). Também os SPZ imaturos, senis e com lesGes no acido
desoxirribonucleico (ADN) tendem a ficar presos na parte superior do gradiente ou nas
interfases (Morrell, 2006). Neste sentido, os SPZ presentes no depdsito tendem a produzir

melhores taxas de fertilidade (Morrell, 2006).
4. METODOS DE PRESERVACAO DO SEMEN DE CAPRINO

Os métodos de conservacdo do sémen fresco, refrigerado ou congelado afetam a sua
capacidade fertilizadora (Leboeuf et al., 2000, Dendena, 2017, Zakaria, 2017, Conradi, 2018 e
Fornazari, 2018). A diluicdo e a refrigeracdo do sémen provocam alteragGes nas células
espermaticas, reduzem a sua motilidade e pdem em causa a integridade das membranas dos
SPZ (Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016, Banday et al., 2017, Snoeck et al., 2017 e Bashawat
etal., 2021). A congelacdo/descongelacdo do sémen de pequenos ruminantes dita uma série de
alteragGes estruturais, bioquimicas e funcionais que reduzem a motilidade (Maxwell e Watson,
1996, Leboeuf et al., 2000, Bucak et al., 2007, Dorado et al., 2007, Bucak et al., 2009, Tuncer et
al., 2013 e Zakaria, 2017), a integridade das membranas plasmatica e acrossdomica (Maxwell e
Watson, 1996, Bucak et al., 2007, Dorado et al., 2007, Bucak et al., 2009, Tuncer et al., 2013 e
Amidi et al., 2016) e a capacidade fertilizadora dos SPZ (Maxwell e Watson, 1996, Leboeuf et al.,
2000, Donovan et al., 2004, Bucak et al., 2007, Dorado et al., 2007, Bucak et al., 2009, Tuncer et
al., 2013 e Zakaria, 2017) e aumentam a taxa de mortalidade embrionaria (Donovan et al., 2004).
Na verdade, estes processos ditam a morte de uma elevada percentagem de SPZ (40-50%). A

taxa média de fertilidade ronda os 58% (Olesen, 1993 e Donovan et al., 2004).



4.1. SEMEN FRESCO

Nos caprinos, a IA com sémen fresco é ja uma grande realidade (Batista et al., 2009). Na
inseminagdo com sémen fresco, a sua recolha e a preparagdo das doses seminais tém de ser
feitas préximo do local onde estdo alojadas as fémeas, uma vez que esta tem de ser feita no
menor intervalo de tempo possivel (= 1 hora) (Dendena, 2017). Na verdade, esta forma de
conservagao dos SPZ torna-os rapidamente invidveis (Donovan et al., 2004, Paulenz et al., 2005
e Dendena, 2017). Na verdade, a sua motilidade e viabilidade diminuem rapidamente (O’Hara
et al., 2010).

O sémen fresco pode ser utilizado puro ou diluido (Dendena, 2017 e Ledo, 2017). Na
inseminacgdo vaginal, o volume da dose seminal deve variar entre 0,3-0,5 ml (Macias et al., 2020)
e conter 300-400 x 10°SPZ (Nuti, 2007 e Macias et al., 2020). Na inseminac3o cervical, o volume
da dose seminal deve ter em conta o volume interno do cérvix e o volume minimo de sémen
que deve ser inseminado (Salamon e Maxwell, 2000).

Nos caprinos, a |A cervical com sémen fresco continua a ser considerada a melhor escolha
(Csech et al., 2012). As taxas de fertilidade conseguidas variam entre os 60-80% (Paulenz et al.,
2005, Batista et al., 2009 e Francisco, 2018). ATodavia, nos trabalhos realizados por Ledo (2017)
e Francisco (2018), a taxa de fertilidade pds-IA com sémen refrigerado foi igual a conseguida

com sémen fresco.

4.2. SEMEN REFRIGERADO

Nas cabras, a IA com sémen refrigerado é bastante comum (Leboeuf et al., 2008, Sadeghi
et al., 2020 e Mocé et al., 2023). Em Franga, ela é normalmente realizada fora da estagdo
reprodutiva, com sémen diluido recolhido no maximo 24 horas antes (Leboeuf et al., 2008).
Relativamente a IA com sémen fresco, a IA com sémen refrigerado é mais cara (maiores custos
de produgdo) (Priskas et al., 2019). Por outro lado, ela comporta algumas dificuldades técnicas.
Mesmo quando sdo aplicados os melhores protocolos de refrigeragao, os SPZ deterioram-se e a
sua viabilidade e capacidade fertilizadora diminuem com o tempo (Mocé et al., 2023). Durante
o armazenamento, a motilidade dos SPZ baixa e as alteragdes estruturais e a apoptose das
células espermaticas aumentam (Mocé et al., 2023).

Através da refrigeracdo do sémen procura-se reduzir o metabolismo energético dos SPZ
(Morrell, 2011, Silva e Guerra, 2011, Valentim et al., 2016, Francisco, 2018 e Sadeghi et al.,
2020), estendendo a sua viabilidade e mantendo o seu potencial fertilizador (Morrell, 2011,
Daramola et al., 2015, Ledesma et al., 2016, Valentim et al., 2016, Ledo, 2017, Salmon et al.,

2017, Francisco, 2018 e Sadeghi et al., 2020). Este ultimo é conseguido prolongando a funcao, a
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ultra-estrutura e as propriedades bioquimicas dos SPZ (Rizkallah et al., 2022). A refrigeracdo do
sémen estende ainda o periodo fértil dos SPZ inibindo o crescimento bacteriano (Morrell, 2011
e Moucé et al., 2023). As bactérias presentes no sémen, aproveitando os nutrientes presentes
no diluidor seminal, multiplicam-se (competindo com os SPZ) (Morrell, 2011) e libertam
subprodutos metabdlicos que criam um ambiente desfavoravel a sobrevivéncia dos SPZ
(Morrell, 2011 e Meena et al., 2017). Mais, a morte das bactérias conduz a libertagdo de
endotoxinas deletérias para os SPZ (Morrell, 2011).

O sémen dos mamiferos é muito sensivel ao processo de arrefecimento (Medeiros et al.,
2002 e Moucé et al., 2023) e armazenamento a baixas temperaturas (Moucé et al., 2023). A
reducdo da temperatura do sémen induz o choque térmico (Medeiros et al., 2002 e Dendena,
2017). Nos SPZ, o choque térmico esta normalmente associado ao stress oxidativo e a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas pelos SPZ mortos ou a partir de oxigénio
molecular presente no meio (Bucak et al., 2009 e Tuncer et al., 2013). O stress oxidativo é uma
condicdo celular geralmente caracterizada pelo desequilibrio entre a producdo de ROS e a
capacidade antioxidante da célula (Bucak et al., 2009 e Tuncer et al., 2013). Sempre que a
producdo de ROS excede a capacidade do sistema antioxidante celular, os organelos sofrem
importantes danos oxidativos, que afetam os lipidos, as proteinas e o ADN (Bucak et al., 2009 e
Tuncer et al., 2013).

Durante o processo de refrigeracdo do sémen, o stress oxidativo reduz a qualidade dos
SPZ (Figura 1) (Bucak et al., 2007 e Daramola et al., 2015). Na verdade, a medida que o sémen é
arrefecido, a integridade das membranas e a motilidade dos SPZ diminui, o que conduz a uma
reducdo do seu tempo de sobrevivéncia no trato genital feminino e do seu poder fertilizador e
ao aumento das perdas embriondrias (Medeiros et al., 2002, Tuncer et al., 2013, Fang et al.,
2015 e Rizkallah et al., 2022). No sentido de se adaptarem ao meio envolvente, as membranas
dos SPZ sofrem uma transigdo termotrdpica natural que envolve a redistribuicdo dos seus
componentes (Drobnis et al., 1993, Medeiros et al., 2002 e Rizkallah et al., 2022). Os fosfolipidos
passam de uma fase liquida-cristalina para gelatinosa, tornando-se a estrutura das membranas
mais rigidas (Medeiros et al., 2002). Os diferentes fosfolipidos membranares mudam de fase a
temperaturas especificas, originando uma migracdo lateral, com rearranjo dos componentes
membranares e lipidos em diferentes fases dentro do plano da membrana (Medeiros et al.,
2002). A migracdo lateral pode criar micro-dominios sem lipidos na bicamada da membrana e
modificar o ambiente proteico envolvente (Medeiros et al., 2002). Esta transicdo ocorre
naturalmente durante a capacitacdo ou como defesa face ao abaixamento da temperatura
(White, 1993, Gillan et al., 2004 e Rizkallah et al., 2022). Quando a redugdo da temperatura ndo

é feita corretamente, ela induz o desenvolvimento de fases termotrdpicas precoces, que
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conduzem a lesdes nas membranas — reconfigura¢do proteica e aglutinacdo lipidica — e que

criam zonas irreversivelmente livres de particulas (White, 1993 e Rizkallah et al., 2022).
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Figura 1 — Cascata de lesdes membranares desencadeada pelo choque ao frio em
espermatozoides de carneiro armazenados a temperaturas inferiores a 18°C (Rizkallah et

al., 2022).

O processo de refrigeracdo do sémen pode ainda ter outros efeitos negativos sobre as
células espermaticas, nomeadamente na homeostase do sédio (Na*) (Rauen e de Groot, 2002 e
Sadeghi et al., 2020). Assim, por exemplo, a 5°C, a atividade das bombas de Na*/potéssio (K*)
reduz-se, de que resulta a elevacdo dos niveis intracelulares de Na* (Vishwanath e Shannon,
2000, Murphy et al., 2016 e Sadeghi et al., 2020).

A velocidade de refrigeracdo do sémen deve ser moderada e homogénea (Anel et al.,
2006, Dendena, 2017 e Francisco, 2018), oscilando entre -0,1°C e -0,5°C/minuto (Aisen, 2004).
Outros autores referem que a refrigeracdo até aos 15°C deve ocorrer ao ritmo de -2,4°C a -
3,7°C/minuto e até aos 5°C ao ritmo de -1,8°C a -2,7°C/minuto (Maxwell e Watson, 1996 e
Valentim et al., 2009). Contudo, se ela for muito lenta afeta negativamente a capacidade
fertilizadora dos SPZ (Medeiros et al., 2002 e Francisco, 2018).

Durante o periodo de conservagdao dos SPZ refrigerados, a sua motilidade tende a
diminuir, o mesmo sucedendo com a sua capacidade fertilizadora, que se reduz para cerca de
metade (Salamon e Maxwell, 2000, Siqueira, 2009, Santolaria et al., 2014 e Sadeghi et al., 2020)
(Figura 2). Sadeghi et al. (2020) observaram ainda perda progressiva do potencial da membrana
mitocondrial (MMP) e da resposta oxidativa. Porém, estes autores ndo registaram uma

diminuigdo significativa do indice de fragmentacdo do ADN dos SPZ.
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Figura 2 — LesOes estruturais, funcionais e moleculares sofridas pelos espermatozéides de
carneiro submetidos a stress osmotico e térmico durante o periodo de refrigeracdo a 5-

15°C ou a criopreservacao (Rizkallah et al., 2022).

O sémen de caprino deve ser refrigerado a temperaturas de 2-15°C (Leboeuf et al.,
2003b). Geralmente, ele é preservado a 4°C (Luo et al., 2019). Leboeuf et al. (2003a)
recomendam a sua preservacao a 4°C, quando diluido em leite ou em fosfocaseinato nativo
(PPCN). O sémen refrigerado a 15°C mantém o seu poder fertilizador durante algumas horas —
6-7 horas (Aisen, 2004 e Gororo et al., 2019). Consequentemente, as cabras a inseminar tém de
estar préximo do centro de IA (Gororo et al., 2019). O sémen refrigerado a 4-5°C mantém o seu
poder fertilizador até 12-24 horas (Luo et al., 2019) ou 48-72 horas (Bashawat et al., 2021), apds
o que decresce a medida que o tempo de preservacdo aumenta (Luo et al., 2019). Ele tornando
possivel a inseminacdo de cabras alojadas a alguma distancia do centro de inseminacgdo (Morrell,
2011, Ledo, 2017, Sadeghi et al., 2020 e Rizkallah et al., 2022). O sémen refrigerado por um
periodo de 10 dias mantém algum poder fertilizador se for inseminado intrauterinamente
(Maxwell e Salamon,1993). De acordo com Nishikawa et al. (1961) (citados por El-Battawy,
2019), os SPZ diluidos em solucdo Neoseminan e armazenados a 4°C mantém o seu poder
fertilizador durante 6 dias. Eppleston et al. (1994) verificaram que os SPZ diluidos numa solucdo
Tris-Frutose-acido citrico - gema de ovo e armazenados a 5°C mantém o seu poder fertilizador
durante 8 dias.

Nos pequenos ruminantes, a IA cervical com sémen diluido e refrigerado deve ser feita
usando palhinhas francesas de 0,25 ml, com 100 x 10° (Sadeghi et al., 2020), 120 x 108 SPZ (Ritar
e Ball, 1993), 150 x 108 SPZ (Nuti, 2007), 200 x 10° SPZ (Corteel et al., 1975b, Cseh et al., 2012,
Conradi et al., 2017, Dendena, 2017 e Fornazari et al., 2018), 400 x 10° SPZ (Macias et al., 2020)

ou 800 x 10° SPZ (Sadeghi et al., 2020). Na IA transcervical, cada dose seminal deve ter um
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volume de 0,05-0,1 ml e uma concentrac¢do de 60 x 10° SPZ (Nuti, 2007 e Macias et al., 2020).
Na IA intrauterina (laparoscopia), o volume da dose seminal deve variar entre 0,05-0,1 ml de e
a concentrac3o espermatica ser de 20 x 10° SPZ (Macias et al., 2020).

A IA com sémen refrigerado, relativamente ao sémen congelado, apresenta varias
vantagens (Sadeghi et al., 2020). Com o intuito de se obterem as melhores taxas de fertilidade,
as doses de sémen refrigerado ndo necessitam de ter um nimero tao elevado de SPZ como as
de sémen congelado (Cseh et al., 2012, Conradi et al., 2017, Dendena, 2017 e Fornazari et al.,
2018). Mais, a longevidade dos SPZ refrigerados é superior a dos SPZ congelados/descongelados
(Sadeghi et al., 2020). Neste sentido, as taxas de fertilidade pds-IA com sémen refrigerado
tendem a ser mais elevadas do que as conseguidas com sémen congelado (Sadeghi et al., 2020).
Por outro lado, o sémen refrigerado é mais facil de manipular e de transportar (Sadeghi et al.,
2020). Consequentemente, os custos sdo menores quando se trabalha com sémen refrigerado
(Sadeghi et al., 2020).

Nos caprinos, as taxas de fertilidade conseguidas pds-IA cervical com sémen refrigerado
variam entre os 60-80% (Paulenz et al., 2005, Batista et al., 2009, Francisco, 2018, Silva et al.,
2019 e Quintas et al., 2002a,b).

4.3. SEMEN CONGELADO

Nos mamiferos, a criopreservacdo dos SPZ é um processo complexo que envolve varios
fatores que tém de ser tidos em conta para se obterem resultados satisfatérios (Tuncer et al.,
2013). Com ela promove-se a suspensdo completamente da fun¢do bioquimica dos SPZ
(Rizkallah et al., 2022).

Nos caprinos, a criopreservagdo de sémen é uma técnica comum (Bucak et al., 2009 e
Bashawat et al., 2021), embora a sua utilizagdo comercial continue a ser relativamente limitada
(Batista et al., 2009) devido as baixas taxas de fertilidade alcangadas (Ohaneje et al., 2021). De
facto, a congelagao dos SPZ resulta em danos ultraestruturais, funcionais e bioquimicos que
aumentam a permeabilidade das membranas, causam hiperoxidacao e formag¢do de ROS e
promovem danos na bainha de mitocondrias e na cauda do axonema (Ntemka et al., 2018 e
Ohaneje et al., 2021).

Apds a ejaculacdo, os SPZ sofrem uma série de alteragGes estruturais, bioquimicas, da
cromatina e da estrutura das membranas espermaticas (Maxwell e Watson, 1996, Medeiros et
al., 2002 e Tuncer et al., 2013), que os preparam para a interagdo com o odcito Il e a fecundacdo
(Maxwell e Watson, 1996). Estas alteragGes ocorrem naturalmente durante os processos de

capacitacdo e de reacdo acrossémica (Maxwell e Watson, 1996 e Medeiros et al., 2002). Os
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processos de congelagdo/descongelacdo promovem alteracdes semelhantes a da capacitacio,
o que se traduz no encurtamento da vida fértil dos SPZ (Maxwell e Watson, 1996, Bucak et al.,
2007 e Batista et al., 2009), na diminui¢cdo da sua capacidade de interacdo com o trato genital
feminino (Maxwell e Watson, 1996) e na reducdo da sua capacidade fertilizadora (Maxwell e
Watson, 1996 e Rather et al., 2016). Consequentemente, na I|A cervical, os SPZ
congelados/descongelados tendem a apresentar um periodo de vida fértil reduzido (Batista et
al., 2009, Gangwar et al., 2015 e Gororo et al., 2019) e a alcancar o odcito Il com uma capacidade
fertilizadora diminuida (Quadro ) (Bucak et al., 2007, 2009, Gangwar et al., 2015 e Gororo et al.,
2019). Contudo, quando depositados diretamente no Utero ou no oviduto, resultam em altas

taxas de fertilidade (85-93%) (Maxwell e Watson, 1996 e Purdy et al., 2020).

Quadro | — Impactos da reducdo da temperatura sobre as células espermaticas (Maher,

2012)

Temperatura (°C) Impactos

Choque térmico
(Bakhach et al., 2007)

37a15
Lesdes celulares
(Bakhach et al., 2007)
5a-15 Lesdes celulares
(Bakhach et al., 2007)
0a-25 AlteragGes mais intensas da membrana
(Drobnis et al., 1993)
0a-80 Redugdo da atividade enzimatica
(Bakhach et al., 2007)
-15 a -60 Maioria dos danos celulares
(Mazur, 1963 e Gao et al., 1997)
<-40a-130 Suspensdo das tocas fisico-quimicas
(Bakhach et al., 2007)
<-130 Conservagao celular a longo prazo

(Mazur, 1984, Medeiros et al., 2002 e Bakhach et al., 2007)

A congelacdo dos SPZ permite estender temporalmente a sua viabilidade (Daramola et
al., 2015 e Meena et al., 2017). A temperatura do azoto liquido (-196°C), as reagdes metabdlicas
ficam suspensas (Maher, 2012). A criopreservacdo do sémen permite preservar o sémen por
longos periodos de tempo (Donovan et al., 2004, Nuti, 2007, Maher, 2012, Zanganeh et al., 2013,
Daramola et al., 2015, Rather et al., 2016, Meena et al., 2017 e Gororo et al., 2019), ainda que
durante a congelacdo a manutencdo do seu poder fertilizador ndo esteja garantida (Nuti, 2007
e Daramola et al.,, 2015). Qualquer variagdo de temperatura, nomeadamente, no

manuseamento do sémen pode infligir danos aos SPZ (Maher, 2012). Sempre que a temperatura
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subir dos - 130°C, varios tipos de lesGes podem ocorrer nos SPZ e a taxa a que estes ocorrem
estd positivamente correlacionada com a subida da temperatura (Nuti, 2007). Assim, por
exemplo, tirar as palhinhas de sémen de dentro do tanque para confirmar o nimero ou muda-
las de um tanque para outro, diminui o poder fertilizador dos SPZ criopreservados (Nuti, 2007).

O processo de congelagdo dos SPZ tem efeitos deletérios sobre o ADN, as mitocondrias e
particularmente sobre a estrutura e a fungdo da membrana plasmatica (Zanganeh et al., 2013).
Uma das caracteristicas das membranas bioldgicas é a disposicdo assimétrica dos fosfolipidos
na bicamada (Figura 3) (Bucak et al., 2009). Nos mamiferos, a composi¢do fosfolipidica da
membrana plasmatica dos SPZ difere da das células somaticas (Bucak et al., 2009). As primeiras
possuem mais acidos gordos polinsaturados do que as segundas (Bucak et al., 2009). A
suscetibilidade dos SPZ aos danos da criopreservacdo depende da espécie animal® e estd
correlacionada com a composic¢do fosfolipidica da membrana espermatica (Medeiros et al., 2002
e Bucak et al., 2007), da relag&o colesterol/fosfolipidos (Medeiros et al., 2002 e Rizkallah et al.,
2022), do grau de saturacdo da cadeia de hidrocarbonetos e da relacdo entre proteinas e
fosfolipidos (Medeiros et al., 2002). As moléculas extras de colesterol intramembranar elevam
a estabilidade das membranas (Flesch et al., 2001 e Rizkallah et al., 2022). Durante o processo
de arrefecimento, elas limitam o movimento das particulas nas membranas e
consequentemente reduzem os eventos desestabilizadores das membranas em 30% (Kessel et

al., 2001 e Rizkallah et al., 2022).

Glicoproteina
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Proteina Canal Glicolipido Proteina transmembranar Fosfolipidos

Colesterol Proteina incrustana Proteina incrustada Proteina em
na monocamada a-hélice

Figura 3 — Componentes da membrana celular (CECIERJ, 2023).

1~ 0 sémen de suino é o mais sensivel ao choque térmico (Medeiros et al., 2002). O sémen de
bovino, ovino e equino sdo muito sensiveis (Medeiros et al., 2002). O de canino e felino é
algo sensivel (Medeiros et al., 2002). O de leporideo, humano e galo sdo pouco sensiveis

(Medeiros et al., 2002).
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As espécies animais que produzam baixos niveis de esterdides e que apresentem elevadas
quantidades membranares de acidos gordos polinsaturados estdao mais predispostos a danos
peroxidativos (Alberti, 2007, Daramola et al., 2015 e Gangwar et al., 2015). O mesmo sucede
quando a relagdo colesterol/fosfolipidos é baixa (Rizkallah et al., 2022). E o caso dos pequenos
ruminantes (Alberti, 2007, Bucak et al., 2007, 2009 e Gangwar et al., 2015). O plasma seminal
destes animais possui um sistema antioxidante que contraria os efeitos deletérios das ROS e que
parece ser muito importante na protecdo dos SPZ (Daramola et al., 2015 e Gangwar et al., 2015).
Contudo, a sua capacidade antioxidante é reduzida (Daramola et al., 2015). Os préprios SPZ
possuem alguma capacidade antioxidante (de origem citoplasmatica), que é, no entanto, muito
limitada (Bucak et al., 2007, Zanganeh et al., 2013, Daramola et al., 2015, Fang et al., 2015 e
Gangwar et al., 2015). Na verdade, nos ultimos estados da espermatogénese, os SPZ perdem
muito do seu citoplasma e com ele os antioxidantes que combatem os efeitos nocivos das ROS
e da peroxidacao lipidica (Bucak et al., 2007). Consequentemente, nos ovinos, estima-se que a
congelacdo/descongelagdo do sémen (que apresenta uma elevada sensibilidade ao choque
térmico), resulta na ndo sobrevivéncia de 40-50% (Maxwell e Watson, 1996, Watson, 2000 e
Nuti, 2007), até 60% (Rizkallah et al., 2022) ou 70% dos SPZ (Meena et al., 2017).

A congelacdo expode as células espermaticas a diferentes situagdes de stress (Maxwell e
Watson, 1996 e Dorado et al., 2007), de que resulta a perda da integridade das membranas, o
prejuizo da funcdo celular e a reducdo da motilidade e da capacidade fertilizadora (Bucak et al.,
2007, 2009 Tuncer et al., 2013, Gangwar et al., 2015 e Rather et al., 2016). As grandes varia¢des
de temperatura alteram a disposicao espacial dos constituintes das membranas espermaticas,
com implicagbes na sua permeabilidade (Maxwell e Watson, 1996). Os SPZ tém ainda de
enfrentar a formagdo de cristais de gelo pontiagudos (que provocam ruturas nas membranas
espermaticas) e o stress osmotico causado pelos elevados gradientes de concentragdo de
solutos no meio diluidor (Medeiros et al., 2002, Rather et al., 2016 e Meena et al., 2017). Por
outro lado, a criopreservagao altera a atividade enzimdtica (Meena et al., 2017). Os SPZ que
consigam ultrapassar estes problemas tém ainda que ser capazes de superar o stress da
descongelagdo (Maxwell e Watson, 1996).

No sémen congelado, a contaminag¢do microbiana determina primeiramente a producdo
de macrdéfagos e de granuldcitos polimorfonucleares (primeira linha de defesa) (Diemer et al.,
1996 e Meena et al., 2017), que induzem um processo inflamatdrio com efeitos nocivos sobre
os SPZ (Diemer et al., 1996). Estas células produzem ainda ROS (Morrell, 2006) e toxinas (Diemer
et al., 1996, 2003 e Morrell, 2006). Por outro lado, as bactérias aderem aos SPZ e interferem
com a sua motilidade (Diemer et al., 1996, 2003 e Morrell, 2006). Podem inibir a motilidade

reagindo diretamente com o SPZ (Diemer et al., 2003) ou o acrossoma (Morrell, 2006) ou
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indiretamente via citotoxinas (Diemer et al., 1996, 2003 e Morrell, 2006). Algumas bactérias
parecem afetar os SPZ diretamente, através de interagdes celulares ou de fenémenos de adesao,
causando alteragcbes na motilidade espermatica e disturbios na integridade celular e na
estrutura molecular destas células (Diemer et al., 2003). Porém, a criopreservagao dos SPZ por
longos periodos de tempo tem um efeito nocivo sobre a populagdo microbiana existente no
sémen (Meena et al., 2017). Nos bovinos, a carga microbiana do sémen diminui com o passar
do tempo, ou seja, aumentando o tempo de criopreservacdo, baixa o numero de
microrganismos presentes nas doses seminais (Meena et al., 2017).

O numero de SPZ que deve estar presente em cada dose seminal depende do poder
fertilizador do macho, do inseminador e do momento em que a inseminacdo é feita,
relativamente ao momento da ovulagdo (Nuti, 2007). A técnica utilizada é igualmente
importante (Donovan et al., 2004 e Nuti, 2007). 1A cervical com sémen criopreservado devem
ser usadas doses seminais com 100 x 10° SPZ (Corteel et al., 1988, Leboeuf et al., 1998, 2000 e
Luo et al., 2019), 150 x 10° SPZ (Corteel et al., 1988), 180 x 10° SPZ (Nuti, 2007) ou 200 x 10° SPZ
(Corteel et al., 1988 e Paulenz et al., 2007). Na IA transcervical, as doses seminais devem conter
60 x 10% SPZ (Nuti, 2007). Na IA intrauterina (laparoscopia), cada dose seminal deve conter
1 x 10° SPZ (Ritar e Ball, 1993) ou 20 x 10° SPZ (Nuti, 2007).

A taxa de fértilidade pos-IA com sémen congelado/descongelado varia entre 30-70%
(Batista et al., 2009). Luo et al. (2019) obtiveram taxas de fertilidade de 60-65%. No trabalho
realizado por Cortez (2012), 70% das cabras Serranas inseminadas artificialmente com sémen
congelado/descongelado estavam gestantes 41 dias pds-IA. Contudo, apenas 30% pariu.
Segundo Seifi-Jamadi et al. (2017), as taxas de fertilidade pds-IA por laparoscopia com sémen
congelado/descongelado sdo muito elevadas. Podem alcangar os 92,5% (Leethongdee et al.,

2021).
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Il - TRABALHO EXPERIMENTAL

1. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em Braganga, mais precisamente nas Quintas de Santa Apoldnia
(latitude 41° 79’ 83" N, longitude 6° 76’ 61" W e altitude 685 metros) e do Pinheiro Manso
(Latitude 41° 80’ 86"’ N, Longitude 6° 73’ 35" W e altitude 627 metros), pertencente a Escola
Superior Agraria (ESA), do IPB, entre 3 de abril e 8 de junho 2023.

As cabras foram alimentadas em pastoreio de prados naturais e suplementadas, em grupo,
com feno de prados naturais (ad libitum) e 300-350 g/dia/cabra de alimento concentrado
comercial. Nos 30 dias seguintes a IA manteve-se o aporte energético/proteico da dieta.

Este ensaio teve inicio com a determinagdo da condicdo corporal (CC), segundo a tabela

de classificacdo de Villaquiran et al. (2004). Foram considerados intervalos de 0,25 pontos.

1.1. ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizadas 26 cabras Serranas e 35 cabras Pretas de Montesinho
(Figura 4). As cabras Serranas tinham 2-9 anos de idade e as Pretas de Montesinho 1-6 anos de

idade. A ultima paricdo tinha ocorrido h3, pelo menos, 45 dias.

Figura 4 — Cabras das ragas Serrana, ecotipo Transmontano (esquerda), e Preta de

Montesinho (direita).
1.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE OVARICA

A atividade ovarica das cabras foi avaliada através da determinagdo dos niveis plasmaticos
de progesterona (P4). A recolha das amostras de sangue foi feita com o auxilio de tubos de ensaio
vacuonizados e heparinizados, através de puncdo da veia jugular. Apéds centrifugacdo do sangue,
a 3.000 r.p.m., durante 15 minutos, procedeu-se a separacdo do sobrenadante (plasma

sanguineo), que foi pipetado para tubos de Eppendorf devidamente identificados.
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Posteriormente, estes foram congelados numa arca ultracongeladora (-70°C) (Thermo 960°,
Electron Cooperation, Marlotta, EUA) até ao momento do seu processamento.

Os niveis plasmaticos de P, foram determinados através da técnica de radioimunoensaio
(RIA). Esta foi realizada com recurso a um leitor de cintilagges DPC" Gamma C12 (Bertholt
Technologies, Bad Wildbad, Alemanha), segundo a técnica indicada pelo fabricante dos kits
(DiaSource” ImmunoAssays, Louvain-la-Neuve, Bélgica). Os coeficientes médios de variagdo intra

e inter-ensaio foram, respetivamente, de 7,4 e 15,7%.
1.2.1. AVALIAGAO DA CICLICIDADE PRE-TRATAMENTO HORMONAL

Nas duas semanas anteriores (3-13 de abril de 2023) a realizag¢do do tratamento curto com
P, + Gonadotropina Coridnica equina (eCG), com o objetivo de determinar o estado fisiologico
das cabras (ciclicas vs. anestro), procedeu-se a colheita de amostras de sangue, com 3-4 dias de
intervalo. As colheitas foram feitas sempre no periodo da manha. A metodologia utilizada foi a
mesma indicada no item 1.2.

Considerou-se que as cabras estavam em anestro sazonal quando, na totalidade das

amostras recolhidas, os niveis plasmaticos de P, foram inferiores a 0,5 ng/ml.
1.2.2. AVALIACAO DA RESPOSTA OVARICA AO TRATAMENTO HORMONAL

Com o intuito de identificar a formacgdo do primeiro corpo Iuteo (CL) pds-tratamento curto
com P4 + eCG, nos cinco dias pds-administracdo de eCG, procedeu-se a recolha de amostras de
sangue periférico, para posterior determinacdo dos niveis plasmaticos de P,. A metodologia
utilizada foi a mesma indicada no item 1.2.

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

ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng/ml.
1.3. TRATAMENTO APLICADO

No dia 13 de abril de 2023, as cabras receberam um dispositivo vaginal com 0,35 g de P,
(controlled internal drug release; CIDR’; Zoetis, Portugal) (Figura 5). Na mesma altura foram-lhes
administrados intramuscularmente 100 pg de Cloprostenol (Estrumate®, MSD Animal Health,
Portugal). O tratamento com P, teve a durac¢do de 6 dias.

Quando da remogdo dos dispositivos vaginais (19 de abril de 2023), as cabras foram

administradas intramuscularmente 300 Ul de eCG (Intergonan’, Intervet, Portugal).

18



Figura 5 — Dispositivo CIDR (esquerda), aplicador de CIDRs (centro) e colocag¢do de um

CIDR (direita).
1.4. RECOLHA DE SEMEN

Os bodes estavam alojados numa instalagdo separada da das cabras. O sémen foi
recolhido com o auxilio de um eletroejaculador — eProvac (Minitube®, modelo MT, Tiefenbach,
Alemanha) (Figura 6). Os 4 bodes (2 Serranos e 2 Pretos de Montesinho) ndo ejaculavam ha 3

dias.

Figura 6 — Eletroejaculador eProvac (esquerda) e coleta de um ejaculado (direita).

Feitas as colheitas dos ejaculados, os tubos colectores foram transportados para
laboratério, onde foram mantidos a 37°C, num banho-maria refrigerado (Neslab® RTE 221,
Newington, EUA). No mesmo equipamento foi previamente conservado o diluidor seminal e a

solucdo de lavagem.
1.5. ANALISES SEMINAIS

O volume foi medido através da graduacgdo existente nos tubos colectores. A concentragdo
(SPZ/ml) e a motilidade espermatica foram avaliadas com o auxilio do sistema CASA (computer
assisted sperm analysis) da Minitube (Androvision®, Minitiib, Tiefenbach, Alemanha), constituido

por um microscépio de contraste de fases Carl Zeiss Axioscope 5 (Gottngun, Alemanha), com

19



placa aquecida (37°C) e uma cadmara de video (Basler camera A301b, Basler AG, Ahrensburg,
Alemanha). Nas andlises foram usadas laminas Leja 20 ndo reutilizdveis com 4 camaras (Leja

Products, B.V., Nieuw-Vennep, Holanda).
1.6. DOSES SEMINAIS
1.6.1. BODES SERRANOS

Antes de se realizarem as anadlises seminais, os ejaculados foram diluidos (1:1) com um
diluidor comercial —INRA 96° (IMV, L’Aigle, Franca). Feitas as analises, o volume de sémen diluido
foi acertado com os valores calculados pelo programa Androvision® (Minitiib, Tiefenbach,
Alemanha). De seguida, a temperatura do sémen diluido foi reduzida, durante cerca de 90
minutos, de 37°C para 15°C (-0,24°C/minuto), com recurso a um banho-maria refrigerado
(Neslab® RTE 221, Newington, EUA). No final, apds 10 minutos de repouso, este foi aspirado para
palhinhas francesas de 0,25 ml, que foram seladas com pé polivinilico. Cada palhinha de sémen
continha, pelo menos, 200 x 10° SPZ.

Entre o término do processo de refrigeracdo e o comeco da IA passou cerca de 30 minutos.
1.6.2. BODES PRETOS DE MONTESINHO

Antes de se realizarem as andlises seminais, os ejaculados foram diluidos (1:1) com um
diluidor comercial — INRA 96° (IMV, L'Aigle, Franca). Feitas as analises, todos os ejaculados foram
divididos ao meio. Metade foi lavado e a outra metade ndo. A lavagem foi feita diluindo o sémen
(1:5) em Lactato de Ringer nao glicosado (Braun Vet, Barcarena, Portugal) e centrifugando-o
(VWR® MEGA STAR 1.6R, Allentown, EUA) a 2.853 r.p.m. (1.000 g), durante 15 minutos (Leboeuf
et al., 2000, 2003a), a 20°C (Zakaria, 2017). No final, o sobrenadante foi removido e rejeitado.
Adicionou-se entdo a quantidade de diluidor calculado pelo programa Androvision® (Minitiib,
Tiefenbach, Alemanha). O sémen n3o lavado foi imediatamente diluido com INRA 96°,
respeitando os valores indicados pelo programa Androvision®.

Posteriormente, a temperatura do sémen diluido foi reduzida, durante cerca de 90
minutos, de 37°C para 15°C (-0,24°C/minuto), com o auxilio de um banho-maria refrigerado
(Neslab® RTE 221, Newington, EUA). No final, apds 10 minutos de repouso, este foi aspirado para
palhinhas francesas de 0,25 ml, que foram seladas com pé polivinilico. Cada palhinha de sémen
continha, pelo menos, 200 x 10° SPZ.

Entre o término do enchimento das palhinhas e o comego da IA passou cerca de 30

minutos.
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1.7. INSEMINAGAO ARTIFICIAL A TEMPO FIXO

Todas as cabras foram inseminadas (21 de abril de 2023), independentemente de terem
ou ndo manifestado cio, 43 + 1 horas depois da administracdo de eCG. As |A foram realizadas por
um inseminador, com o auxilio de um espéculo vagina IMV® (L'Aigle, Franca) munido de luz LED
e pistoletes médios IMV® (L'Aigle, Franga) para pequenos ruminantes.

As cabras Serranas foram todas inseminadas com sémen nao lavado. No que diz respeito
as cabras Pretas de Montesinho, 20 foram inseminadas com sémen ndo lavado e 15 com sémen
lavado.

A deposicdao do sémen foi feita sempre o mais profundamente possivel sem, no entanto,
forgar a passagem do pistolete pelo canal cervical, a fim de evitar inflamar ou ferir a mucosa do

canal cervical.
1.8. POSICAO DAS CABRAS DURANTE A INSEMINACAO ARTIFICIAL

A inseminacdo foi feita no estabulo com as cabras em estacdo (Figura 7). Porém, para
facilitar a observacdo de Os externo e para maior comodidade do inseminador, um ou dois
membros da equipa levantavam os membros posteriores das cabras, mantendo, no entanto, os

membros anteriores sempre em contacto com o solo.

Figura 7 — Inseminagdo artificial de uma cabra Serrana, ecétipo Transmontano.
1.9. DIAGNOSTICO DE GESTACAO

Quarenta e um dias apds a IA (9 de junho) procedeu-se ao diagndstico de gestagdo por
ultrassonografia em tempo real (Figura 8), com o auxilio de um ecégrafo Mindray Z5Vet e de uma

sonda rectal multifrequéncia (5,0-10,0 MHz).
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Figura 8 — Resultados das ecografias de diagndstico de gestacéo.

1.10. ANALISES ESTATISTICAS

No sentido de identificar diferengas estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efetuaram-se andlises de variancia (Steel e Torrie, 1980). A comparagdao entre

médias realizou-se segundo o teste de Bonferroni/Dunn (Dunn, 1961). Com o intuito de

comparar frequéncias utilizou-se o teste de qui quadrado (X?) (Snedecor e Cochran, 1980).
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2. RESULTADOS

As cabras Serranas usadas neste trabalho tinham 5,5 + 2,5 anos (c.v. = 45,2%) e as Pretas
de Montesinho 3,1+ 1,3 anos de idade (c.v. =41,1%) (Quadro ll). Esta diferenca revelou-se
significativa (P<0,001). A idade média das cabras Pretas de Montesinho inseminadas com sémen
nao lavado era igual a das inseminadas com sémen lavado (ndo lavado: 3,0 anos vs. lavado: 3,1

anos; P>0,05).

Quadro Il — Distribuicdo percentual das cabras estudadas segundo a idade e a raca

Idade Serranas (%) Pretas Montesinho (%)
(n) (n)
< 3 anos 3,8% 34,3%
(1) (12)
3-6 anos 61,5% 65,7%
(16) (23)
> 6 anos 34,6% 0%

9) (0)

Quando do inicio deste estudo, as cabras Serranas apresentavam uma CC de 2,7 £ 0,4
pontos (c.v. = 14,3%) e as Pretas de Montesinho de 2,9 + 0,4 pontos (c.v. = 14,4%). Esta diferenca
mostrou-se nao significativa (P>0,05). As cabras Pretas de Montesinho inseminadas com sémen
nao lavado apresentavam uma CC média igual a das cabras inseminadas com sémen lavado (ndo
lavado: 2,9 pontos vs. lavado: 2,8 pontos; P>0,05).

Em ambas as ragas, nem a idade, nem a CC afetaram o estado fisiolégico pré-tratamento,

a resposta ao tratamento hormonal e a taxa de fertilidade pds-IA (P>0,05).

2.1. ESTADO FISIOLOGICO INICIAL

Na primeira quinzena de abril, todas as cabras Serranas e Pretas de Montesinho
apresentaram, em pelo menos uma toma de sangue, niveis plasmaticos de P, superiores a 0,5

ng/ml, ou seja, considerou-se que todas elas estavam ciclicas.

2.2. RESPOSTA AO TRATAMENTO HORMONAL

Nos cinco dias pds-administracdo de eCG, todas as cabras responderam ao tratamento

hormonal aplicado, uma vez que apresentaram niveis plasmaticos de P, superiores a 0,5 ng/ml.

2.3. CARACTERISTICAS SEMINAIS

Os bodes dadores de sémen produziram ejaculados com as caracteristicas indicadas no

Quadro lll.
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Quadro Il — Caracteristicas do sémen produzidos pelos bodes dadores de sémen

Macho Volume (ml) Concentragdo espermatica (SPZ/ml) Motilidade (%)

Serrana A 2,8 1.779 81,1

B 2,5 2.988 87,1

Preta Montesinho A 2,5 3.328 95,0
B 1,0 3.865 96,4

A taxa de fertilidade das cabras Serranas, ecétipo Transmontano, foi influenciada pelas
caracteristicas seminais do bode dador de sémen (A: 82,4% vs. B: 100%) (> = 19,8; P<0,001). Tal
n3o se verificou nas cabras Pretas de Montesinho (A: 85,7% vs. B: 85,7%) (x> = 0,0; P>0,05).

2.4. TAXA DE FERTILIDADE POS-INSEMINACAO ARTIFICIAL

Quarenta e um dias apds a IA, 88,5% (n = 23) das cabras Serranas e 85,7% (n = 30) das
cabras Pretas de Montesinho estavam gestantes. A diferenca entre racas revelou-se nao
significativa (P>0,05).

A lavagem do sémen dos bobes Pretos de Montesinho ndo afetou a taxa de fertilidade
(ndo lavado: 85,7% vs. lavado: 85,7%) (x*=0,0; P>0,05).

Nas duas racgas, a inseminacdo foi maioritariamente cervical. Nalgumas cabras Serranas,
ecotipo Transmontano, ela pode ser feita uterinamente. A diferenca entre racas foi significativa
(Serrana: 87,5% vs. Preta de Montesinho: 100%) (2 = 12,8; P<0,001).

Das cabras Serranas inseminadas cervicalmente, 29,2% nao apresentou refluxo de sémen,
62,5% produziu um refluxo ligeiro (presenca de sémen em Os externo) e 8,3% um refluxo
moderado (ligeira perda de sémen por Os externo). Nestas cabras, a taxa de fertilidade foi
afetada pela ocorréncia e pelo tipo de refluxo seminal (y? = 58,9; P<0,001). Ainda que o refluxo
cervical ligeiro ndo tenha afetado a taxa de fertilidade (2 = 0,0; P>0,05) (Quadro 1V), o refluxo

cervical moderado diminuiu-a (y? = 29,8; P<0,001).

Quadro IV — Taxas de fertilidade conseguidas pds-inseminagao artificial cervical tendo em

conta a ocorréncia de refluxo e sua intensidade

Taxa de Fertilidade

Refl

SHXO Serrana Preta Montesinho
Ausente 85,7%2 90,9%2
Ligeiro 93,3%* 83,3%°

Moderado 50,0%" -
a = a; para P>0,05; a # b; para P<0,001 (entre linhas, mesma
coluna).

Nas cabras Pretas de Montesinho, enquanto 31,4% delas ndo apresentou refluxo de

sémen, as demais 68,6% produziram um refluxo ligeiro. Também nestas cabras, a taxa de
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fertilidade ndo foi condicionada pela ocorréncia de refluxo seminal ligeiro (x* = 2,8; P>0,05).
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3. DISCUSSAO

Na zootecnia, a fertilidade é um dos pardmetros com maior impacto econémico (Mocé et
al., 2022). Na IA, baixas taxas de fertilidade determinam perdas econdmicas imediatas (custos
do tratamento hormonal, das doses seminais e da mao-de-obra) e ndo imediatas resultantes do
aumento do periodo improdutivo e da reducdo da producdo (Mocé et al., 2022). Neste sentido,
é importante conhecer os fatores que condicionam este parametro reprodutivo.

Antes de se dar inicio a um tratamento de controlo reprodutivo é importante conhecer o
estado fisioldgico das cabras (ciclicas ou anéstricas) (Steyn, 2003 e Bfaszczyk et al., 2004), uma
vez que este condiciona a resposta ao mesmo (Lunstra e Christenson, 1981, Ritar, 1994, Steyn,
2003, Btaszczyk et al., 2004 e Robertson et al., 2020). Na verdade, esta resposta tende a ser
inferior nas cabras em anestro (Lunstra e Christenson, 1981, Ritar, 1994, Steyn, 2003, Hamed,
2010, Joshi et al., 2018 e Robertson et al., 2020). Na estacdo de anestro, o intervalo entre a
remocdo das esponjas vaginais e o pico pré-ovulatéorio de Hormona Luteinizante (LH) é mais
variavel (Pierson et al., 2001). O mesmo sucede relativamente ao inicio do cio (Baril e Vallet,
1990). De acordo com Correia et al. (2006), Mascaranhas (2006) e Correia et al. (2009), no més
de abril, as cabras Serranas, ecétipo Transmontano, estdo em anestro sazonal. Contudo, Correia
et al. (2006) referem que, nalguns anos, a estacdo reprodutiva destas cabras comega no més de
abril. Efetivamente, na segunda quinzena do més de abril, Francisco (2018) observou que 63,6%
das cabras Serranas, ecétipo Transmontano, estavam ciclicas. Por seu turno, Ledo (2017)
verificou que na primeira quinzena do més de abril todas as cabras Serranas, ecétipo
Transmontano, estavam ciclicas. Este resultado foi igual ao observado no presente trabalho. E
possivel que as diferengas encontradas entre trabalhos (cabras Serranas, ecétipo Transmontano)
resultem de variagdes anuais nas condi¢des climdticas que condicionam o crescimento das
pastagens naturais (Anel et al., 2005) e os gastos de energia em termorregulagdo (Salama et al.,
2014, Abecia et al., 2016 e McGrath et al., 2018).

No que concerne as cabras Pretas de Montesinho, sabe-se apenas que na segunda
quinzena de abril elas estdo ciclicas (Francisco, 2018). No presente trabalho, todas as cabras
Pretas de Montesinho estavam ciclicas na primeira quinzena de abril.

Nas cabras, a idade pode condicionar o sucesso dos tratamentos de controlo reprodutivo
(Sanchez et al., 2018), a taxa de fertilidade (Hamed, 2010, Arrébola et al., 2016, Tekin, 2019,
Robertson et al., 2020 e Mocé et al., 2022) e o sucesso da IA (Erasmus et al., 1985, Mellado et
al., 2006, Arrebola et al., 2014 e Khanal, 2016). Mocé et al. (2022) afirmam que a idade se
correlaciona negativamente com a taxa de fertilidade. Contudo, Amnate et al. (2016) e Tekin

(2019) nao conseguiram estabelecer qualquer relagdo entre a idade e as taxas de fertilidade,
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prolificidade e fecundidade. Francisco (2018), trabalhando com cabras Serranas, ecdtipo
Transmontano, e Pretas de Montesinho, também nao identificou qualquer efeito da idade sobre
a taxa de fertilidade. No presente trabalho, a idade das cabras Serranas, ecétipo Transmontano,
e Pretas de Montesinho ndo condicionou a taxa de fertilidade.

De acordo com Gordon (1997), Mellado et al. (2006) e Robertson et al. (2020), a taxa de
fertilidade das fémeas nuliparas é normalmente inferior a das fémeas multiparas, porque elas
tendem a ovular mais cedo e a apresentar ciclos éstricos mais curtos (Steyn, 2003). Por outro
lado, na IA das cabras nuliparas é mais dificil penetrar no cérvix (Houdeau et al., 2008). Mais, a
estimulacdo excessiva do trato genital, associada a dilatacdo vaginal e a tentativa de ultrapassar
o cérvix, reduz a taxa de fertilidade, uma vez que aumenta a motilidade uterina (Houdeau et al.,
2008). Gordon (1997) afirma que a subfertilidade das fémeas primiparas resulta,
fundamentalmente, de um aumento da taxa de mortalidade embriondria. Na verdade, a taxa de
abortos entre as cabras Zaraibi com 2-6 anos de idade é cerca de metade da das cabras com
idades fora deste intervalo (< 2 anos ou > 6 anos) (Hamed, 2010). Mellado et al. (2006)
verificaram que a taxa de fertilidade das cabras que pariram mais de 5 vezes é geralmente inferior
a das que pariram 2-5 vezes. Segundo Hamed (2010), a taxa de fertilidade das cabras Zaraibi com
2-6 anos de idade é 1,6 vezes superior a das cabras com menos de 2 anos ou com mais de seis
anos de idade. Bansal et al. (2022) ndo encontraram qualquer relagdo entre o nimero de partos
e a taxa de fertilidade. Pelo contrario, Mocé et al. (2022) referem que a taxa de fertilidade das
cabras Murciana-Granadinas primiparas é 2,4 vezes superior a das cabras com 4 ou mais anos de
idade. No presente trabalho, todas as cabras Serranas, ecétipo Transmontano, e 88,6% das
Pretas de Montesinho eram multiparas. A auséncia (Serranas) ou o reduzido nimero (Pretas de
Montesinho) de cabras primiparas ndo terdo permitido identificar diferencgas significativas na
taxa de fertilidade entre elas e as cabras multiparas.

A CCinfluencia a percentagem de fémeas que manifestam cio, a taxa de ovulagdo (Sanchez
et al., 2018) e a taxa de fertilidade (Absy et al., 2001, Hamed, 2010, Khanal, 2016 e Robertson et
al., 2020). O deficit nutricional aumenta a sensibilidade da hipéfise anterior a retroacdo negativa
exercida pelo estradiol, prejudicando a libertacdo de Hormona Libertadora de gonadotropinas
(GnRH)/LH (Sanchez et al., 2018). Relativamente as cabras com uma CC de 3 pontos, as cabras
com uma CC inferior a 2 pontos apresentam uma taxa de ovulagdo até 16% inferior (Sdnchez et
al., 2018). Uma CC baixa encurta a esta¢do reprodutiva e aumenta a ocorréncia de ciclos curtos
(Rekik et al., 2014). A meio da gestacdo, a caréncia de nutrientes ndo altera a taxa de mortes
fetais (Kelly et al. 1989). Todavia, no final da gestacdo, a falta de nutrientes aumenta esta mesma
taxa (Robertson et al., 2020), uma vez que nesta altura € mais comum a ocorréncia de toxemia

da gestacdo (Besier et al. 2010). No presente trabalho, a CC das cabras Serranas, ecotipo
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Transmontano, e Pretas de Montesinho ndo afetou a taxa de fertilidade. A maioria das cabras
Serranas (88,5%) e Pretas de Montesinho (85,7%) estudadas apresentavam uma CC adequada a
actividade reprodutiva — 2,5-3,5 (O’Brein, 2002, Scaramuzzi e Martin, 2008 e Karikari e Blasu,
2009). O mesmo foi observado por Francisco (2018).

Na generalidade dos sistemas de producdo animal, a sincronizacdo de cios desempenha
um papel central no sucesso da aplicacdo da técnica de IA (Leboeuf et al., 1998, Andrabi e
Mehmood, 2015, Omontese et al., 2016, Hashemi e Safdarian, 2017 e Alvarado-Espino et al.,
2019). Nos tratamentos hormonais, a resposta das fémeas depende da hormona utilizada e do
tipo de dispositivo (Romano, 2004, Padilha et al., 2011 e Santos-Neto et al., 2015). Nos caprinos,
os dispositivos CIDR s3o eficazes na sincronizacdo dos cios (Ritar et al., 1990, Romano, 2004,
Fleisch et al., 2012, Omontese et al., 2016 e Alvarado-Espino et al., 2019). Os tratamentos de
controlo da atividade ovdrica podem ser complementados com a administracdo Unica de eCG
(Ritar et al., 1984, Freitas et al., 1997, Btaszczyk et al., 2004, Omontese et al., 2016 e Alvarado-
Espino et al., 2019), de modo a melhorar a sincronizacdao dos cios (Hameed et al., 2020),
antecipar os momentos do cio (Baril et al., 1993b e Hameed et al., 2020) e da ovulagdo
(Omontese et al., 2016 e Eski et al., 2021) e garantir melhores respostas foliculares (Ritar et al.,
1984, Leboeuf et al., 1998 e Omontese et al., 2016) e ldteas (Hameed et al., 2020 e Eski et al.,
2021). A sincronizagdo ndo estreita da atividade ovarica faz variar o intervalo entre a IA e a
ovulacgdo, de que resultam oscilagdes na taxa de fertilidade (Leboeuf et al., 1998). No presente
trabalho, todas as cabras Serranas, ecétipo Transmontano, e Pretas de Montesinho responderam
ao tratamento hormonal aplicado. No trabalho realizado por Cortez (2012), igualmente com
cabras Serranas, ecétipo Transmontano, foram 81,3% as que o fizeram. No levado a cabo por
Ledo (2017) esta percentagem foi de 94,2%. Por seu turno, Francisco (2018) refere uma taxa de
98,2%. No que concerne as cabras Pretas de Montesinho, este autor verificou uma taxa de
resposta a aplicagdo de um tratamento progestagénico curto + eCG de 100%.

Um dos fatores mensurdveis capazes de afetar a taxa de fertilidade é a qualidade do sémen
usado na IA (Broekhuijse et al., 2012 e Mocé et al., 2022). Esta qualidade é medida através de
varios parametros seminais, sendo os mais comunmente usados a motilidade espermatica, a
percentagem de SPZ vivos e a percentagem dos SPZ normais. A motilidade espermatica é um dos
pardmetros seminais mais importantes, uma vez que os SPZ necessitam de se movimentar
através do trato genital feminino e de ultrapassar a zona pellcida do odécito (Graham e Mocé,
2005). As amostras de sémen com baixa motilidade espermatica resultam em baixas taxas de
fecundacdo (Yaniz et al., 2018). Tendo em conta os resultados obtidos no presente trabalho, a

motilidade espermdtica do sémen dos bodes Serranos ndo foi responsdvel pela diferenga
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observada na taxa de fertilidade (2 = 1,3; P>0,05). Como este foi o Unico parametro qualitativo
avaliado ndo é possivel explicar a diferenca encontrada.

A raca afeta o sucesso reprodutivo das cabras (Donovan et al., 2004, Mellado et al., 2006,
Notter, 2012 e Robertson et al., 2020). Ela condiciona a resposta aos tratamentos de controlo
reprodutivo (Lopez-Sebastian et al., 2007, Bukar et al., 2012 e Alvarado-Espino et al., 2019), a
taxa ovulatéria (Notter, 2012) e a estrutura do cérvix (Donovan et al., 2004). De acordo com
Mellado et al. (2006), as taxas de fertilidade das cabras leiteiras francesas (Saanen, Toggenburg
e Alpina) tendem a ser nove vezes inferiores as das racas Nubiana e Murciana-Granadina.
Segundo Donovan et al. (2004), o efeito da raga sobre a taxa de fertilidade pode estar associado
a diferengas na estrutura do cérvix, que condicionam a profundidade da coloca¢do da dose
seminal (Salvador et al., 2005). Quando mais profundamente esta for colocada dentro do cérvix
maior tende a ser a taxa de fertilidade (Donovan et al., 2004, Salvador et al., 2005 e Joshi et al.,
2018) e mais ainda no Utero (Ritar e Salamon, 1983 e Salvador et al., 2005). No presente trabalho,
a taxa de fertilidade 41 dias pds-IA ndo variou em fungdo da raga (Serranas: 88,5% vs. Pretas de
Montesinho: 85,7%). Também Francisco (2018) ndo encontrou qualquer efeito da raca sobre a
taxa de fertilidade (Serranas: 66,7% vs. Pretas de Montesinho: 60,0%).

Varios autores recomendam a lavagem do sémen de caprino antes de se proceder a sua
refrigeracdo ou congelacdo, quando diluido numa solugcdo com gema de ovo ou leite desnatado
(Azerédo et al., 2001, Roof et al., 2012, Santiago-Moreno et al., 2017, Ohaneje et al., 2021 e
Liang et al.,, 2023). Ao que tudo indica, ela melhora a sobrevivéncia, a motilidade, o
desenvolvimento dos SPZ no trato genital feminino e a sua capacidade fertilizadora (Leboeuf et
al., 2000, Siqueira, 2006, Daramola, 2017 e Zakaria, 2017). Todavia Roca et al. (1997) e Leboeuf
et al. (2003a) afirmam que este procedimento ndo é necessario a sobrevivéncia dos SPZ
refrigerados a 4-5°C. No presente trabalho, a lavagem do sémen dos bodes da raca Preta de
Montesinho ndo condicionou a taxa de fertilidade. De acordo com este resultado, o sémen
destes bodes pode ser diluido com INRA 96° e ser conservado, a 15°C, por um periodo de tempo
inferior a 3 horas, sem necessitar de ser lavado. O INRA 96® é um diluidor seminal desenvolvido
para conservar sémen de equinos, que contém apenas a fracdo purificada de proteinas
micelares do leite, a qual favorece a conservagdo, a 4°C (condi¢Oes anaerdbicas) ou a 15°C
(condigdes aerdbicas), e mantém a capacidade fertilizadora do sémen diluido, por um periodo
de até 48 horas (IMV, 2023). Por outro lado, os resultados obtidos mostram que o processo
utilizado de lavagem do sémen nao reduz a sua capacidade fertilizadora.

Na IA cervical, o refluxo seminal deve ser evitado (Cseh et al., 2012 e Dendena, 2017),
particularmente quando este é abundante (Dendena, 2017), porque ele esta associado a uma

reducdo da taxa de fertilidade (Candappa e Bartlewski, 2011). O refluxo cervical ligeiro pode ter
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varias origens: reduzido volume interior do canal cervical (Cseh et al., 2012), introdug¢do pouco
profunda do pistolete (Aisen, 2004, Candappa e Bartlewski, 2011 e Valentim et al., 2016),
descarga demasiadamente rdpida da dose seminal ou acompanhada da retirada do pistolete
(Francisco, 2018). No presente trabalho, apenas nas cabras Serranas, ecétipo Transmontano, foi
possivel realizar IA uterina. Em ambas as racas estudadas, o refluxo cervical ligeiro ndo
influenciou a taxa de fertilidade, indiciando que a quantidade de sémen diluido que permaneceu
no interior do canal cervical foi suficiente para fecundar o(s) odcito(s). Ledo (2017) e Francisco
(2018) referem que o refluxo cervical ligeiro afetava negativamente a taxa de fertilidade.

Desconhece-se o motivo desta diferenca.
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4. CONCLUSOES

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

empregue e os resultados alcangados, pode concluir-se que:

— Na primeira quinzena de abril, todas as cabras Serranas, ecétipo Transmontano, e Pretas

de Montesinho estavam ciclicas.

— Todas as cabras Serranas, ecétipo Transmontano, e Pretas de Montesinho responderam

ao tratamento hormonal aplicado.

— Na raga Serrana, ecétipo Transmontano, as caracteristicas do sémen dos bodes dadores

afetaram a taxa de fertilidade. Na raga Preta de Montesinho ndo.

— Quarenta e um dias pds-IA, 88,5% das cabras Serranas, ecétipo Transmontano, e 85,7%

das cabras Pretas de Montesinho estavam gestantes.
— A taxa de fertilidade nao foi condicionada pela raca.

— Nas cabras Pretas de Montesinho, a taxa de fertilidade nao foi modificada pelo processo

de lavagem do sémen.

—Em ambas as racas, o refluxo cervical ligeiro ndo influenciou a taxa de fertilidade.
Contudo, na ragca Serrana, ecdtipo Transmontamo, o refluxo cervical moderado

determinou uma reducdo da taxa de fertilidade.
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