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RESUMO

A utilizagdo de técnicas de inseminagdo artificial e sincronizagdo de cios na
producao de caprinos se torna uma estratégia capaz de assegurar um maior controlo
reprodutivo, possibilitando a produtores transporem a barreira da sazonalidade
reprodutiva em seu efectivo. O presente trabalho foi executado nas Quintas do Pinheiro
Manso e de Santa Apolonia, do IPB-ESA (Braganga), sendo utilizadas 55 cabras da raga
Serrana, ecotipo Transmontano ¢ 10 cabras da ragca Preta de Montesinho. O ensaio
experimental consistiu na aplicacdo de suplementacdo vitaminica, tratamentos
progestagénicos curtos+gonadotropinas coridnicas, processos de preservagao de sémen,
e avaliagdo de alguns pardmetros no momento da IA — tipos de Os externos, cor e
lubrificagdo da mucosa da vagina, viscosidade do muco cervical, local de deposicao do
sémen, refluxo cervical e inseminador. Estes factores entao foram analisados quanto os
seus efeitos sobre a taxa de fertilidade das cabras. O diagnostico de gestagdo decorreu
aos 41 dias pds-IA. Os tratamentos progestagénicos curtos + gonadotropinas coridnicas
aplicados obtiveram respostas ovdricas de 98,2% das Serranas e 100% das Pretas de
Montesinho. O diagnotico de gestagcdo constatou que 60% das Pretas de Montesinho e
69,1% das Serranas estavam gestantes. A taxa de fertilidade das cabras Serranas foi
influenciada pela suplementagdo vitaminica, pelo bode doador de sémen, pelo tipo de
Os externo, pela cor e lubrificagdo da mucosa vaginal, pelo local de deposi¢ao do sémen
e pelo refluxo cervical. Nas cabras Pretas de Montesinho, o local de deposicao do
sémen, o refluxo cervical e, particularmente, as competéncias técnicas do inseminador

foram os factores que condicionaram significativamente a taxa de fertilidade.

Palavras-chave: racas autdctones; tratamentos progestagénicos; inseminagao artificial;

cabras; taxa de fertilidade.
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ABSTRACT

The use of artificial insemination and synchronization of estrus techniques in
caprine production becomes a strategy capable of ensuring greater reproductive control,
allowing producers to transpose the reproductive seasonality barrier into their herds.
The present work was carried out in the Quintas do Pinheiro Manso and Santa
Apolodnia, IPB-ESA (Bragancga), using 55 Serrana goats, Transmontano ecotype and 10
goats of the Preta de Montesinho breed. The experimental trial consisted in the
application of vitamin supplementation, short progestogen treatments + chorionic
gonadotrophins, semen preservation processes, and evaluation of some parameters at the
time of Al - external types of Os, color and lubrication of the mucosa of the vagina,
viscosity of the cervical mucus, place of semen deposition, cervical reflux and
inseminator. These factors were then analyzed for their effects on the fertility rate of
goats. The diagnosis of gestation occurred at 41 days post-Al. The short progestogen
treatments + applied chorionic gonadotrophins obtained ovarian responses of 98.2% of
the Serranas and 100% of the Pretas de Montesinho. The diagnosis of gestation found
that 60% of the Preta de Montesinho and 69.1% of the Serranas were pregnant. The
fertility rate of the Serranas goats was influenced by the vitamin supplementation, by
the semen donor goat, by the external type of Os, by the color and lubrication of the
vaginal mucosa, by the place of deposition of the semen and by the cervical reflux. In
the Preta de Montesinho, the place of deposition of the semen, the cervical reflux, and
particularly the technical skills of the inseminator were the factors that significantly

conditioned the fertility rate.

Keywords: autochthonous breeds; progestogen treatments; artificial insemination;

goats; fertility rate.
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I. INTRODUCAO

Foi ha cerca de 10.000 anos atras, numa zona denominada por muitos autores de
“crescente fértil”, que a cabra doméstica (Capra hircus) exerceu papel fundamental para
a revolucdo agricola do periodo Neolitico e consequentemente para a evolu¢do humana
(Correia, 2004; Vieira, 2015). Sendo uma das primeiras espécies animais a ser
domesticada pelo Homem sua utilizagdo era direcionada para produgdo de alimentos
(carne e leite), e também de vestudrio. Estabeleceu-se como uma espécie animal
importantissima, por ser uma fonte de proveito para as populagdes, principalmente em
areas desfavoraveis para criacdo de outras espécies animais, onde, 0s caprinos com suas
particularidades, conseguiam adaptar-se facilmente. A domestica¢do ndo alterou o seu
padrdo reprodutivo, uma vez que durante milhares de anos o0 Homem continuou a cria-los
muito dependentes das condi¢cdes ambientais, particularmente das disponibilidades naturais
de alimentos que define as épocas favoraveis a reproducdo (sazonalidade reprodutiva) e
sobrevivéncia das crias (El-Maaty e El-Gawad, 2014; Valentim et al., 2014; Valentim et al.,
2016a).

Atualmente a importancia economica dos caprinos baseia-se nestes animais a
fornecer carne, leite, pele e fibras aos pequenos produtores, principalmente em paises
em desenvolvimento (Correia, 2004). Contudo na producdo atual, a sazonalidade
reprodutiva constitui um dos maiores obstdculos a maximizagdo da rentabilidade das
exploracdes intensivas e semi-intensivas destes animais (Sacoto, 2012; Valentim et al.,
2014; Valentim et al., 2016a). Em sua maioria as ovelhas e as cabras nao parem mais de 5
cordeiros/cabritos durante toda a sua vida produtiva, o que ¢ manifestamente reduzido para
a capacidade reprodutiva da maioria das ragas destas espécies, como constatado por Steyn
(2003). Este condicionamento natural em que os caprinos estdo sujeitos, torna-se um
obstaculo produtivo e comercial.

Através de procedimentos e técnicas de controlo reprodutivo e de reprodugdo
assistida, tornou-se possivel a diminuicao dos efeitos da sazonalidade reprodutiva sobre
a cadeia comercial, agregando a produgdo caprina novas formas de tornar os maneios
mais rentaveis e eficientes, sem comprometer a sustentabilidade do sistema produtivo.
O maneio reprodutivo ¢ entdo um dos pontos cruciais no desenvolvimento e controlo da
produgdo de caprinos, permitindo aos produtores minimizar as flutuacdes na oferta e
disponibilidade de produtos em decorréncia da sazonalidade, possibilitando-os tragar

estratégias sobre os periodos de reproducdo e as necessidades do mercado.
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Este trabalho teve como foco de estudo, a aplicacio de uma suplementacio
vitaminica, de dois métodos de sincronizacdo de cio com administracdo de
progestagénicos, gonadotropinas coridnicas € inseminagdo artificial, em caprinos da
raca Serrana, ¢cotipo Transmontano e na recente raga registada Preta de Montesinho.
Com o objetivo de verificar as influéncias da suplementagdo vitaminica e dos diferentes
métodos designados ao controlo reprodutivo sobre a taxa de fertilidade. Avaliar também
as relagOes entre alguns caracteres observados da inseminagao artificial, com a taxa de

fertilidade dos animais.

II. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DA ESPECIE CAPRINA

22



1.1. Caprinocultura em Portugal

Portugal detém uma extensdo territorial limitada a cerca de 91.000 km? entre os
arquipélagos do Acores e da Madeira e a area continental do pais. Porém, mesmo com
as limitagdes em relagdo a area territorial, Portugal possui uma grande variabilidade de
condi¢des climaticas, hidrograficas, orograficas, de solos e de estruturas fundidrias,
resultando em uma vasta diversidade de condi¢cdes ambientais dentro do pais. Estes
factores ao longo dos tempos, em conjunto com tradi¢des culturais e religiosas, € uma
localizagdo geografica privilegiada, influenciaram direta e indiretamente a criagcdo e a
selecdo de espécies pecudrias e agricolas, sobressaindo como factor determinante a
capacidade de adaptagdo as condigdes ambientais especificas de cada regido (Carolino
etal., 2017).

Sob tais aspectos ambientais e culturais, a producdo e criagdo de animais da
espécie caprina em Portugal, se estabeleceu maioritariamente em superficies € pouco
produtivas, sendo explorada de forma extensiva num contexto geral das exploragdes
agricolas, como uma forma de utilizar areas que ndo sdo ideais a agricultura ou para
criacdo de outras espécies animais. Por ser considerado um animal de dupla aptidao,
com a producao de carne e leite, e de facil adaptagdo a exploracao de caprinos mostra-se
muitas vezes localizada em zonas pobres e com terrenos invidveis para producdo
agricola, como uma fonte de subsisténcia para populagdes nestas condi¢des. (Fonseca,
1988; Carolino et al, 2017).

A Caprinocultura ndo sé contribui para producao de alimentos mas também como
um factor importante para a fixacdo da populagdo no espago rural, como também,
desempenha papel fundamental nos sistemas de produ¢cdo ambientalmente sustentaveis
e atuando significativamente para a redug¢do de risco de incéndio devido a capacidade
natural dos caprinos de atuar no controle e limpeza da vegetagdo arbustiva, facto ja
salientado por Miranda do Vale (1949), que destaca a capacidade de aproveitamento
alimentar destes animais,“¢ certo que o caprino devasta as culturas e ataca os mais
robustos vegetais, mas nenhum outro animal tira tdo frutuoso proveito de substincias
improprias para a alimentagao de qualquer outra espécie”(Miranda do Vale, 1949 citado
por Carolino et al., 2017).

Os caprinos alcancaram grande reconhecimento em todo o mundo, tanto por sua
conhecida natureza adaptavel, como também, por gerar produtos de qualidade e de

elevado valor comercial. Os numeros a nivel mundial do efectivo caprino ja atingiram
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os 1.002.810.368 de cabecas em 2016, enquanto que em 2000 o efectivo era de
751.629.181 cabegas, manifestando um aumento de 25% do efectivo neste periodo
(FAO, 2018). Entretanto, o efectivo caprino em Portugal vem sofrendo decréscimos ano
apds ano, situagdo que se arrasta ja ha mais de 15 anos. Com um efectivo de 630 mil
animais no ano 2000, para um efectivo de 347 mil animais no ano de 2016, ou seja, um
decréscimo a cerca de 45% (INE, 2017, FAO, 2018). Esta regressio ¢
determinantemente vinculada a grande instabilidade do mercado de produtos caprinos,
que se demonstra muitas vezes inconsistente (Carolino et al., 2017).

Esta situacdo retrograda foi agravada principalmente, pelo exd6do das regides
rurais ¢ o envelhecimento da populagdo do campo, que deixaram de apostar na
caprinocultura como uma atividade rentavel, tendo como consequéncia a redugdo do
numero de exploracdes e do efectivo caprino. O surto de febre aftosa na Gra-Bretanha
no ano de 2001, também contribuiu de forma indireta, uma vez que abalou o mercado
europeu de carne de pequenos ruminantes, exigindo medidas de erradicagdo da doenca
baseado em abates sanitarios e restricoes de circulacdo de animais, 0 que impactou na
producdo, trocas comerciais, consumo e preco dos produtos oriundo destas espécies
(MADRP, 2007; Carolino et al, 2017).

A situacdo vem a mudar nos ultimos anos, com o surgimento de algumas
exploragdes de caprinos em localidades do territério continental, baseado em um
sistema mais produtivo e semi-extensivo, voltado para a produgdo de leite, trabalhando
quase que exclusivamente com ragas exoticas provenientes da Franga, como as racas
Saanen e Alpina e também da Espanha, como a Murciana Granadina, assim como 0s
cruzamentos oriundos destes. O predominio nestes casos ¢ de um efectivo
maioritariamente leiteiro, concentrado nas regides norte (Tras-os-Montes) e interior
(Beira Interior), representando cerca de 36% das exploragdes, com dimensdes médias
estimadas em cerca de 12 animais por exploracdo, no ano de 2009 (INE, 2011; Carolino
etal,2017).

Atualmente o efectivo caprino portugués ¢ constituido por cerca de 293 mil
fémeas reprodutoras de um numero total de 347 mil cabegas, considerando todo o
territorio portugués, englobando a éarea continental e as ilhas portuguesas. As regides
Centro (27,7%), Norte (24,8%) e Alentejo (24,8%) detém os maiores efectivos do pais
(INE, 2017) e apenas 12,5% do efectivo total, sdo representadas pelas ragas autdctones
Algarvia, Bravia, Charnequeira, Preta de Montesinho, Serpentina e Serrana, enquanto as

ragas exoticas apresentam uma proporcao inferior a 5%. Concluindo assim, que a maior
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parte dos caprinos explorados em Portugal resultam de cruzamentos diversos (Carolino

etal.,2017).

1.2. Importancia das Racas Autoctones

O processo de intervengdo do homem ao longo dos séculos sobre os caprinos
condicionaram os animais aos diversos efeitos da interagdo humana e a sua forma de
criagdo, dando origem a um elevado numero de ragas diversificadas. Inerente a este
facto, alguns outros agentes foram tdo determinantes quanto, actuando sob formas
destintas sobre os animais, como, as variacdes de clima de diferentes regides,
disponibilidade de alimentos, doengas, critérios de sele¢do e deriva genética, entre
outros factores, que auxiliaram na expansdo genética dentro da espécie, originando
ragas e variacoes unicas. Neste sentido, cada raga ou ecotipo constitui um conjunto de
genes impossiveis de recuperar uma vez perdido (FAO, 1999; NRC, 1993 citados por
Correia, 2004).

As ragas autdctones portuguesas possuem sua origem considerada controversa por
muitos autores, mas sdo geralmente apontadas como o resultado de cruzamentos entre
animais de diversas regides, que englobam desde as regides norte e sul da Peninsula
Ibérica, norte da Africa e até mesmo regides mais distantes, como consequéncia do
comércio e passagens de outros povos por estas zonas, além das viagens de exploracdes
e descobrimentos (Cardigos, 1981; Fialho, 1996; Rosa, 2013).

Devido a grande heterogeneidade do efectivo caprino portugués, o seu
agrupamento por ragas, ecotipos ou variedades sempre foi motivo de divergéncias.
Antigamente as varias populacdes caprinas de Portugal eram divididas em dois grupos,
o da Serra da Estrela ou Serrana e o da Charnequeira, ainda que alguns autores
constituiam uma divisao de acordo com as regidoes de exploracdo em vez de classifica-
las em grupos étnicos. (Miranda Do Vale, 1949; Cardigos, 1981 citados por Carolino,
2017).

Em Portugal atualmente existem 6 racas caprinas autoctones oficialmente
reconhecidas: Bravia, Serrana (com 4 ecdtipos - Transmontano, Jarmelista, Serra e
Ribatejano), Preta de Montesinho, Charnequeira (com 2 variedades - Beiroa e
Alentejana), Serpentina e Algarvia, espalhadas pelo territorio (Carolino et al., 2017)
(Figura 1) e segundo os critérios utilizados pela Unido Europeia (Regulamento da CE

N. 445/2002) para definir o estatuto de risco de uma raga, todas as ragas caprinas
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autdctones portuguesas sdo consideradas como ameacadas de extingdo, com exce¢do da

Serrana (Correia, 2004).

Preta de Montesinho
707 Fémeas

Serpentina
4516 Fémeas

iy

Serrana
18607 Fémeas

Charnegueira
4403 Fémeas

3991 Fémeas

FIGURA 1 — Ragas caprinas autdctones e distribui¢do geografica por Carolino et al., (2017).

Dentre as ragas portuguesas, as cabras Pretas de Montesinho foram reconhecidas
definitivamente como uma raga oficial apenas em 2009 e o nome da raga esta associado
a sua cor ¢ a seu solar (Parque Natural de Montesinho), onde é conhecida desde
antigamente como Cabra Antiga, Galega, Bragancana ou Preta devido suas
caracteristicas morfologicas que divergia das outras racas autdctones conhecidas. A raca
atualmente possui um efectivo muito reduzido, com cerca de 800 animais, distribuidos
por 55 rebanhos. E estes efectivos encontram-se exclusivamente na zona Nordeste de
Portugal, na area abrangida pelo Parque Natural de Montesinho (Afonso et al., 2015;
Carolino et al., 2017).

Dentro das ragas autoctones portuguesas, todas assumem um papel de importancia
na produgdo de alimentos tradicionais e de qualidade, possibilitando a promog¢ao de uma
forma de sustento aos produtores rurais. Todas as racas possuem dupla aptidao,

contudo, para a produgdo do leite, especialmente para producdo de queijos, geralmente
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sdo utilizadas as quatro racas caprinas de maior vocacdo leiteira: Algarvia, Serrana,
Serpentina e Charnequeira. Enquanto que as cabras Bravias e Pretas de Montesinho
comumente sdo destinadas apenas para a producdo de carne (Carolino et al., 2017).
Entretanto, as actividades que normalmente envolvem a caprinocultura, baseada em
trabalho bracal e dispendioso, associada ao €xodo rural que tem ocorrido nos ultimos 40
anos em Portugal, fez com que o sector sofresse elevadas baixas de maode-obra,
associadas a um aumento da idade dos criadores (INE, 2007) que resulta em grandes
caréncias ao nivel técnico e zootécnico na maioria das exploragdes (Carolino et al.,
2017).

A Unido Europeia definiu e criou certificacdes (Denominacdo de Origem
Protegida-DOP, Indicagdo Geografica Protegida-IGP e Especialidade Tradicional
Garantida-ETG) permitindo a defesa e a promocao do patriménio alimentar tradicional
dos paises comunitarios, incentivando o desenvolvimento da criagdo de ragas autdctones
e atualmente, todas as racas caprinas autoctones portuguesas estdo incluidas em
programas de conservacdo e melhoramento que tiveram inicio na década de 90. O
delineamento e a execugdo destes planos sao da responsabilidade das Associagdes de
Criadores gestoras dos livros genealdgicos das varias ragas (Carolino et al., 2017).

Em Portugal se implementaram diferentes projectos para a protec¢do e criagdo das
racas autoctones e a fundacdo de associagdes de criadores de ragas caprinas autoctones,
com o intuito de consolidar e promover a producdo e preservagdao destes animais,
(ANCRAS: Associagdao Nacional de Criadores da Raga Serrana — ANCABRA:
Associagdo Nacional de Criadores da Cabra Bravia — ANCCRAL: Associacdo de
Criadores de Caprinos de Raca Algarvia — APCRS: Associacdo de Portuguesa de
Caprinocultores da Raga Serpentina — OVIBEIRA: Associagdao de Produtores de Ovinos
do Sul da Beira), atuando em exploragdes de caprinos da raca Serrana e Preta de
Montesinho, Bravia, Algarvia, Serpentina e Charnequeira (FAO, 1999 citado por
Correia, 2004; ANCRAS, 2017; SPREGA, 2017; APCRS, 2017; OVIBEIRA, 2017).

E conhecida a necessidade de preservar as ragas autoctones, uma vez que elas
ocupam um importante lugar nos sistemas de producdo sustentdveis e possuem varias
implicagdes no meio rural: permitindo o aproveitamento de zonas marginais,
contribuindo para a ndo desertificacdo, estimulam e defendem a biodiversidade e
enriquecem, com produtos tradicionais, o patrimonio historico, cultural e social

portugués (Portugal, 2001 citado por Correia, 2004).
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Para que estes sistemas se mantenham terdo que se tornar mais produtivos e
eficientes, de forma a serem rentdveis. Esta rentabilidade ndo pode por em causa as
caracteristicas do produto final, nem deixar de lado a sustentabilidade do sistema
produtivo e a preocupacdo ambiental. E para que estes sistemas de produgdo
sustentaveis se tornem mais eficientes e aplicaveis, sdo necessarios conhecimentos mais
profundos sobre os animais tanto a nivel genético, como produtivo e reprodutivo

(Correia, 2004).
2. FISIOLOGIA E ACTIVIDADE REPRODUTIVA DAS CABRAS

2.1. Sazonalidade Reprodutiva

A sazonalidade reprodutiva é uma caracteristica adaptativa apresentada por
diversas espécies animais, que ajusta os nascimentos aos periodos do ano em que as
disponibilidades naturais de alimentos e as condigdes climaticas sdo mais favoraveis ao
inicio da lactacdo e ao desenvolvimento final da gestacdo e pds-natal. A sazonalidade
reprodutiva entdo, afecta positivamente as taxas de sobrevivéncia e o desenvolvimento
das crias (Valentim, 2004; Ledo, 2018).

O fotoperiodo ¢ um dos factores que mais influenciam na sazonalidade
reprodutiva em pequenos ruminantes. A importancia do fotoperiodo sobre os pequenos
ruminantes ¢ ampliada do equador até as regides polares, ou seja, aumenta ou diminui
conforme a latitude (Leboeuf ef al., 2000; Baril ef al., 1993; Steyn, 2003; Valentim,
2004 ; Leao, 2018). Este fenomeno esta relacionado com a duracao da fase luminosa e
escura dos dias, das quais a producdo de melatonina ocorre exclusivamente durante os
periodos de escuro (nocturno). Desta forma, a dura¢do do dia e da noite influencia os
niveis de melatonina no organismo, e suas acdes sobre a actividade reprodutiva (Baril et
al., 1993; Gordon, 1997; Steyn, 2003; Valentim, 2004; Abecia e Forcada, 2010; Abecia
etal., 2012).

Do ponto de vista reprodutivo, os caprinos € ovinos sdo animais poliéstricos
sazonais, exibindo actividade reprodutiva preferencialmente em dias de fotoperiodo
decrescente ou “curto”, para que assim, os partos ocorram na Primavera, época em que
as condi¢cdes ambientais sdo mais favoraveis tanto para a fémea como para as crias
(Baril et al., 1993; Leboeuf et al., 2000; Freitas e Rubianes, 2004; Valentim et al., 2004;
Scaramuzzi et al., 2006; Safari et al., 2014; Valentim et al., 2014; Valentim et al.,
2016a).
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A delimitacdo da estacdo reprodutiva, esta associada a varios factores, tais como:
o fotoperiodo, a latitude, as condi¢des climatéricas, a alimentacdo, a condi¢do corporal,
a idade, a saude, o estado fisioldgico e interacdes sociais (Mascarenhas, 2006; Greyling,
2010; Fatet et al., 2011). A estagao reprodutiva das espécies de pequenos ruminantes de
zonas temperadas geralmente se inicia por volta do solsticio de Verdo e a estagdo de
anestro apos o solsticio de Inverno (Garcia et al., 2004; Valentim et al., 2016a).

Neste sentido, se faz necessario a identificagdo do estado fisioldgico e ambiental
das fémeas ¢ machos antes mesmo de comecar os processos de controlo da actividade
reprodutiva e a aplicagdo de técnicas de inseminacdo artificial, analisando com
antecedéncia os factores influentes sobre a reprodug¢do afim de gerar resutados
eficientes principalmente nas ragas que apresentam sazonalidade reprodutiva mais

acentuada (Steyn, 2003).

2.2. Ciclo Estrico

4

O ciclo éstrico ¢ caracterizado pelas alteragdes morfologicas, fisioldgicas e
comportamentais nos ovarios € no tracto genital feminino que conduz a expressao do
cio (receptividade sexual), a preparagdo do tracto genital para a cdpula, ovulagdo,
fecundacdo e implantacdo embriondria (Fatet et al., 2011).

O ciclo éstrico ¢ regulado, endocrinologicamente, pela interaccdo das hormonas
GnRH (Hormona Libertadora de Gonadotropinas), FSH (Hormona Foliculo-
Estimulante), LH (Hormona Luteinizante) ¢ dos esteroides sexuais (estrogénios e
progesterona) (Granados et al., 2006).

Nos caprinos, a duracao do ciclo éstrico é aproximadamente de 21 dias podendo,
no entanto, variar. A duragdo do cio ¢ de aproximadamente 24 a 48 horas variando em
funcdo da genética (raca e individuo), do individuo (idade, estado de saude), das
condigdes ambientais e factores sociais. Os sinais mais visiveis do cio sao:
intranquilidade, vocalizagdes frequente e de maior amplitude, agitacdo rapida e
constante da cauda, apetite reduzido, procura do macho, montas homossexuais,
diminui¢do da producao de leite (se esta em lactagcdo), edema vulvar, corrimento vaginal
(Hafez & Hafez, 2004).

O ciclo éstrico pode ser subdividido em quatro fases (Figura 2), caracterizadas por
manifestagdes ou modificacdes fisiologicas especificas e com diferentes periodos de
duracgdo. O proesto e o estro ocorrem na fase de desenvolvimento folicular (crescimento

e maturacdo folicular), quando predomina o efeito dos estrogénios (Grunert et al., 2005
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citado por Vitaliano, 2011). O metaestro e o diestro ocorrem na fase lutea (formacao e
funcionamento do CL), quando prevalece a ac¢do progestagénica (Grunert et al., 2005

citados por Vitaliano, 2011).
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FIGURA 2 — Esquema representativo das alteragdes fisioldgicas no ovario que ocorrem durante o ciclo

éstrico da cabra: padrao do desenvolvimento folicular e o ciclo ovarico. (Adaptado de Fatet ef al., 2011).

O ciclo éstrico determina a formacdo de odcitos maduros e a preparagdo do
aparelho genital para uma eventual gesta¢do, caso haja fecundag¢do (Miranda et al.,
2010). Se o 6vulo for fertilizado o corpo liuteo é mantido durante toda a gestacao
constituindo a fonte de progesterona imprescindivel & manutengao da mesma (Granados

et al.,20006).

2.3. Regula¢dao Hormonal

7

A actividade reprodutiva € regulada por inter-relagdes hormonais de origem
hipotalamica (GnRH), hipofisaria (FSH e LH), folicular (estradiol e inibina), lutea
(progesterona e oxitocina) e uterina (PGF2a). O processo de regulacao ¢ desencadeado
através de estimulos sobre o hipotalamo, oriundo de fontes externas (fotoperiodo,
alimentacao, clima, factores sociais) ou internas (condigao fisiologica, hormonas, idade)
(Karsch et al. 1984; Scaramuzzi et al., 1993 citado por Raposo, 2011).

O hipotalamo ¢ uma éarea do diencéfalo que forma o piso do terceiro ventriculo,
que inclui o quiasma oOptico, tuber cinereum, corpos mamiferos e eminéncia média. O
hipotdlamo produz péptidos e aminas que atuam sobre a hipofise para produzir: 1)
hormonas trépicas, que por sua vez influenciam a producao de hormonas por tecido

enddcrino alvo ou, 2) hormonas que produzem diretamente um efeito bioldgico nos
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tecidos. Além disso, ¢ também o centro de controle para um grande nimero de
caminhos de controle do sistema nervoso autonomo (Gallego-Calvo et al., 2015).

A inter-relagdo das hormonas e seus efeitos sobre o tracto reprodutivo sdo
controladas por uma série de eventos fisioldgicos, com atuagdes inibitorias ou
estimulantes a libertagdo de hormonas, mecanimos estes que agem de modo simultaneo
e em consonancia. Os neurdénios componentes do hipotdlamo sdo influenciados por
captacdo de estimulos fisiologicos por entradas trans-sinapticas e células de glia,
determinando o aumento ou diminui¢do da libertacdo da hormona GnRH, que atua
sobre a glandula hipofise anterior determinando a libertagdo pulsatil de gonadotropinas
(LH e FSH), condicionando a maturacao e regulacdo das fun¢des gonadais. A fun¢do do
eixo HHG fica sob a regulagdo de varios sinais periféricos, que incluem a acdo de
esteroides gonadais responsaveis por controle através de retroalimentagdo: como a
testosterona testicular que inibe a libertagdo de GnRH/Gonadotropinas, enquanto que os
esteroides ovaricos (Progesterona e Estadiol) atuam tanto com retroalimentagdo
negativa quanto positiva, dependendo do estagio do ciclo ovariano (Pinilla ef al., 2012)
(Figura 3).

Hipotalamo
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c FSH

FIGURA 3 - Neurobiologia do eixo hipotalamo-hip6fise-gonadas (HHG). Apresentagdo esquematica dos
principais elementos do eixo neuroendécrino controlando a reproducdo (Adaptado de Roa e Tena-
Sempere, 2010 por Pinilla et al., 2012). (Leptin): Leptina, (E2): Estradiol, (P): Progesterona, (T):

Testosterona Testicular, (Kiss1): kisspeptinas.
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Outros reguladores periféricos do eixo HHG s3o hormonas metabolicas; entre
eles, a leptina que exerce o papel estimulante/permissivo, produzido pelo tecido adiposo
branco, que também condicionam a libertagdo de GnRH. Entre os sinais excitatorios
mais destacados, se apresenta a Kissl (kisspeptinas) que atua, estimulando a libertacao
de GnRH mais predominante, e possui efeito directo no hipotdlamo, e ndo a nivel da
hipofise ou gonadas (Pinilla et al., 2012; Abbara et al., 2013; Bailey, 2016) (Figura 3).

A GnRH principal hormona envolvida na regulagdo hormonal e que desencadeia
uma série de eventos fisiologicos, € libertada pelo hipotadlamo e estimula a secre¢ao de
FSH e LH pela hipofise anterior, e controla a sequéncia de eventos endocrinos que
regulam o ciclo éstrico e a ovulagdo. As gonadotropinas FSH e LH produzidas pela
hipofise anterior, t€ém como fun¢do estimular o desenvolvimento folicular, originando a
ovulagdo e o desenvolvimento do CL subsequente. Por sua vez, a inibina e o estradiol,
libertados pelos foliculos, e a progesterona produzida pelo CL formado apods a ultima
ovulacdo regulam o desenvolvimento folicular através da retroalimentagdo negativa que
exercem a nivel hipofisario e hipotalamico, impedindo a maturagdo de outros foliculos
(Stabenfeldt e Edqvist, 1996; Fortune et al., 2004; Simdes e Mascarenhas, 2004 citados
por Raposo 2011).

A secre¢do de GnRH ¢ governada por dois mecanismos de controle diferentes:
descarga pulsatil e ovulatoria (Karsch et al., 1984; Goodman, 1994; Sisk & Foster,
2004). No primeiro caso se baseia por descargas intermitentes € a secrecao ¢ regulada
pelo nivel de LH na circulagdo periférica, a frequéncia de pulso de LH ¢ um
determinante critico do desenvolvimento gonadal e secrecdo de esterdides tanto em
machos como em fémeas. A descarga ovulatoria gera uma descarga subita e macica de
GnRH e LH para induzir a ovulacdo na fémea (onda pré-ovulatoria), isso entdo ¢
acompanhado por um aumento de estradiol (E2) no periodo (Karsch et al., 1984;
Goodman, 1994; Raposo 2011).

A descarga de FSH, ndo acompanhada de LH, estimula a mitose das células da
granulosa, acarretando o crescimento do foliculo, e a secre¢do folicular, com o
concumitante aumento dos niveis circulantes de estrogénios (Raju et al., 2013). A acg¢do
combinada da FSH e do estradiol ¢ responsavel pelo crescimento uniforme do foliculo.
A medida que a concentragio de FSH se eleva, aumenta também o estimulo ao
aparecimento de receptores de LH (Levi-Setti ef al., 2004).

As concentragdes de estradiol apresentam um pico dois dias antes da ovulagdo

(Castro et al., 1999). A hormona estradiol, ¢ o principal desencadeador das mudangas
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comportamentais. Assim, a propor¢do de fémeas manifestando estro, bem como a
intensidade da expressao da receptividade aumentam quando os niveis de estradiol s3o
elevados (Okada et al, 2001).

O pico de LH na cabra tem a duragao de aproximadamente oito a dez horas, sendo
iniciado cerca de trés horas apds o estradiol ter atingido sua concentragdo maxima
(Chemineau et al, 1982). A ovulagdo ocorre em média 20 horas apds o pico de LH,
aproximadamente 30 a 36 horas apos o inicio do estro (Chemineau & Delgadillo, 1994).

Apos a ovulacao e a formagdo do CL, que corresponde a fase lutea do ciclo
éstrico, ocorre uma elevagdo dos niveis circulantes de progesterona, que actuamm a
nivel do hipotalamo, induzindo uma diminui¢do da frequéncia de libertagdo de GnRH e
consequentemente, de LH e FSH (Karsch ef al., 1984; Bettencourt, 1999; Pinilla ef al.,
2012). Nesta altura, os niveis basais de estrogénios reduzem a capacidade de resposta da
hipofise anterior a accdo da GnRH, determinando igualmente uma diminuigao da sintese
de gonadotropinas (Karsch et al., 1984; Bettencourt, 1999; Pinilla et al., 2012). A
reduzida frequéncia de secre¢do de LH e FSH impede o recrutamento e maturacao
folicular e, subsequente, a ovulacao.

A regressio do CL induzida pela PGF2a uterina, ¢ imprescindivel para a
ocorréncia normal da ciclicidade, relacionada com a dinamica folicular. Esta regressdo ¢
constituida por duas fases distintas no tempo e pelos mecanismos: (a) lutedlise
funcional, caracterizada pelo declinio rapido da progesterona de origem lutea e (b)
lutedlise estrutural, constituida pelos eventos que conduzem a reabsor¢do do CL e que

ocorre em alguns dias (Meidan et al., 2000 citado por Raposo, 2011) (Figura 4).
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FIGURA 4 - Representagdo esquematica das alteragdes hormonais que ocorrem durante o ciclo éstrico da

cabra: padrdo da regulacdo endocrina. Adaptado de Fatet ef al. (2010).
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Tanto na ovelha como na cabra, a produ¢do de PGF2 pelo endométrio ¢ regulada
por interacgdes entre a progesterona, o estradiol e a oxitocina (Cooke et al., 1998 citado
por Raposo, 2011). O estradiol, actuando a nivel do endométrio, eleva a formagdo de
receptores de oxitocina e activa as enzimas necessarias a sintese de PGF2a (Huslig et

al., 1979; Dey et al., 1982 citados por Bettencourt, 1999; Flint ef al., 1990).

3. CONTROLO DA ACTIVIDADE REPRODUTIVA

O controlo da actividade reprodutiva ¢ uma das técnicas de maneio mais
importantes em qualquer exploracdo animal (Azevedo et al., 2006, Abecia et al., 2012 e
Valentim et al., 2016a). Possui ainda um grande interesse a sua utilizagdo nos periodos
de anestro, permitindo aumentar as taxas reprodutivas (fertilidade aparente,
prolificidade e fecundidade) e produtivas (produtividade numérica e produtividade do
sistema) e a obten¢do de produtos de maior qualidade e homogeneidade (Gordon, 1997;
Ungerfeld e Rubianes, 2002; Aisen, 2004a; Valentim et al., 2016¢; Ledo, 2018).

Existem métodos de controlo da actividade reprodutiva “naturais” e/ou
“hormonais” (Morello e Chemineau, 2004; Valentim et al., 2016a,b). Os métodos
naturais envolvem a utilizagdo do flushing, do “efeito macho” e dos tratamentos
luminosos (Baril et al., 1993; Morello e Chemineau, 2004; Valentim, 2004; Valentim e?
al., 2016a; Ledo, 2018). Estes métodos, geralmente conseguem interromper o anestro,
mas ndo garantem uma sincronizacao estreita dos cios e das ovulagoes (Valentim et al.,
2016a). Os métodos hormonais implicam a administragdo de melatonina exogena
(estacdo de anestro), de progesterona ou seus andlogos sintéticos (progestagénios), de
prostaglandinas F2a (PGF2 o) ou seus andlogos sintéticos (estagdo reprodutiva) e caso
se queira promover ainda a ovulacdo de gonadotropinas — FSH (Hormona Foliculo-
Estimulante), eCG (Gonatotropina Coridnica equina) ou hCG (Gonadotropina Coridnica
humana) (Baril et al., 1993; Gordon, 1997; Freitas e Rubianes, 2004; Morello ¢
Chemineau, 2004; Azevedo et al., 2006; Valentim et al., 2016b; Ledo, 2018).

3.1. Tratamentos Progestagénicos

O controlo da actividade ovarica assenta na utilizacdo de hormonas exdgenas que
mimetizam artificialmente as variagdes das secrecdes endocrinas endogenas. Os
progestagénios, sdo as hormonas mais utilizadas nestas situagdes e atuam simulando os
efeitos naturais da progesterona que impedem a ovulagdo e prolongam a fase lutea. Os

progestagénios possuem uma semivida curta, ja que sdo rapidamente metabolizados
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(Valentim et al., 2006). Ao fim da sua utilizagdo e mataboliza¢do produz-se um rapido
regresso a actividade ovérica (Valentim ef al., 2006, citado por Cortez, 2012).

Durante a estagdo de anestro apenas a progesterona/progestagénios permite uma
sincronizagdo estreita da actividade reprodutiva, particularmente quando acompanhadas
da administracdio de gonadotropinas exogenas (Baril et al., 1993; Gordon, 1997;
Ungerfeld e Rubianes, 2002; Azevedo et al., 2006; Valentim et al., 2016b; Ledo, 2018).

Durante a estagdo reprodutiva a sincronizagao da actividade reprodutiva pode ser
conseguida através do uso de progesterona/progestagénios, de PGF2a ou seus analogos
sintéticos ou da combina¢do destas hormonas (Ungerfeld e Rubianes, 2002; Freitas e
Rubianes, 2004; Azevedo et al., 2006; Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b;
Ledo 2018). Nesta altura, a aplicagdo dos tratamentos de controlo da actividade
reprodutiva tendem a produzir taxas de fertilidade inferiores as que podem ser
alcangadas naturalmente (Letelier et al., 2011). O uso de prostagénios parece alterar o
crescimento folicular final (Gonzalez-Bulnes et al., 2005 citados por Letelier et al.,
2011), o padrao de secrecao de LH (Gordon, 1975; Scaramuzzi et al., 1988; Menchaca
e Rubianes, 2004 citados por Letelier ef al., 2011), a qualidade das ovulagdes (Killian et
al., 1985; Vifoles et al., 2001; Gonzalez-Bulnes ef al., 2005 citados por Letelier ef al.,
2011) o transporte e a sobrevivéncia dos espermatozoides no tracto genital feminino
(Hawk e Conley, 1971 citados por Letelier et al., 2011).

O método de controlo da actividade ovarica mais comum em todo o mundo
baseia-se no uso de esponjas vaginais impregnadas com progestagénios FGA (Acetato
de Fluorogesterona) ou MAP (Acetato de medroxiprogesterona). As esponjas vaginais
constituem o método mais comum e pratico de administragdo de progestagénios
(Valentim et al., 2006). O progestagénio ¢ libertado gradualmente para a corrente
sanguinea, simulando a fase latea bloqueando a ovulacdo até a esponja vaginal ser
removida e a hormona ser eliminada da circulagdo sanguinea (Mascarenhas, 2006).
Comparativamente, o FGA permite um controlo mais preciso da actividade ovérica,
particularmente importante quando a beneficiagdo ¢ assegurada por 1A (Valentim ef al.,
2006).

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; Valentim et al., 2016b; Ledo, 2018) e 14-18 dias (caprinos)
(Baril et al., 1993, Freitas e Rubianes, 2004; Granados et al., 2006). Nas ovelhas, o cio
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comeca em 25-48 horas (Freitas e Rubianes, 2004; Gordon, 1997) ou 36-48 horas (Baril
et al., 1993). Nestes animais a sua duragdo ¢ de 36 horas e a ovulagdo ocorre cerca de
70 horas pos-tratamento (Bolland ef al., 1978; citados por Gordon, 1997). Nas cabras, o
cio comega 20-40 horas (Bonilla, 2001) ou 24-30 horas (Leboeuf et al., 2000) e a
ovulacdo produz-se em 50-90% das cabras (Bonilla, 2001). Nos caprinos, o cio tem uma
duragdo de 18-48 horas, sendo mais habituais os cios de 24-36 horas (Bonilla, 2001).

Os tratamentos “progestagénicos “curtos” tém uma duracdo de 5-7 dias e
implicam igualmente a administragao de PGF2a (Ungerfeld e Rubianes, 2002; Freitas e
Rubianes, 2004; Azevedo et al., 2006; Granados et al., 2006; Valentim et al., 2016b;
Ledo, 2018). Esta deve ser feita quando da colocagdo das esponjas vaginais com
progestagénios, a fim de evitar os efeitos deletérios da PGF2a sobre a formagdo de
depositos, o transporte € a capacitacdo dos espermatozoides no tracto genital feminino e
0s mecanismos ovaricos que levam a ovulacdo (Freitas e Rubianes, 2004; Valentim et
al., 2016b). No fim dos tratamentos de controlo da actividade ovarica pode ser
administrada uma gonadotropina (Baril ef al., 1993; Gordon, 1997, Freitas e Rubianes,
2004; Azevedo et al., 2006; Valentim et al., 2014; Valentim et al., 2016b). Na
sincronizagdo do cio das cabras, a administragdo de gonadotropinas exdgenas antecipa a
ovulacdo e eleva o grau de sincronizacdo das mesmas (Westhuysen, 1979; Ritar et
al.,1984; citados por Granados et al., 2006).

Depois da remocao 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
ap6s a remocao destes dispositivos vaginais (Gordon, 1997; Steyn, 2003 ; Ledo, 2018).
Estes valores variam segundo a raca e a esta¢cdo do ano (Gordon, 1997; Steyn, 2003). Na
estacdo reprodutiva, a ovulagdo pode ocorrer 48-50 horas ap6s a remoc¢do do CIDR
(Steyn, 2003). Para uma inseminagdo unica, o tempo “universalmente” aceite para se

proceder a A ¢ de 42-46 horas pos-remogao do dispositivo (Gordon, 1997).

3.2. Prostaglandinas

Nos ruminantes, a prostaglandina F2a (PGF2a) ¢ o agente luteolitico natural
responsavel pela destrui¢cao do CL (fim da fase lutea) (Hafez & Hafez., 2004; Abecia et
al., 2012) e pelo comeco de um novo ciclo (McCracken et al., 1972; Sicherle, 2005;

Dixon et al., 2006). A queda dos niveis circulantes de progesterona leva ao aumento da
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secrecao de gonadotropinas e a ovulacdo (Benites, 1999). Os anélogos sintéticos da
PGF2a s3o mais baratos e podem ser usados em doses menores (Rubianes, 2000).

Na auséncia de um CL, a PGF2a ou seus analogos sdo totalmente ineficazes
(Rathbone et al., 2001; citados por Neto, 2009; Abecia et al., 2012), pelo que nao
podem ser usados na indugdo da actividade ovérica na estagao de anestro (Carlson ef al.,
1973; Abecia et al., 2012). De acordo com Rubianes (2000) as PGF2a s6 actuam
quando existe um CL funcional (com receptores para a PGF2a). Nos ruminantes, o CL
comega a organizar-se logo apds a ovulacao, mas s6 se torna funcional 1-2 dias depois
da ovulagdo (Moraes ef al., 2003). A plenitude funcional s6 ocorre no 5° dia (Moraes et
al., 2003). A PGF2a s6 destrdi eficazmente o CL a partir do 2-3° dia (Rubianes et al.,
2003; Abecia et al., 2012) ou do 5° dia do ciclo éstrico (Benites, 1999; Moraes et al.,
2003).

A administracio de uma injeccdo de PGF2a, com o objectivo de garantir o
controlo da actividade ovdrica das fémeas que ainda possuam um corpo luteo funcional
apods os tratamentos progestagénios ¢ aconselhada a fim de reduzir os efeitos deletérios
deste tipo de tratamento (Valentim et al., 2006). Mais recentemente, alguns autores
propdem que a administragdo de PGF2a seja feita antes do tratamento curto com
progestagénios. Desta forma, poder-se-do evitar os efeitos negativos da PGF2a sobre o
momento da ovulacao (Valentim ef al., 2006).

As PGF2a destroem o corpo luteo (CL) funcional, através de duas injeccdes
administradas com 7-9 dias de intervalo, de forma que todas as ovelhas iniciam
simultaneamente um novo ciclo éstrico (Freitas ¢ Rubianes, 2004, Azevedo et al., 2006,
Letelier et al., 2011 e Valentim et al., 2016b). Nas cabras, o tratamento com
PGF2amdeve ter um intervalo de duragdao 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).

3.3. Gonadotropinas

As gonadotropinas coridnicas (CG) sdo hormonas pertencentes a mesma familia
que a hormona foliculo-gonadotrdpico estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) e
hormona estimuladora da tire6ide (TSH). CG ¢é conhecido por ocorrer apenas em

primatas e equideos (Henke e Gromoll., 2008).
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As gonadotropinas mais utilizadas sdo a eCG e a hCG, pelo preco, por poderem
ser injectadas intramuscularmente uma s6 vez, por terem efeitos semelhantes 8 FSH e a
LH e promoverem melhores respostas ovaricas (Azevedo et al., 2006; Letelier et al.,
2011; Valentim et al., 2016b; Ledo, 2018). Suportam os mecanismos ovaricos que
levam ao crescimento e a maturagdo dos foliculos, a ovulagdo e a correcta luteinizagao
do corpoluteo (CL) (Baril et al., 1993; Freitas e Rubianes, 2004; Valentim et al.,
2016b). Nas ovelhas, a eCG deve ser administrada quando da remoc¢do das esponjas
vaginais (Baril et al., 1993) 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, estagcdo
do ano, estado fisioldégico da fémea (Baril et al., 1993; Gordon, 1997). As ragas
prolificas e pouco sazonais sdo geralmente mais sensiveis a administragdo de eCG
(Baril et al., 1993).

A eCG possui uma ac¢do FSH + LH. A ac¢do FSH ¢ mais prolongada e a LH
menos marcada (Valentim et al., 2006). Liga-se a receptores foliculares de FSH e de LH
e a receptores luteos de LH (Stewart e Allen, 1981; citados por Neto, 2009), ou seja,
condiciona o crescimento e a maturacao folicular, a ovulacao e vida do CL. Promove o
desenvolvimento folicular, recrutando novos foliculos e auxiliando na sincronizagao da
ovulacdo (Baldassare e Karatzas, 2004). Per se, a eCG nao permite o controlo da
actividade ovérica (Evans e Robinson 1980; e Martemucci e D’ Alessandro, 2011) mas
sim, quando aplicada no ambito de tratamentos progestagénios e/ou com PGF2a, ela
melhora a resposta ovarica e aumenta as taxas de fertilidade e de prolificidade (Dias et
al., 2001 e Barret et al., 2004; Neto, 2009).

A hCG possui efeitos bioldgicos semelhantes a FSH e a LH, com predominio
deste ultimo (Khan et al., 2003; Gomez-Brunet et al., 2007), estimulando a maturagao
dos oocitos e a ovulagdo (Khan et al., 2003). Além de induzir a ovulagao de foliculos
maduros, possui efeitos luteotropicos (Khan et al., 2003; Goémez-Brunet et al., 2007;
Dias, 2011). Eventualmente, pode determinar até a ovulacdo de foliculos de pequeno
tamanho e de baixa fertilidade. Os seus efeitos luteotropicos parecem diminuir as perdas
embrionarias (Khan et al., 2003; Valentim et al, 2006; Dias, 2011) e,
consequentemente, elevam a taxa de fertilidade aparente (Khan ef al., 2003).

Na estagdo reprodutiva apos a aplicagdo de tratamentos de controlo da actividade
ovarica ocorre normalmente a libertacdo de gonadotropinas em doses capazes de
promover as manifestagdes de cio e a ovulagao (Valentim et al., 2006). Contudo,

recomenda-se a administragdo de gonadotropinas exdgenas a fim de sustentar a
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actividade ovarica natural, contrariando possiveis efeitos negativos dos progestagénios
e/ou da PGF2a sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas desta forma, elevar as taxas

de fertilidade aparente e/ou de prolificidade (Valentim et al., 2006).

4. INSEMINACAO ARTIFICIAL

A inseminagdo artificial (IA) é uma das tecnologias de reproducdo assistida
(TRA) mais disseminada na reproducdo de ruminantes, capaz conduzir a melhoria do
potencial genético dos efectivos, uma vez que permite acelerar o melhoramento
genético através do uso de reprodutores de alto mérito genético ou com caracteristicas
desejaveis, sem a necessidade de aquisicdo dos mesmos, uma vez que um Unico
ejaculado permite inseminar varias fémeas (Hafez e Hafez, 2004). Além disso, em
combinagdo com sincronizagdo hormonal de estro e ovulacdo, ¢ possivel a produgdo de
crias e leite em épocas do ano que nao sdo o periodo de reprodugdo natural, devido a
sazonalidade reprodutiva apresentada por espécies como os caprinos e ovinos (Chemineau e
Cognié, 1991, Baldassarre & Karatzas. 2004).

As técnicas de A permitem aos produtores a possibilidade de um melhor ajuste
entre a producao e as necessidades de mercado, possibilitando uma escolha mais precisa
das épocas de cobri¢ao e de parigdo, simplificando a criagao de lotes de animais mais
uniformes (destinados a venda) e/ou na mesma fase do ciclo produtivo, além de,
permitir a programacao mais precisa da utilizacdo da mao-de-obra (Fernandes, 2008). A
IA também possui papel importante em programas de conservagdo genética in situ ou ex
situ de ragas em vias de extingdo, sendo fundamental, por facilitar o controlo do nimero
e do tamanho do efectivo, permitindo ainda controlar os riscos de consanguinidade
particularmente quando héa trocas de material genético entre efectivos de pequena
dimensao (Bettencourt, 1999 citado por Fernandes, 2008).

Mas a IA aplicada na reproducao de pequenos ruminantes enfrenta obstaculos a
difusdo desta técnica em caprinos e ovinos. A dificuldade relaciona-se com a
impossibilidade de ultrapassar a estrutura tortuosa do canal cervical apresentada por
estas duas espécies, que dificilmente permite a depositagdo do sémen no corpo ou nos
cornos uterinos. A deposi¢cdo das doses seminais pode ser feita a nivel da vagina, do
canal cervical e do tutero, sendo o local de deposi¢ao do sémen, o qual denomina a
técnica de IA utilizada: vaginal, intra-uterina e cervical. (Donovan et al., 2001; Dayan et

al., 2010; Bezerra, 2010a; ANCRAS, 2017).
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Dentre os vérios paises da Unido Europeia, a Franca ¢ aquele em que a pratica da
IA entre pequenos ruminantes se encontra mais difundida, especialmente aplicada em
ovinos (Bettencourt, 1999; Fernandes, 2008). Neste pais, a [A ¢ assegurada, todo o ano,
fundamentalmente pelas associagdes de criadores. Em Portugal, a IA de ovinos e
caprinos € quase que exclusivamente experimental e recentemente sendo disseminada
através de projectos de parcerias entre associa¢des de criadores e instituicdes de ensino

(Fernandes, 2008; ANCRAS, 2017).

4.1. Técnicas e Métodos Utilizados

Como ja referido anteriormente um dos maiores obstaculos & implementacdo da
técnica de IA nos caprinos compreende a impossibilidade de ultrapassar as dobras do
canal cervical, de forma a dificultar a depositacdo mais profunda do sémen no tracto
reprodutivo. Assim, algumas técnicas de IA mais utilizadas em caprinos sdo
denominadas de acordo com o local de deposi¢ao das doses seminais podendo ser feita
a nivel da vagina (IA vaginal), do utero (IA intra-uterina) ¢ do canal cervical (IA
cervical) , cada qual realizada de acordo com a necessidade, disponibilidade e
viabilidade da técnica. (Dayan et al., 2010; Bezerra, 2010a; ANCRAS, 2017).

A inseminagdo vaginal ¢ frequentemente designada por “tiro no escuro” e consiste
na deposi¢ao do sémen na vagina, o mais profundamente possivel sem preocupagao de o
fazer proximo da entrada do canal cervical (Mylne ef al., 1997; Bettencourt, 1999). E
normalmente realizada com sémen fresco diluido. Quando bem realizada pode resultar
em taxas de fertilidade aparente de 60%, com sémen fresco diluido, e de até 40%, com
sémen congelado (Buckrell et al., 1991; Bettencourt, 1999 citados por Fernandes,
2008). Porém, para se alcangarem estas taxas hd que utilizar um elevado numero de
espermatozodides, frequentemente superior a 500 milhdes de células espermaticas
viaveis/dose de inseminagao (Buckrell et al., 1991; Bettencourt, 1999; Donovan et al.,
2001; Bezerra, 2010a; ANCRAS, 2017). Nas ovelhas, as doses seminais para deposi¢ao
vaginal devem conter entre 200-400 x 106 espermatozoides (Dendena, 2017) ou 300 x
106 espermatozoides (Aisen, 2004a). Nos caprinos, esta técnica esta contra indicada
pois resulta em baixas taxas de fertilidade (Simdes et al., 2008; citados por Valentim et
al., 2016c¢). O indice de fertilidade pos-inseminac¢do vaginal em ovinos varia entre 40-
65% (Ax et al., 2004) ou de 88,9% (Dendena, 2017) j4 em caprinos Ledo (2017)

encontrou indice igual a 75% de fertilidade.
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A inseminagdo intra-uterina ¢ uma técnica de IA que consiste na deposi¢ao directa
de sémen no corpo do utero (Eppleston et al., 1994) ou nos cornos uterinos (Killeen e
Caffery, 1982; Eppleston et al., 1994),e pode ser realizada via laparoscopia (Keisler,
1991; Mylne et al.,, 1997; Salamon e Maxwell, 2000). Por se tratar de uma intervengao
cirargica, que requer material sofisticado e mao-de-obra especializada (custos mais
elevados), possibilita a obtencao de taxas de fertilidade aparente bastante satisfatorias -
até 75%, com sémen congelado (Buckrell et al., 1991). Um inseminador experiente
consegue inseminar, rapidamente, um elevado nimero de ovelhas (Hill et al., 1998;
citados por Bettencourt, 1999). O uso sistemdtico desta técnica pode resultar na
formagao de aderéncias uterinas e, consequentemente, numa rapida diminui¢cdo da sua
aplicabilidade. Na inseminacdo intra-uterina as taxas de fertilidade aparente sdo mais
elevadas quando o sémen ¢ depositado nos dois cornos uterinos do que quando ¢ em
apenas um deles (Findlater, 1991; Bettencourt, 1999; Donovan et al., 2001; Bezerra,
2010b; ANCRAS, 2017). Nos ovinos, inseminam-se 10-12 x 106 de espermatozdides
moveis (Gordon, 1997) ou 10-50 x 106 espermatozoides mdveis (Aisen, 2004a) € nos
caprinos 120 x 106 espermatozdides moveis (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 € mais utilizada em ovinos do que em caprinos devido a
anatomia do canal cervical (Valentim et al., 2016¢). 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.,
2016c¢).

Na IA cervical, o sémen ¢ depositado dentro do canal cervical, o mais
profundamente possivel (Fernandes, 2008; Dendena, 2017). Na maioria das espécies, a
inseminacao pode ser feita ultrapassando o canal cervical com um cateter e depositando
o sémen no colo (Valentim et al., 2016c) ou no corpo do ttero (Gordon, 1997; Morrell,
2011; Valentim et al., 2016c). As excepcdes sdo 0s ovinos € 0s caprinos, em que a
reduzido didmetro (principalmente nas cabras) e/ou a conformagdo desalinhada das
pregas cervicais (particularmente nas ovelhas) dificulta a passagem do pistolete de
inseminacao (Baril et al., 1993; Morrell, 2011; Valentim et al., 2016c), sendo que nestas
espécies geralmente ¢ possivel depositar o sémen apenas para 14 da 1-2* prega cervical
(Valentim et al., 2016c). A TA cervical com sémen fresco ¢ a técnica mais utilizada,
uma vez que ¢ facil e rapida de aplicar e comporta custos relativamente baixos permite a

obtencdo de resultados reprodutivos satisfatérios (Bodin et al, 1997; citados por
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Bettencourt, 1999; Donovan et al., 2001; Bezerra, 2010b; ANCRAS, 2017). Segundo
Baril et al. (1993), cada dose seminal de sémen fresco deve conter no minimo 60 x 106
espermatozodides que se traduzem em taxas de fertilidade aceitdveis. Nos ovinos, as
doses de sémen refrigerado devem conter 100-200 x 106 espermatozoides (Valentim et
al., 2009) ou 150-200 x 106 espermatozodides (Aisen, 2004a; Dendena, 2017),
garantindo uma taxa de fertilidade de 60-70% (Ax et al., 2004 ¢ Valentim et al., 2009)
ou de 66,7-88,2% (Dendena, 2017). A fertilidade aumenta com o numero de pregas
ultrapassadas desde que nao se force a entrada (Aisen, 2004a; Valentim et al., 2016c¢).
Este efeito ndo foi observado por Dendena (2017). A inflamacdo 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, 2004a; Candappa e Bartlewski,
2011; Ritar e Salamon, 1983; Fonseca et al., 2010; citados por Valentim et al., 2016c¢;
Ledo, 2018).

Nos ovinos e nos caprinos (particularmente, nos primeiros devido a disposi¢ao das
dobras cervicais), as pregas do canal cervical constituem um obsticulo natural a
passagem do pistolet de inseminagdo, porém, o canal cervical dos caprinos apresentam
uma disposi¢do das pregas mais simplificada ou menos alinhada, e as cabras tendem a
apresentar menor niimero de dobras em seu canal cervial e estruturas menos irregulares,
esse numero pode ser variado de animal para animal, ndo podendo ser utilizado um
numero especifico como regra (Dayan et al, 2010). Resultados apresentados por autores
como, Kaabi et al (2006), Halbert et al (1990) ¢ Von Reinhold (1987), demonstram
valores médios 5 a 6 pregas cervicais, em estudos com ovelhas, enquanto que Dayan et
al (2010), identificou um valor médio de 4,3 pregas cervicais em cabras da raca Angora,
evidenciando as variagdes entre espécies, assim, podendo pressupor que a inseminagao
artificial cervical pode ser mais facilmente realizada nas cabras do que a nas ovelhas
(Dayan et al, 2010).

Qualquer que seja a técnica considerada, a determinagdo exacta do momento da
ovulagdo ¢ crucial para o sucesso da inseminacao, ja que o 6évulo tem uma duragdo de
vida fértil muito curta (12 a 24 horas) (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt,
1999; Dendena, 2017). E importante que os espermatozéides alcancem a ampola
imediatamente antes dos odcitos viaveis ai chegarem. Neste sentido, o aproveitamento
de um cio natural, o método de sincronizagdo/indugdo de cios empregue, a técnica de

inseminacao utilizada e o tipo de sémen aplicado (fresco ou conservado), afectam
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significativamente a escolha do momento Optimo para a IA (Mylnes et al, 1997;

Bettencourt, 1999 citados por Fernandes, 2008; Dendena, 2017; Ledo, 2018).

5. METODOS DE CONSERVACAO DE SEMEN
5.1. Recolha e Avaliacao

Estudos sobre técnicas adequadas para recolha, preservacdo e armazenamento de
sémen sdo de grande relevancia na Reprodu¢do Animal, j& que possibilitam maximizar
o aproveitamento de animais de alto potencial genético, bem como, permitir a
preservacao por tempo indeterminado do patrimdnio genético de animais que possam
vir a a deixar de existir (Carmo et al., 2002; Bortot & Zappa, 2015). Na IA o sémen ¢&,
normalmente, transportado dos centros de recolha até as exploracdes onde vai ser usado.
No caso de reprodutores de elevado valor genético, ha que obter o maior nimero
possivel de doses seminais € conserva-las em boas condi¢des pelo maior periodo de
tempo possivel (Pérez et al., 2010 citado por Cortez, 2012).

Nos pequenos ruminantes, o volume dos ejaculados ¢ reduzido (ml), mas a
concentragdo ¢ elevada (Baril et al.,, 1993; Morrell, 2011). Na maioria dos animais
domesticados o sémen ¢ recolhido através de uma vagina artificial deixando o macho
montar uma fémea (normalmente) em cio induzido ou um manequim (Baril ef al., 1993;
Gordon, 1997; Aisen e Venturino, 2004; Granados et al., 2006; Morrell, 2011; Ledo,
2018). Nos caprinos o sémen pode ser recolhido com o auxilio da vagina artificial ou de
um electroejaculador. O método da vagina artificial ¢ o mais popular uma vez que
permite a criacdo de condigdes de temperatura, de pressao e de humidade similares aos
naturais, ndo causa grandes niveis de stress, € rapido, simples e garante a obten¢do de
ejaculados de elevada qualidade. (Castelo et al., 2008; Pérez et al., 2010 citados por
Cortez, 2012). Porém, implica a existéncia de machos treinados e em excelentes
condigdes fisicas (Gordon, 1997; Leboeuf et al., 2000; Aisen e Venturino, 2004;
Granados et al., 2006). Infelizmente, nem todos os machos sao treinaveis, os bodes sao
animais gregarios que ndo gostam de estar sozinhos na presenga do homem (Baril et al.,
1993)

A vagina artificial consiste numa bainha de borracha colocada dentro de um tubo
pouco flexivel sobre o qual se dobram as pontas da bainha interior e que sdo presas com
elasticos (Aisen e Venturino, 2004; Morrell, 2011; Ledo, 2018). Desta forma, ¢ criado
um espaco que pode ser preenchido com agua quente (Aisen e Venturino, 2004;

Morrell, 2011) ou ser aquecida numa estufa (40-42°C) (Aisen e Venturino, 2004) ou
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(42-45°C) (Baril et al., 1993; Dendena, 2017). Se um macho salta na vagina artificial e
ndo ejacula ou a temperatura ou a pressdo ndo sdo as correctas (Aisen e Venturino,
2004). O tubo exterior da vagina artificial ¢ dotado de uma valvula dupla. Quando se
retiram as duas € possivel encher o espago entre a bainha interior e o tubo exterior com
agua. A remocao apenas da segunda valvula permite, através de insuflagdo, aumentar a
pressdo no interior da vagina artificial (Morrell, 2011; Ledo, 2018), 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 ¢ inserido um tubo
colector graduado (Morrell, 2011, Ledo, 2018). O tubo colector deve estar envolto em
material termo isolante. Outra proteccdo termo isolante deve recobrir desde o tubo
colector recoberto até a propria vagina artificial. Antes de ser usada, a vagina deve estar
lavada e desinfectada (por exemplo, com quaternario de amodnio). Por outro lado, a
entrada livre da vagina deve ser ligeiramente lubrificada (Gordon, 1997). Uma
lubrificacdo muito intensa, particularmente com uma substincia mais aquosa ou oleosa,
leva-a a escorrer para dentro do tubo colector e a misturar-se com o sémen recolhido.

Antes de se iniciar a sessdo de recolha de sémen € 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).

Sempre que ndo for possivel recolher sémen por vagina artificial pode recorrer-se
a electroejaculagdo (Gordon, 1997; Leboeuf et al., 2000; Morello e Chemineau, 2004;
Granados et al., 2006; Morrell, 2011; Ledo, 2018). Nos bodes a electroejaculacio ¢
pouco recomendada devido ao stress em que o animal ¢ sujeito. Esta baseia-se na
estimulagdo eléctrica, via transrectal, dos centros nervosos que controlam a erecgdo e
especificamente a ejaculagdo. Este método ¢ utilizado em bodes ndo treinados,
indisciplinados, com libido diminuida ou com qualquer outro problema que os impeca,
temporaria ou permanentemente de realizar a monta natural, mas que sejam férteis e
possuam um elevado interesse genético (Castelo ef al., 2008; Pérez et al., 2010 citados
por Cortez, 2012).

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 ereccao e a ejaculacdo do sémen, localizados logo abaixo do

recto (introdugdo rectal da sonda). A electroejaculagdo tem vérias desvantagens: no
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minimo, ¢ desconfortdvel para os animais (Morello e Chemineau, 2004; Granados ef al.,
2006; Ledo, 2018), pode determinar a libertagdo simultinea de espermatozoides e de
urina (amostra seminal estragada) (Morello ¢ Chemineau, 2004; Ferra e Sereno, 2006;
citados por Valentim et al., 2016c¢) e alterar a propor¢ao natural de secre¢des libertadas
pelas glandulas anexas ou acessorias com efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia dos
espermatozdides (Morello e Chemineau, 2004; Morrell, 2011). O ejaculado pode ser
mais volumoso e menos concentrado (Leboeuf et al., 2000). Nao ha alteracdo da
motilidade espermatica (Akusu et al., 1984; citados por Leboeuf et al., 2000).

Recolhida a amostra de sémen deve-se proceder rapidamente a avaliagdo dos
parametros seminais mais importantes: volume, cor, cheiro, viscosidade, motilidade
massal e individual, percentagem de espermatozoides vivos, percentagem de
espermatozdides normais e concentragdo espermatica. Com a avaliacdo prévia ¢
possivel a observacdo da qualidade do sémen de macho, podendo determinar seu
potencial como doador (Donovan et al., 2001; Mascarenhas & Simdes, 2005).

Importante que estas analises decorram de forma rapida para evitar o aumento de
metabolitos prejudiciais aos espermatozoides, principalmente nos bodes, que
apresentam abundante secre¢do pelas glandulas bulbo-uretrais de uma enzima — a
Fosfolipase A (também denominada de enzima da coagulagcdo da gema de ovo) — que
catalisa a hidrolise das lecitinas presentes na gema de ovo em acidos gordos e em
lisolecitina (Baril ef al., 1993; Leboeuf et al., 2000). Em grandes quantidades, o ultimo
composto, € toxico para a sobrevivéncia in vitro dos espermatozoides (Baril et al., 1993;
Morrell, 2011). A hidrélise das lecitinas depende de certas condi¢des: presenca de
calcio, pH, temperatura, concentragdo do plasma seminal, estacdo do ano e raga (Baril et
al., 1993). Existem, igualmente, importantes diferencas entre bodes quanto a actividade
desta enzima (Baril et al., 1993), por isso, ¢ fundamental uma analise, processamento e
utilizagdo do sémen no menor periodo possivel ou ainda a utilizagdo de diluidores

seminais.

5.2. Sémen Fresco

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

O sémen freco pode ser processado puro ou diluido (30-37°C) (Aisen, 2004b) e

deve utilizado até 2 horas pos-recolha. Devendo ser mantido a temperatura de 30-37°C e
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podendo ser puro ou diluido em meio adequado (Baldassarre, & Karatzas, 2004;
Bezerra, 2010b). Porém deve ser utilizado no menor tempo possivel pds-colheita,
devido ao curto periodo de vida dos espermatozdides assim conservados. Nestas
condig¢des, a motilidade e a viabilidade espermaticas reduzem-se rapidamente (Baril et
al., 1993; Pellicer-Rubio e Combarnous, 1998; citados por Morrell, 2011; O’Hara et al.,
2010). Ocorre a acumulagdo de catabolitos provenientes da actividade metabolica dos
espermatozdides e acdo da Fosfolipase A, que acabam por se tornar toxicos para os
mesmos (Rojero et al., 2009).

A inseminacdo artificial com sémen fresco, quando bem executada, alcanca
eficiéncia comparavel ao uso da monta natural (Sohnrey & Holtz, 2005), com fertilidade
superior ao sémen refrigerado e congelado (Baldassarre & Karatzas, 2004). As
condi¢gdes de boa fertilidade do sémen fresco podem se manter até cinco horas sem
comprometer drésticamente as taxas de fertilidade (Salvador et al., 2006). Na
inseminagdo com sémen fresco de caprinos por via cervical recomenda-se a utilizagdo
doses seminais de 80-100 x 10° espermatozdides num volume de 0,02-0,1 ml (Baril et
al., 1993).

Magalhdes et al. (2013) constataram que a inseminagdo com sémen fresco
juntamente com um tratamento curto de progestagénios foi possivel elevar as médias de
fertilidade, alcangando taxas de 80% a 93% com a utilizagdo de inseminagdo

transcervical.

5.3. Sémen Refrigerado

A refrigeracdo do sémen ¢ um método que permite que as doses seminais possam
ser transportadas para inseminacdao em exploracdes algo afastadas espacialmente
(Gordon, 1997; Morrell, 2011). Tradicionalmente nos pequenos ruminantes a [A ¢ feita
com sémen fresco ou refrigerado, com taxas de fertilidade aceitdveis (Morrell, 2011;
Valentim et al., 2016¢; Ledo, 2018).

Nesta técnica, o sémen ¢ primeiramente diluido com diluentes ricos em agucares,
lipideos, antibidticos, substancias tamponantes e sais, € sO entdo o sémen ¢ submetido a
diminuicdo de temperatura podendo ser utilizado de 5 a 15°C. A capacidade
fertilizadora dos espermatozoides ¢ prolongada através da redugdo reversivel da sua
motilidade e do seu metabolismo. Nas primeiras 48 horas de refrigeracdo ndo ocorre
uma diminui¢do significativa da motilidade. O sémen refrigerado pode ser usado até 48

horas, com relatos de resultados satisfatorios em periodos até 96 horas, sem que se
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produza uma reducdo significativa da taxa de fertilidade aparente. A refrigeragdo do
sémen constitui um método eficaz de armazenamento a curto prazo, ainda que apresente
alguns efeitos deletérios sobre os espermatozoides: diminuicdo da taxa de viabilidade,
da integridade estrutural, da motilidade e da taxa de fertilidade aparente (Carmo ef al.,
2002; Baldassarre & Karatzas, 2004; Siqueira et al., 2009 Bezerra, 2010b).

O sémen ¢ armazenado na forma liquida com a reducdo da sua temperatura, apos a
sua correcta diluigdo. O arrefecimento leva a célula a um estado de quiescéncia,
reduzindo o metabolismo e proporcionando uma diminui¢do nos gastos energéticos € na
formag¢do de residuos toxicos, contribuindo para a preservagdo das células,
possibilitando o aumento do tempo de armazenamento e de utilizagdo (Watson, 2000;
Decuadro-hansen, 2004; Camara e Guerra, 2011).

A diminuicao da temperatura deve ser feita de maneira constante ¢ homogénea,
uma vez que a queda brusca da sua temperatura provoca o choque térmico, letal para as
células espermaticas. A reducdo deve ser progressiva pode levar cerca de 1 a 1.30 horas
para atingir os 15°C e 2 a 3 horas, para alcancar os 5°C (Maxwell e Watson, 1996;
Valentim et al., 2009; Leao, 2018).

As temperaturas de armazenamento mais frequentes sao de 15°C ou 5°C (Abecia e
Forcada, 2010). Estas se diferenciam no tempo de conservacdo. A 15°C, o sémen de
ovino, possui um curto periodo de conservagdo — 6 a 12 horas —, enquanto que o sémen
a 5°C pode ser conservado por um periodo de tempo mais longo — 12 a 24 horas
(Fernandez-Abella et al., 2003; Naim et al., 2009). O limite de 24 horas ndo deve ser
ultrapassado, uma vez que ¢ o limite em que os niveis de fertilidade se mantém
aceitaveis na inseminagao cervical (Menchaca et al., 2005; Fernandez-Abella et al.,
2003; Naim et al., 2009). Dendena (2017), constatou melhores taxas de fertilidade
obtidas com sémen refrigerado (90,0%) enquanto que com sémen fresco obteve taxas
infeiores (79,4%).

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

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

espermatozodides (Baril et al., 1993).

5.4. Sémen Congelado

A técnica de criopreservacdo do sémen favorece a utilizagdo do mesmo em locais
distantes daquele onde foi colhido e processado, além de propiciar um longo tempo de
armazenamento (Baldassarre & Karatzas, 2004), porém reduz a viabilidade e fertilidade
do espermatozoide por causar danos estruturais, bioquimicos e funcionais (Leboeuf et
al., 2000; Salamon e Maxwell, 2000; Dorado et al., 2009). O efeito negativo da
congelagdo sobre os espermatozoides ¢ distinto em diferentes reprodutores (Apu et al.,
2012), sendo uma caracteristica intrinseca do animal, podendo suportar melhor ou ndo,
o processo de congelamento (Sanchez-Partida et al., 1999; Neto & Martins, 2013).

Nas exploracdes animais os custos da criopreservacdo e a previsao da taxa de
sucesso apo6s a [A devem ser avaliadas antes de se decidir pela utilizagdo 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;
Aisen, 2004b). Os mais importantes estdo relacionados com os tipos de diluidores e os
métodos de congelacao/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; Ledo, 2018).

O sémen de caprino apresenta particularidades que o diferenciam do de outras
espécies. A mais importante €, provavelmente, a sintese e a secre¢do de varias enzimas
a partir das glandulas bulbo-uretrais que integram o plasma seminal. Estas enzimas
apresentam actividade fosfolipase e hidrolisam os fosfolipideos como a lecitina, em
lisolecitinas e em acidos gordos livres, produtos toxicos para os espermatozoides, pois
com a formagdo de 4cidos gordos livres (acido oleico), conduziriam a um aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial e plasmatica, o que elevaria a morte celular
(Amann e Pickett, 1987 citado por Bittencourt, 2009). Antes da congelacao entdo alguns
autores separam por centrifugacdo os espermatozdides dos bodes (e também os dos

equinos, dos suinos e dos seres humanos) do plasma seminal (Baril et al., 1993;
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Morrell, 2011). Os espermatozoides sdo entdo diluidos em diluidores seminais,
armazenados em palhinhas e congelados em vapores de azoto liquido, antes de serem
mergulhados em azoto liquido (-196°C) (Morrell, 2011).

A taxa de sucesso da criopreservacdo varia muito em fun¢do da raca, apesar da
intensa investigagdo relativa aos constituintes dos criodiluidores e das taxas de
congelacdo e de descongelacao (Aisen, 2004b; Morrell, 2011; Ledo, 2018). Em Franga,
a taxa de fertilidade das cabras inseminadas artificialmente profundamente com sémen
congelado na estacdao de anestro apds indugdo hormonal da actividade ovarica 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).

Nos ovinos, a dose seminal congelada para IA cervical (0,25 ml) deve conter 450
x 106 de espermatozodides (Baril et al., 1993). Nos caprinos, esta dose (0,5 ml) deve

conter 200 x 106 espermatozoides (Baril et al., 1993).

5.5. Diluidores

A dilui¢ao do sémen atua beneficamente sobre os espermatozoides (Aratjo ef al.,
2012), além de resultar em maior nimero de doses de um mesmo reprodutor,
permitindo um maior aproveitamento e dissemina¢do de sua genética (Mian et al.,
1990) e de favorecer a condigao sanitaria do sémen (Souza et al., 2006). Com a dilui¢ao
¢ possivel a obtencdo de volumes desejados e ideais de diluidor e numero de
espermatozodides, sendo realizada com base na concentragdo espermatica ou
adicionando quantidade especifica de diluente (Purdy, 2006).

Um bom diluente deve prover substincias que mantenham o ambiente adequado
para as células espermaticas (Purdy, 2006), podendo ser capaz de melhorar a motilidade
e o poder fecundante dos espermatozodides (Aratjo et al., 2012). Existem diversos
diluidores, para diferentes espécies de animais, com multiplos constituintes, desde os
mais elaborados aos mais simples (Salamon e Maxwell, 2000; Neto & Martins, 2013).

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., 2016¢) ou sintéticos (Valentim et al., 2016¢). 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 os espermatozoides e protegé-lo de possiveis infeccdes bacterianas ou
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fingicas, para além de os proteger do choque térmico provocado pelas baixas
temperaturas (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Aisen, 2004b e Valentim et al., 2016c;
Ledo, 2018). Este ultimo pode ser evitado através de uma diminuicdo regular da
temperatura (Baril et al., 1993).

Nos ovinos e caprinos, o reduzido volume do ejaculado (0,5-2,0 ml) e a alta
concentragdo espermatica (2-5 x 10’ espermatozoéides/ml), determina o uso de diluidores
para aumentar o volume total do ejaculado e assim obter mais doses seminais
(Gongalves et al., 2001). Os diluidores por sua vez devem fornecer substratos
necessarios ao metabolismo espermatico (fonte de energia e nutrientes), ter capacidade
tampao (regulacdo do pH) e osmolaridade adequadas (sais) e devem interagir com o
sémen proporcionando protecdo as diferentes estruturas do espermatozédide durante o
arrefecimento ou a congelacdo/descongelagdo (crioprotetores) e inibir o crescimento
bacteriano e fingico (antibidticos e antifungicos) (Araujo et al., 2016).

Para que as células espermaticas possam sobreviver, quando expostas a
temperaturas ndo fisioldgicas (muito baixas), a presenca de compostos crioprotetores no
diluidor ¢ essencial. Estes agentes podem ser classificados como ndo penetrantes e
penetrantes (Aratjo ef al., 2016).

O choque térmico traduz-se no aumento do niimero de espermatozdides mortos,
formas anormais, alteragdo da distribui¢do dos lipidos membranares e aumento do
calcio intracelular, com possivel fusdo de membranas (Aisen, 2004a). Ha que
afirmarque o choque térmico altera subita e irreversivelmente a membrana plasmatica
(Aisen, 2004a). No caso dos espermatozdides dos ovinos existe uma distribuicdo
desigual das proteinas do citoesqueleto associadas a membrana, sendo mais sensiveis a
refrigeracdo (Aisen, 2004a). Proteinas como a actina comprometem a estabilidade das
membranas ou a sua redistribui¢ao antes do processo de fecundagao (Aisen, 2004a).

As espécies cujos espermatozoides possuem membranas com uma relacdo 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
propor¢ao 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 relagdo entre acidos gordos insaturados/saturados e a propor¢ao de colesterol
da membrana plasmatica dos espermatozdides sdo algumas das caracteristicas
especificas que dificulta a refrigeragdo e a congelagao (Gordon, 1997 e Aisen, 2004b).

O sémen de caprino limita a utilizagdo exagerada de diluidores ricos em fosfolipidios,
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como aqueles a base de leite ou mesmo com altas propor¢des de gema de ovo. Tal facto
deve-se a presenca da fosfolipase A no plasma seminal desta espécie produzidos
principalmente na contra estagdo sexual, que hidrolisa fosfolipidios presentes nos
diluidores, formando substancias toxicas aos espermatozoéides (Neves er al., 2008;
Carvalho et al., 2017).

Até aos 5°C, hé autores que usam como crioprotector apenas a gema de ovo (Ferra
e Sereno, 2006 e Palacios, 2010; citados por Valentim et al., 2016¢; Ledo, 2018).
Alguns diluidores seminais comerciais nao usam glicerol — INRA96® [agua ultrapura,
caseinas (fraccdo purificada das proteinas micelares do leite), tampdes, sais, agucares,
antibioticos e antiflingicos — penicilina sodica, sulfato de gentamicina e anfotericina B)
(IMVTechnologies, L’Aigle, Franca), enquanto outros sim — diluidor Tris-frutose (3,63
g Tris, 0,50 g de frutose, 1,99 g acido citrico, 20 ml de gema de ovo, 7% de glicerol e
100 ml de 4gua bidestilada (Salamon e Maxwell 2000; citados por Turri et al., 2013),
Andromed® (dgua bidestilada, frutose, glicerol, acido citrico, tampdes, fosfolipidos,
antibidticos: espectinomicina ¢ lincomicina, tilosina e gentamicina) (Minitiib,
Tiefenbach, Alemanha) e Ovixcell® (agua ultrapura, sais, agucares, electrolitos,
glicerol, antibidticos, sem proteina animal) (IMV Technologies, L'Aigle, Franca). A
adi¢do do diluidor seminal ao ejaculado deve ser feita a temperatura a que este estiver
no momento da dilui¢do (Valentim et al., 2016b; Ledo, 2018).

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 pos-remogao
do frigorifico (Aisen, 2004b). Se o sémen for previamente colocado em palhinhas, estas
devem ser introduzidas num tubo de plastico e o conjunto ¢ 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, os espermatozoéides vao perdendo motilidade e integridade morfologica
e vao reduzindo a sua capacidade de sobrevivéncia no tracto genital feminino com a
consequente perda de fertilidade e aumento das perdas embrionarias (Gordon, 1997 e

Aisen, 2004b).
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6. SUPLEMENTACAO VITAMINICA
6.1. Consideracdes Sobre a Suplementac¢io Vitaminica

As vitaminas sdo compostos organicos indispensaveis para o bom funcionamento
do organismo, envolvidas em processos metabolicos e fisiologicos. Desempenham um
papel importante no crescimento e¢ na eficiéncia produtiva e reprodutiva dos animais
(El-Shahat & Monem, 2011). Dentre as vitaminas, estas podem ser divididas em relagdo
as suas formas de absor¢do e solubilizacdo: substancias que sdo soliveis em gordura
(lipossoluveis) - isto €, as vitaminas A, D, E e K - e aquelas que s@o soliveis em agua
(hidrossoluveis) — vitaminas do complexo B e C (Hart, 2008).

As vitaminas hidrossoliveis que englobam, as vitaminas do complexo B (B1, B2,
B6, B12), 4cido pantaténico (BS5), biotina (H) e acido ascérbico (C), sdo facilmente
sintetizadas pelas bactérias no raimen dos caprinos, que podem sintetizar quantidades
adequadas destas vitaminas, o que torna os problemas por deficiéncia muito raros e
apenas em situacdes extremas, com excecao da vitamina B12 que depende do
micromineral cobalto para ser sintetizada e se tornar funcional (Junior et al., 2011). As
vitaminas hidrossoluveis, sdo precursoras de coenzimas para as enzimas do
metabolismo  intermedidrio, principalmente no metabolismo energético e
hematopoiético (CHAMPE et al., 2006 citado por Junior et al., 2011).

No caso das vitaminas lipossoluveis (A, E, D e K) o fornecimento através de
suplementagdo se faz necessaria aos caprinos, pois o organismo ndo ¢ capaz de
sintetizar naturalmente ou pelo menos ndo em quantidades necessarias. Uma das
principais caracteristicas dessas vitaminas ¢ sua capacidade de armazenamento no
organismo ndo havendo necessidade de serem ingeridas diariamente (Junior et al.,
2011).

Todas as vitaminas sdo exigidas fisiologicamente pelos animais e desempenham
papel preponderante no metabolismo. A auséncia das vitaminas na dieta, ou absor¢ao e
utilizagdo impropria causam deficiéncias especificas, com impossibilidade para
sintetizar quantidades suficientes as necessidades fisiologicas. A diminui¢do sistematica
de determinada vitamina pode desencadear sintomatologia especifica de doenca
carencial, caracteristica do estado de avitaminose (auséncia de vitamina), estes casos
estdo relacionados principalmente as vitaminas lipossoluveis (Bouwstra et al., 2010;

Junior et al., 2011).
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Dentre as vitaminas lipossoltiiveis a vitamina A, ou retinol, é essencial para uma
variedade de processos fisioldgicos, incluindo a visdo, a fungdo imune, a reprodugdo e o
desenvolvimento embriondrio, incluindo o crescimento e a diferenciagao celular, e pode
ser sintetizada através de carotenoides, composto abundante nas células vegetais
(Stephensen, 2001; Blomhoff e Blomhoff, 2006; Hart, 2008; Mora et al., 2008; Eldaim
et al., 2015). A vitamina E por sua vez possui importante fun¢do antioxidante em
conjunto com o selénio e os requisitos para um podem ser parcialmente satisfeitos pelo
outro. Assim, a vitamina E ¢ importante em areas com niveis marginais ou deficientes
de selénio. Uma deficiéncia de vitamina E pode resultar em depressdo do sistema
imunoldgico e causar falha reprodutiva. As pastagens e o feno seco pelo sol apresentam
altos niveis de vitamina E e podem ser uma opg¢do de suplementagdo dietética de
vitamina E (Hart, 2008). A vitamina K ¢ essencial ao organismo e tem como principal
fun¢do, atuar na coagulacdo sanguinea. Contudo, esta pode ser produzida por bactérias
no trato proprio digestivo e absorvidas, com isso, as cabras ocasionalmente precisam ser
suplementadas com vitamina K. (Hart, 2008). A vitamina D ¢ sintetizada pela pele dos
animais desde que sejam expostos aos raios solares (ultravioleta) ou através da dieta
ingerida. H4 véarias formas ativas de vitamina D na natureza, as mais eficazes em
ruminantes sdo a D2 e D3. A D2 ¢ sintetizada nos vegetais, sobretudo quando cortados e
expostos ao sol. Ja a forma D3 ¢ sintetizada nos organismos dos préprios animais, desde
que recebam luz solar. A fungdo primordial desta vitamina ¢ aumentar a absor¢ao
intestinal, a mobilizacado, a retencdo e deposicao 6ssea do Ca e P (Junior et al., 2011).

E de fundamental importincia observar as necessidades vitaminicas minimas dos
animais, como forma de distinguir as necessidades fisiologicas e dietéticas (Bouwstra et
al., 2010; Janior et al., 2011; Oliveira et al. 2010, citado por Nascimento et al., 2015).
No entanto, ndo s6 a quantidade de vitamina deve ser considerada, mas também sua
funcdo bioldgica. Neste sentido ndo cabe o equivocado pressuposto de “quanto mais,
melhor”. Assim como todos os nutrientes, o equilibrio vitaminico ¢ de extrema
importancia, uma vez que as vitaminas diferenciam entre si quanto a sua estrutura
quimica, bem como a sua forma, funcdo e a¢do biologica (Bouwstra et al., 2010; Jinior

etal., 2011).

6.2. Vitaminas lipossoliveis e a Reproducio

Os caprinos sao muito sensiveis ao stress nutricional no periodo reprodutivo

devido as mobilizagdes e alteragdes fisiologicas nesta fase, levando a um desafio
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metabolico que requer a mobilizagdo de nutrientes (Osuagwuh e Akpokdje, 1986;
Osuagwuh, 1990). A gestacio e a formacdo fetal sdo processos fisioldgicos
acompanhados por muitas modificagdes bioquimicas (Karjnicakova et al., 2003;
Kashinakunti et al., 2010). Os tecidos maternos fornecem energia necessaria para o
processo reprodutivo o que pode afetar os valores de nutrientes na corrente sanguinea. O
estado nutricional juntamente com crescimento fetal durante a gestagdo também tem
efeito direto sobre os niveis de nutrientes circulantes (Swanson et al., 2004; Yokus et
al., 2006). De tal modo, um suprimento inadequado de nutrientes durante o periodo
reprodutivo e gestagdo pode resultar em falhas reprodutivas (Osuagwuh, 1992; Sibanda
etal., 1997).

As espécies reactivas de oxigénio (ROS) sdo radicais livres, como o radical
hidroxilo (-OH) e o anido superdxido (-O,) ou moléculas como peroxido de hidrogénio
(H,0O,) que se acumulam no organimo e acabam por prejudicar o bom funcionamento
celular. Os efeitos da peroxidagdo lipidica (LPO) esta ligado diretamente a acdo das
ROS sobre os fosfolipideos e acidos gordos, afetando as membranas dos tecidos
(Agarwal et al., 2005). A produgdo de ROS ¢ um evento fisioldgico normal e ha um
equilibrio delicado entre ROS e antioxidantes no corpo. Certos niveis de ROS podem
ter um papel regulador para multiplos processos reprodutivos tais como maturagdo de
odcitos, producdo de esterdides e fertilizagdo. No entanto, o stress oxidativo ocorre
quando o equilibrio ¢ interrompido em relagdo a uma superabundancia de ROS. Ja a
LPO ¢ uma das expressdes mais importantes de stress oxidativo induzidas por ROS, que
acarreta na oxidacdo de lipidios devido o acumulo de radicais livres. O dano oxidativo
tem sido implicado na causa de muitas doengas. Portanto, o desempenho de vitaminas,
principalmente as lipossoliveis e minerais como agentes antioxidantes jogam um papel
importante na fisiopatologia da infertilidade e da fertilidade assistida (Agarwal e
Allamaneni, 2004).

Vitaminas ¢ minerais desempenham um papel vital no crescimento ¢ na satde
reprodutiva dos animais. A vitamina E, ¢ conhecida como o antioxidante que rompe a
corrente, ¢ um dos principais componentes do sistema antioxidante e ¢ particularmente
importante na protecao de células contra o dano oxidativo por acimulo de ROS (Chow,
1991). Além disso, a vitamina E também ¢ importante para a qualidade dos odcitos e a
maturacdo (Sonmes et al., 2009). A vitamina E ¢ considerada a principal constituinte
antioxidante do sémen e que protegem contra os efeitos da (ROS) e (LPO) (Youself et

al., 2003). No sémen de carneiros, adicdo de antioxidantes como a vitamina C e E para a
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preservagdo do sémen melhora a longevidade média e a qualidade dos espermatozoides
submetidos ao arrefecimento (Azawai e Hussein, 2013).

A vitamina D tem sido associada a fertilidade e reproducdo em varios estagios da
fun¢do reprodutiva masculina e feminina. Estudos demonstraram ligacao especifica da
forma ativa de vitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 (OH) 2D3), em vdrios
tecidos reprodutivos incluindo o utero (Walters ef al., 1983) e testiculos (Walters et al.,
1983; Merk et al., 1983), com expressdo de receptor uterino, sendo estimulado por
estrogénios (Walters, 1981). O papel preciso de 1,25 (OH) 2D3 sintetizado localmente
no tecido reprodutivo, ainda ndo foi totalmente definido, mas pode envolver efeitos
sobre desenvolvimento das modifica¢des tUterinas ¢ sobre os foliculos. Em outros
modelos de desregulagdes funcionais, em deficiéncia de vitamina D, tais como estudo
em ratos fémeas com deficiéncia de vitamina D, observou-se que fertilidade ¢ reduzida
em 75% e os tamanhos dos foliculos foram diminuidos em 30% (Halloran e DeLuca,
1980). A vitamina D ¢ considerada a mais toxica das vitaminas, pois como todas as
vitaminas lipossoliveis, essas podem ser armazenadas no corpo sendo lentamente
metabolizada. Doses elevadas desta vitamina podem causar perda de apetite, sede e
prostracdo. Um aumento da absor¢cdo de célcio e reabsorcdo Ossea resulta em
hipercalcemia, que pode levar & deposicao de célcio em vérios 6rgdos dos animais, nos
rins e artérias (Stanton, 1998; Roche, 2000 citados por Junior ef al., 2011).

A vitamina A, ou retinol, ¢ essencial para uma variedade de processos
fisioldgicos, incluindo a visdo, a fungdo imune, a reproducdo e o desenvolvimento
embriondrio, incluindo o crescimento e a diferenciacdo celular (Stephensen, 2001;
Blomhoff e Blomhoff, 2006; Mora et al., 2008). A vitamina A estd envolvida durante
diferenciagdo de espermatogonia e regulagdo de adesdo espermatica (Cheah & Yang,
2011). Uma avancada deficiéncia de vitamina A causa degeneracdo dos tubulos
seminiferos e atrofia testicular. Vitamina A em conjunto com a deficiéncia de iodo
prejudica a libido do carneiro (Eldaim et al., 2015). Quando deficiente a vitamina A
implica em problemas reprodutivos, tais como fracos sinais de cio, atraso na ovulagao,
baixa taxa de fecundacdo e elevado niimero de abortos e reabsor¢ao embrionaria,
aumento da sensibilidade as infeccOes das mucosas, atrofia dos ovarios ¢ baixa taxa de
ovulacdo, além de problemas de ciclo estral e retencdo de placenta (NRC, 1996 citado
por Junior et al., 2011).

Sobre os beneficios trazidos pela suplementagdao vitaminica em pequenos

ruminantes, Bouwstra et al. (2010) destacam alguns aspectos da utiliza¢do de vitaminas
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sem avaliacdo prévia dos animais e suas reais necessidades, devido a utilizacdo
indiscriminada de suplementacdo vitaminica, sob o conceito de que a mesma nao afeta
diretamente o estado fisiologico e desempenho dos animais de forma negativa, sem
considerar o real status nutricional e vitaminico dos animais. Por se tratar de elementos
com diferentes estruturas quimicas, as vitaminas em situagdes e condigdes diversas
podem agir de formas inesperadas (Junior et al., 2011; Oliveira et al. 2010, citado por
Nascimento et al., 2015).

A busca de um conhecimento mais aprofundado de seu modo de agdo e
necessidades de aplicagcdo de vitaminas s3o extremamentes importantes, € a
suplementagdo feita de forma consciente, pode trazer a reducdo de custos na produgdo e

ainda evitar efeitos negativos sobre o desempenho do animal.
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III. TRABALHO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto
Politécnico de Bragancga, juntamente ao Laboratorio de Reprodugao, sob orientacdo do
Professor Doutor Ramiro Corujeira Valentim.

O periodo do trabalho experimental decorreu dentre os meses de Abril de 2017 a

Julho de 2017.

1. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na cidade de Braganca, nas Quintas de Santa Apolonia
(latitude 41° 49’ N, longitude 6° 40> W e altitude 720 metros) e do Pinheiro Manso
(Latitude 41° 48 33’’N, Longitude 6° 44’ 3°’W e Altitude 670 metros), pertencente a
ESA-IPB, entre 15 de Abril € 22 de Junho 2017.

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 balanga com jaula
(sensibilidade minima de 100 g) e a determinagdo da condicdo corporal (CC) das cabras

adultas de acordo com a tabela de classificagcdo de Villaquiran et al. (2004).
1.1. Animais

Neste trabalho foram utilizadas cabras das racas Serrana (Figura 5), ecotipo
Transmontano (multiparas: 55), e Preta de Montesinho (Figura 6), (nuliparas: 4 e
multiparas: 6) pertencentes ao rebanho pedagdgico-experimental da ESA-IPB. As
cabras Serranas tinham 2-9 anos e as Pretas de Montesinho 1-4 anos de idade. A ultima
paricdo das cabras primiparas e multiparas tinha ocorrido cerca de 6 meses antes
(Outubro).

Os bodes da raga Serrana (n =2) tinham 3 e 5 anos ¢ o (n = 1) da raca Preta de

Montesinho 4 anos de idade.
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ANCRAS.

1.2. Actividade ovarica

A actividade ovarica das cabras foi avaliada através da determinagdo dos niveis
plasmaticos de progesterona (P,). A recolha das amostras de sangue (Figuras 7 e 8) foi
feita com o auxilio de tubos de ensaio vacuonizados e heparinizados, através da punc¢do
da veia jugular. Apds centrifugacdo do sangue, a 3.000 r.p.m., durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, procedeu-se a separacdo do sobrenadante — plasma sanguineo. O
teste de radioimunoensaio (RIA) foi realizado com recurso a um leitor de cintilagdes
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,

respectivamente, de 6,5 e 13,1%.
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FIGURA 8 — Colheita de sangue das Cabras Pretas de Montesinho.
1.2.1. PRE-TRATAMENTOS

Nas primeiras duas semanas de ensaio (15 e 26 de Abril), com o objectivo de
determinar o estado fisiologico inicial das cabras, pela manhd, com 3-4 dias de
intervalo, procedeu-se a recolha de amostras de sangue por punc¢do da veia jugular para
posterior determinacao dos niveis plasmaticos de P,.

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 (Thimonier

etal., 2000 e Ledo, 2017).

1.2.2. POS-TRATAMENTOS
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Com o intuito de identificar a formagdo do primeiro corpo liteo (CL) pds-
tratamentos progestagénicos curto (FGA ou MAP) + eCG ou hCG, nos cinco dias
seguintes a administragdo de eCG ou hCG, procedeu-se a recolha de amostras de sangue
periférico, para posterior determinacao dos niveis plasmaticos de P,.

Considerou-se que o primeiro CL se havia formado quando os niveis plasmaticos
de P, ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng/ml (Thimonier et al., 2000; Ledo,

2017).

1.3. Tratamentos Aplicados

No dia 11 de Abril, os bodes Serranas e os Pretos de Montesinho receberam uma
dose (2 ml/10 kg peso vivo) de um suplemento injectavel de selénio+vitamina E
(Selevit Complex®, Syva, Espanha). No dia 18 de Abril, as cabras de ambas as racas
foram divididas em dois grupos: metade formou o grupo Controlo e a outra metade
recebeu uma primeira dose (4 ml/cabra) de um complexo vitaminico (Duphafral Multi®,
Zoetis, Espanha) — grupo Suplementado, que voltaram a receber uma segunda dose
(4ml/cabra) no momento da inseminagao artificial.

No dia 2 de Maio, as cabras Serranas dos grupos Controlo e Suplementado foram
divididas em dois subgrupos: metade recebeu uma esponja vaginal impregnada com 20
mg de FGA (Acetato de Fluorogestona; Chrono-Gest®, Intervet, Portugal) e a outra
metade uma esponja vaginal com 60 mg de MAP (Acetato de Medroxiprogesterona;
Sincro-Gest®, Laboratorios Ovejero, Espanha) (Quadro I). As cabras Pretas de
Montesinho foram tratadas com esponjas vaginais impregnadas com 20 mg de FGA
(Quadro II). Simultaneamente, todas as cabras (Serranas e Pretas de Montesinho) foram
injectadas intramuscularmente (i.m.) com 100 pg de cloprostenol (Estrumate®, MSD
Animal Health, Portugal) — andlogo sintético de Prostaglandina F,, (PGF,,).

O tratamento progestagénico teve a duracdo de 6 dias. Quando da remogao das
esponjas vaginais (8 de Maio). As cabras Serranas do grupo Controlo e Suplementado,
foram divididas em subgrupos de acordo com a gonadotropina utilizada: o sub-grupo
FGA+eCG e as cabras Pretas de Montesinho foram injectadas i.m. com 300 UI de
eCG/cabra (Intergonan®, Intervet, Portugal), enquanto as cabras Serranas do Grupo
Suplementado e Controlo, do sub-grupo MAP+hCG foram tratadas i.m. com 300 UI de
hCG/cabra (Chorulon®, MSD, Portugal).
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QUADRO I - Divisdo das cabras Serranas segundo os tratamentos aplicados.

Cabras Serranas (n = 55)

Controlo Suplemento Vitaminico
(n=25) (n=30)
PGF,, + FGA PGF,, + MAP PGF,, + FGA PGF,, + MAP
(n=11) (n=14) (n=15) (n=15)
300 UI eCG 300 UI hCG 300 UI eCG 300 UI hCG
(n=11) (n=14) (n=15) (n=15)
Fresc | Refrigerad | Fresc | Refrigerado | Fresco Refrigerado | Fresc | Refrigerad
0 0 0 0 o
(n=7) (n=28) (n=7)
(n=06) (n=15) (n=7) (n=218) (n=7)

QUADRO II - Divisao das cabras Pretas de Montesinho segundo os tratamentos

aplicados

Cabras Pretas de Montesinho (n = 10)

Controlo

(n=3)

Suplemento vitaminico

(n=3)

PGF,, + FGA

(n=10)

300 UI de eCG

(n=10)

Sémen refrigerado

(n = 10)
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1.4. Recolha de Sémen e Analises Seminais
O sémen foi recolhido por electroejaculagao (Figura 9) (Electrojac™ Ideal,

Minesota, EUA) (Figura 10). Os bodes Serranos (n=2) e os Preto de Montesinho
(n=1) ndo ejaculavam ha 3 dias. Feitas as colheitas dos ejaculados, os tubos colectores
foram tapados e transportados para laboratorio, onde foram mantidos a 37°C, num
banho-maria (Neslab® RTE 221, Newington, EUA). No mesmo equipamento foi

conservado o diluidor seminal.

FIGURA 9 — IMAGEM ILUSTRATIVA: Equipamentos que compdem o eletroejaculador. Maleta
transportadora (a). Gel Lubrificante (b). Luvas (c). Caixa de energia do Eletroejaculador (d). Eletrodo (e).
Saco coletor (f). Tubo graduado de coleta (g).

FIGURA 10 - Preparacdo e limpeza do bode (a). Momento da eletroejaculacao e colheita (b).

O volume foi medido através da graduacdo dos tubos colectores e a motilidade e a
concentragdo espermatica foram estimadas com o auxilio de um sistema CASA da
Minitube (Androvision®, Minitiib, Tiefenbach, Alemanha), constituido por um
microscopio de contraste de fase Carl Zeiss Axio Lab A1 (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
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laminas ndo reutilizdveis com 4 camaras Leja 20 (Leja Products, B.V., Nieuw-
Vennep, Holanda). O software foi programado para gravar 7 campos
(motilidade) e 30 campos (concentragdo espermatica) sob contraste de fase
negativo e uma ampliagdo 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 > 0,8 ml, uma motilidade > 75% e

uma concentragao espermatica > 3,0 x 10° espermatozoides/ml.

1.5. Doses Seminais

Depois de realizadas as analises seminais, cada ejaculado foi inicialmente diluido
(1:1) (Baril ef al., 1993) com um diluidor comercial INRA 96* (IMV Technologies,
L’Aigle, Franca). Posteriormente, o volume foi acertado com os valores indicados pelo
programa Androvision® (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha). Em seguida, a temperatura
dos ejaculados em banho maria foi reduzida durante 120 minutos, de 37°C para 15°C
(Neslab® RTE 221, Newington, EUA). Os ejaculados a serem utilizados em fresco
também foram diluidos a 37°C. Depois de 10 minutos de repouso (37°C ou 15°C), o
sémen diluido (respectivamente, fresco ou refrigerado) foi aspirado para palhinhas
francesas de 0,25 ml e seladas com pd de alcool polivinilico. Cada palhinha de sémen
continha, pelo menos, 80 x 10° espermatozodides.

As palhinhas com sémen refrigerado foram transportadas numa arca refrigeradora
da Minitiib® (Tiefenbach, Alemanha), a 15°C. Por seu turno, as palhinhas com sémen
fresco foram transportadas num banho-maria da IMV®, a 37°C. Entre o fim dos
processos de preparacao das doses seminais € o comego da IA passou-se menos de 30

minutos. Comegou-se a inseminagao pelas doses de sémen fresco.

1.6. Inseminacio Artificial a Tempo Fixo

As cabras foram inseminadas (Figura 11), independentemente de terem
manifestado cio, cerca de 43 + 1 hora pos-administracao da eCG ou hCG. A deposicao
do sémen foi feita sempre o mais profundamente possivel no canal cervical, com o

auxilio de forceps vaginais, luzes LED e pistoletes Quicklock® (Minitiib, Alemanha).
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FIGURA 11 — Inseminagéo cervical artificial das cabras Serranas(a). Inser¢do do pistolete no momento da
inseminagdo cervical (b).

As varaveis registradas foram, o tipo de Os externo (Figura 12), a cor (Rosa vs.
Rosa Escuro vs. Rosa Hemorragico) e o grau de lubrificacdo (Reduzida vs. Boa vs.
Abundante) vaginal, a viscosidade do muco cervical (Liquida vs. Viscosa), o local de
deposicao do sémen (Vagina vs. 1? prega vs. 2° prega), se houve refluxo (Sem vs. Com)

e o inseminador (A vs. B).

FIGURA 12 — Classificag@o da aparéncia da entrada de Os cervical externo em cabras Angora (Dayan et
al., 2010). Legenda: A — Estrela, B — Bico de Pato, C — Crescente, D — Espiral, E — Agregado e F —

Proeminente. a. cavidade vaginal, b. saco vaginal e c. protursdo vaginal.

1.7. Diagnéstico de Gestaciao

Quarenta e um dias (22/6/2017) apds a IA procedeu-se ao diagndstico de gestacao
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por ultra-sonografia em tempo real (Suguna et al., 2008) (Figura 13), com o auxilio de

um ecografo Mindray Z5Vet e de uma sonda rectal multifrequéncia (5,0-10,0 MHz).

FIGURA 13 - Diagnostico de Gestagdo 41 dias apds a Inseminagdo Artificial.
1.8. Analise Estatistica

No sentido de identificar diferencas estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efectuaram-se andlises de varidncia (Steel e Torrie, 1980). A comparacdo
entre médias realizou-se segundo o teste de Bonferroni/Dunn (Dunn, 1961). Com o
intuito de se compararem frequéncias utilizou-se o teste do y* (Snedecor e Cochran,

1980).
2. RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio deste estudo, a idade média das cabras Serranas era de 4,3 + 2,2 anos
(c.v.=51,1%) e a das cabras Pretas de Montesinho era de 2,7 + 1,4 anos (c.v. = 52,5%).
As diferengas de idade registadas entre ragas e grupos Controlo e Suplementado

revelaram-se estatisticamente significativas (P<0,05) (Quadro II).

QUADRO II — Idade, peso corporal e condi¢ao corporal (CC) das cabras em fung¢do

da raca (Serrana vs. Preta de Montesinho) e do grupo (Controlo vs. Suplementado)

Raca Grupo Idade Peso CC
(anos) (kg) (pontos)
Controlo 42£23 44,9 +63 3.1 +0,5
Serrana
Suplementado 4,57+ 2,1 44,1 £ 6,2 3,0 £0,6
Preta de Controlo 1,8 +1,3 35,2+ 10,1 2,9+ 0,3
Montesinh Suplementado 3,6+ 0,9 43,4+ 7.0 3,22+ 0,3
0
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a=a, para P>0,05, a#b, para P<0,05 (entre linhas, mesma racga).
x=X, para P>0,05, x£y, para P<0,05 (entre linhas, mesmo grupo).

As cabras Serranas pesavam, em média, 44,5 + 6,2 kg (c.v. = 14,0%) ¢ as Pretas
de Montesinho 39,3 £ 9,3 kg (c.v. =23,6%). Por seu turno, as cabras Serranas tinham
uma CC média de 3,1 £0,6 (c.v.=20,0%) e as Pretas de Montesinho de 3,2 +0,3
(c.v.=10,0%). As diferencas de peso corporal observadas entre racas foram
estatisticamente significativas (P<0,05) e as encontradas entre grupos estatisticamente
ndo significativas (P>0,05). As diferengas de CC entre racas e grupos revelaram-se
estatisticamente nao significativas (P>0,05). Todas as cabras apresentavam uma CC
adequada a actividade reprodutiva — 2,5-3,5 (O’Brein, 2002, Scaramuzzi ¢ Martin, 2008
e Karikari e Blasu, 2009).

2.1. Estado Fisioldgico Pré-Tratamento Progestagénico

Segundo Steyn (2003), o estado fisioldgico das fémeas deve ser sempre verificado
antes de se dar inicio ao processo de controlo da actividade reprodutiva e de aplicagao
da técnica de IA. Nas duas semanas anteriores a aplicagdo do tratamento progestagénico
“curto” + eCG ou hCG, 63,6% das cabras Serranas e 100,0% das cabras Pretas de
Montesinho apresentaram em, pelo menos uma das recolhas de sangue, niveis
plasmaticos de progesterona superiores a 0,5 ng/ml. A diferenca entre racas foi
estatisticamente significativa (x> = 43,9, para P<0,001).

Esta diferenga é racial ou resulta do facto das cabras Serranas terem estado
alojadas na Quinta do Pinheiro Manso e as Pretas de Montesinho na Quinta de Santa
Apolonia e consequentemente terem estado sujeitas a diferentes condi¢des ambientais
(quando em pastoreio). A Quinta do Pinheiro Manso encontra-se numa zona mais
ventosa. O vento pode ter condicionado as disponibilidades naturais de alimentos e/ou
ter alterado a percep¢do da temperatura do ar por parte das cabras e o funcionamento
dos seus mecanismos de termorregulacdo. Condigdes adversas que autores como Karsch
et al. (1984) e Valentim et al., (2006b), também observaram que afetaram diretamente a

expressao reprodutiva de pequenos ruminantes.

2.2. Resposta Ovarica ao Tratamento Progestagénico Curto+eCG ou hCG

Cerca de 98,2% das cabras Serranas responderam aos tratamentos progestagénicos
curtos + gonadotropinas coridnicas aplicados. Por seu turno, todas as cabras Pretas de
Montesinho apresentaram uma resposta ovarica completa (100,0%). A diferenca entre

racas foi estatisticamente nao significativa (y>= 2,0, para P>0,05). Estes valores sao
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iguais ou superiores, respectivamente, aos indicados por Ledo (2017) — 94,2% — e por
Bonilla (2001) — 50-90%. Nas cabras Serranas, nem a suplementagdo vitaminica
(Controlo:  96,7% vs. Suplementado: 100,0%), nem o tratamento hormonal
(FGA +eCG: 100,0% vs. MAP +hCG: 96,6%) influenciaram significativamente a
percentagem de cabras que ovularam (y*= 3,0, para P>0,05). Nas cabras Pretas de
Montesinho, a suplementacdo vitaminica também ndo alterou a percentagem de cabras
que ovularam (Controlo: 100,0% vs. Suplementado: 100,0%) (P>0,05).

Nas cabras Serranas, a primeira elevacdo dos niveis plasmaticos de progesterona
(PENPP,) surgiu, em média, 72,0 £ 6,6 horas (c.v.=9,2%) e nas cabras Pretas de
Montesinho 76,8 = 15,2 horas (c.v.=19,8%) pos-tratamento progestagénico
curto + gonadotropina coridénica (P>0,05). Os valores relativos as cabras Serranas e
Pretas de Montesinho sdo semelhantes ao obtido por Ledao (2017) que trabalhou com
cabras Serranas — 76,0 £ 17,4 horas (c.v.=22,9%). A suplementacdo vitaminica ndo
teve qualquer efeito estatisticamente significativo sobre este parametro (P>0,05). Por
outro lado, nas cabras Serranas, nenhum dos tratamentos hormonais influenciou
significativamente a PENPP, (FGA + eCG: 72,9 £8,3 horas vs. MAP + hCG: 71,1 4,5
horas) (P>0,05). Ao que tudo indica, as cabras Serranas e Pretas de Montesinho, para
além de apresentarem um bom peso e uma boa CC, também nao apresentavam caréncia
em vitaminascapazes de influenciar negativamente a sua resposta ovarica.

O momento da inseminagdo artificial pos-tratamento de sincronizacao de cios ¢
muito importante (Kukovics et al., 2011). Nos protocolos franceses, as inseminagdes
cervicais sdo feitas 43 horas (Alpina) ou 45 horas (Saanen) ap6s a remog¢ao das esponjas
vaginais (Corteel e Leboeuf, 1990; citados por Leboeuf et al., 2000). Lopez-Sebastian et
al. (2007) propdem que as cabras sejam inseminadas 43, 46 ou 50 horas pds-retirada das
esponjas vaginais. Abecia ef al. (2016) sugerem o intervalo de 46 + 1 hora. Baril et al.
(1993) e Cseh et al. (2012) recomendam que esta seja feita 45 +1 hora ap6s o fim do
tratamento hormonal. Nas cabras Serranas, os técnicos da ANCRAS (Associacao
Nacional de Caprinicultores da raga Serrana) inseminam 43 + 1 hora pds-tratamento

hormonal (Pereira, informacao pessoal, 2016). O mesmo fez Ledo (2017).

2.3. Resposta a Inseminacio Artificial

Sao mualtiplos os factores que podem afectar a taxa de fertilidade nos pequenos
ruminantes inseminados artificialmente: genética, individuo, alimentagdo, meio

ambiente, sistema de exploracdo, método de controlo da actividade reprodutiva,
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métodos de recolha e de conservagdo do sémen, tipo de inseminagao, local de deposi¢ao
do sémen e inseminador (Campbell et al., 1996, Gordon, 1997, Anel et al., 2005, 2006,
Dominguez et al., 2008, Morrell, 2011, Cseh et al., 2012, Santolaria et al., 2014,
Palacios e Abecia, 2015, Valentim ef al., 2016, Yotov et al., 2016, Dendena, 2017 ¢
Vichas et al., 2017).

2.3.1.RACA

De acordo com a bibliografia, em caprinos, a taxa de fertilidade pos-IA cervical
ronda os 50-65% (Baril et al., 1993, Ax et al., 2004 ¢ Valentim et al., 2009). No
presente trabalho, quarenta e um dias apds a IA, 69,1% (n = 38) das cabras Serranas e
60% (n = 6) das cabras Pretas de Montesinho estavam gestantes (3> = 1,8, para P>0,05).
Esta diferenga racial ¢ ainda menor quando se comparam os resultados verificados nas
cabras Serranas e Pretas de Montesinho sujeitas ao mesmo tratamento FGA +eCG e a
IA com sémen refrigerado (Serranas: 66,7% vs. Pretas de Montesinho: 60,0%) (y*>= 1,1,
para P>0,05). No trabalho realizado por Ledo (2017), com cabras Serranas, esta autora
encontrou uma taxa de fertilidade estatisticamente igual — 74,6% (y* = 1,6, para P>0,05)
— a observada no presente trabalho. Relativamente as cabras da raca Preta de
Montesinho ndo existe nenhum outro trabalho como o qual se possa comparar os

resultados alcancados.

2.3.2.IDADE, PESO E CONDICAO CORPORAL

Em ambas as ragas, a idade, o peso corporal ¢ a CC nao influenciaram de modo

estatisticamente significativamente a taxa de fertilidade (P>0,05).

2.3.3. NUMERO DE PARTOS

E geralmente aceite que as fémeas nuliparas sio menos férteis do que as
multiparas (Gordon, 1997). As primeiras tendem a apresentar ciclos éstricos mais curtos
e ovulam mais cedo do que as segundas (Steyn, 2003). Para Gordon (1997), a
subfertilidade das fémeas nuliparas resulta, fundamentalmente, de um aumento da taxa
de mortalidade embriondria. No grupo de cabras Serranas ndo havia fémeas nuliparas.
Nas cabras Pretas de Montesinho, a taxa de fertilidade das fémeas nuliparas (66,7%) foi
estatisticamente igual a das fémeas multiparas (57,1%) (3> = 2,1, para P>0,05). Entre as
cabras Serranas, a taxa de fertilidade ndo variou significativamente entre fémeas

primiparas (73,3%) e as fémeas multiparas (67,5%) (x> = 0,6, para P>0,05).
2.3.4. SUPLEMENTACAO VITAMINICA
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Nos animais de interesse zootécnico, o desempenho reprodutivo depende do
estado nutricional (Osuagwuh e Akpokdje, 1986, Osuagwuh e Aire, 1990, Smith e
Akinbamijo, 2000 e Balikci et al., 2007). A caréncia em micronutrientes € preocupante,
pois eles estdo envolvidos em fungdes essenciais como a desintoxicagao intracelular
relativa a radicais livres (Smith e Akinbamijo, 2000) — vitamina A (Hashem et al.,
2016), vitamina D (Yao et al., 2017) e vitamina E (McDowell et al., 1996 e Smith e
Akinbamijo, 2000) —, a secrecao de hormonas esterdides (Smith e Akinbamijo, 2000) —
vitamina A (Hashem et al., 2016), vitamina C (Hashem et al., 2016) e vitamina D (Liu e
Hewison, 2012, Shahrokhi et al., 2016 e Yao et al., 2017) — e de AMH (Hormona Anti-
Miilleriana) (Lorenzen et al., 2017 e Yao et al., 2017), o metabolismo da agua (Hashem
et al., 2016), de acidos gordos (Duplessis et al., 2014), de hidratos de carbono, de
proteinas e de acidos nucleicos (Smith e Akinbamijo, 2000), a fun¢do ovarica —
vitamina A (Eldaim et al., 2015 e Hashem ef al., 2016) e vitamina D (Barrett et al.,
2010, Lorenzen et al., 2017 ¢ Yao et al., 2017) —, a taxa de fertilidade — vitamina A
(Eldaim et al., 2015), vitamina B (Duplessis et al., 2014), vitamina C (Hashem et al.,
2016) e vitamina D (Liu e Hewison, 2012, Shahrokhi ef al., 2016 e Lorenzen et al.,
2017) — e o crescimento e a viabilidade embrionéria (Smith e Akinbamijo, 2000) —
vitamina A (Eldaim et al., 2015), vitamina B (Duplessis et al., 2014) e vitamina D
(Shahrokhi et al., 2016). A informagdo relativa ao modo de ac¢do e a fungdo das
vitaminas continua a ser contraditéria (Smith e Akinbamijo, 2000, Shahrokhi et al.,
2016 e Fabris et al., 2017). No presente trabalho, a, a administragdo prévia do
suplemento vitaminico condicionou negativamente a taxa de fertilidade nas cabras
Serranas (Controlo: 76,0,% vs. Suplementado: 63,3%) (3> = 4,0, para P<0,05), mas nao
nas cabras Pretas de Montesinho (Controlo: 60,0% vs. Suplementado: 60,0%) (P>0,05).
A origem da diferenca observada entre as cabras Serranas e Pretas de Montesinho nao
se pode descartar o facto desta possivel diferenca racial resultar apenas do reduzido
tamanho da amostra das cabras Pretas de Montesinho. Estes efeitos deverdo ser
avaliados em futuros trabalhos.

Desconhece-se o motivo para o resultado encontrado entre as cabras Serranas,
podendo se tratar de uma possivel relagdo complexa entre as vitaminas e as condi¢des
fisiologicas, nutricionais ou ambientais, que o0s animais apresentavam e estavam
expostos, porém, relagdo essa que ndo foi possivel identificar, uma vez que, ndo foram

realizadas analises mais aprofundadas sobre estes factores e seus possiveis efeitos.
2.3.5. TRATAMENTOS HORMONAIS
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Neste trabalho, as cabras Serranas foram submetidas a dois tratamentos de
sincronizagdo da actividade ovarica — FGA +eCG vs. MAP + hCG. Os efeitos destes
tratamentos sobre a taxa de fertilidade foram estatisticamente ndo significativos

(FGA + eCG: 65,4% vs. MAP + hCG: 72,4%) (> = 1,1, para P>0,05).

2.3.6. BODE

Para inseminar as cabras Serranas foram usados ejaculados de dois bodes dadores
de sémen. A taxa de fertilidade diferiu entre machos (A: 77,8% vs. B: 60,7%) (x*> = 6,8,
para P<0,01). J4 as cabras Pretas de Montesinho foram todas inseminadas com o sémen

do mesmo bode, devido seu reduzido nimero de amostragem.

2.3.7. TECNICA DE PRESERVACAO DO SEMEN

Na IA das cabras Serranas foi utilizado sémen fresco ou refrigerado. A taxa de
fertilidade ndo variou significativamente em fun¢do do tipo de preservagdo do sémen
utilizado (Fresco: 69,0% vs. Refrigerado: 69,2%) (x*= 0,0, para P>0,05). As cabras

Pretas de Montesinho foram todas inseminadas com sémen refrigerado.

2.3.8.0S EXTERNO

Os externo de todas as cabras inseminadas artificialmente foi classificado de
acordo com a Tabela de Dayan et al. (2010). Nas cabras Serranas foram identificados os
6 tipos de Os externo. O mais frequente foi o Bico de Pato (27,3%), o segundo o Espiral
(25,5%), os terceiros o Crescente e o Agregado (16,4%), o quarto o Proeminente e o
quinto o Estrela (5,5%) (x> = 26,4, para P<0,001). Nas cabras Pretas de Montesinho
também foram encontrados os 6 tipos de Os externo. O mais comum foi o Crescente
(40%), depois o Agregado (20%) e finalmente os demais tipos (10%/cada) (y*>= 52,8,
para P<0,001). A diferenca entre ragas foi estatisticamente significativa (y*> = 26,7, para
P<0,001). Contudo, ela ndo pode ndo resultar apenas de diferencas raciais, mas também
de diferengas de idade e do numero de partos anteriores (Gordon, 1997 e Steyn, 2003).
Estes parametros condicionam o tamanho e a forma do canal cervical (Candappa e
Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011).

Nas cabras Serranas, as melhores taxas de fertilidade obtiveram-se pds-
ultrapassagem de Os externo dos tipos Espiral (78,6%), Crescente (77,8%), Bico de
Pato (66,7%) e Agregado (66,7%). Valor intermédio foi observado no tipo Proeminente
(60,0%). O pior resultado de fertilidade foi registado com o tipo Estrela (33,3%). Nas

cabras Pretas de Montesinho, o tamanho da amostra e a dispersdao dos tipos de Os
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externo ndo permitiu estabelecer qualquer relacdo estatisticamente significativa entre

estes ultimos e a taxa de fertilidade.

2.3.9.COR DA MUCOSA VAGINAL

Nas cabras Serranas, a cor da mucosa vaginal foi maioritariamente classificada
como Rosa (98,2%). Apenas uma das cabras apresentou uma cor Rosa Hemorrdgica
(1,8%). Nas cabras Pretas de Montesinho, a cor da mucosa vaginal foi sempre
classificada como Rosa. Este ¢ um parametro sempre dificil de avaliar, pela sua
“subjectividade” e porque a cor da mucosa vaginal pode ter outras origens que nao o cio
— genética e/ou estado de saude (Ledo, 2017).

Nas cabras Serranas, a taxa de fertilidade foi afectada pela cor da mucosa vaginal
(Rosa: 68,5% vs. Rosa Hemorragico: 100,0%) (x*> = 38,1, para P<0,001) (Quadro III).
Porém, este resultado tem de ser visto com muito cuidado, pois apenas uma cabra
apresentou a mucosa vaginal de cor Rosa Hemorragico (e ficou gestante). Os resultados
encontrados por Ledo (2017) também ndo sdo muito elucidativos pois apenas 2 cabras
apresentaram uma mucosa vaginal de cor Rosa e outras 2 de cor Rosa Hemorragico.
Todas elas ficaram gestantes. Contudo, esta autora encontrou maioritariamente cabras
com uma mucosa vaginal de cor Rosa Escuro (73,0%). Nas cabras Pretas de
Montesinho, o tamanho da amostra e a cor Rosa da mucosa vaginal presente em todas
as fémeas que ficaram gestantes ndo permitiu estabelecer uma relagdo clara entre a cor

da vagina e a taxa de fertilidade.

QUADRO III — Cor da mucosa vaginal quando da inseminacgdo artificial e sua

relagdo com a taxa de fertilidade nas ragas Serrana ¢ Preta de Montesinho

Raca Cor da Mucosa Taxa de
Vaginal Fertilidade
Serrana Rosa 68,5%" (37/54)
Rosa Escuro 0,0%" (0/0)
Rosa Hemorragico 100,0%: (1/1)
Preta de Rosa 60,0% (6/10)
Montesinho
Rosa Escuro 0,0% (0/0)
Rosa Hemorragico 0,0% (0/0)

a#b e a#c, para P<0,001 (entre linhas).
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2.3.10. LUBRIFICACAO VAGINAL

Na IA cervical, o sémen ¢ depositado na por¢do anterior do canal cervical e o
transporte do sémen ¢ afectado pela quantidade e qualidade do muco cervical
(Santolaria et al., 2014). Quando as fémeas tém um fluxo abundante ou muito reduzido
a fertilidade diminui, pelo que ¢ conveniente eliminar o excesso de muco, sempre que
este exista (Palacios, 2010, Dendena, 2017 e Ledo, 2017). Nas cabras Serranas, a
lubrificacdo foi maioritariamente boa (94,5%). Apenas uma cabra (1,8%) apresentou
lubrificagdo reduzida ¢ duas (3,6%) lubrificagdo abundante. A lubrificacdo abundante
pode promover uma maior diluicdo da dose seminal nas secre¢des do tracto genital
feminino, reduzindo rapidamente os efeitos protectores do plasma seminal (Morrell,
2011 e Santolaria et al, 2011) e eventualmente um aumento do refluxo vulvar
(Dendena, 2017). Esta maior lubrificagdo pode estar associada ao Proestro ou aos
momentos iniciais do Estro (Fonseca et al., 2010). Nas cabras Pretas de Montesinho,
todas as fémeas apresentaram uma boa lubrificacao (100,0%). A diferenca entre racas
foi estatisticamente significativa (y*> = 6,2, para P<0,05).

Nas cabras Serranas, a lubrificacdo vaginal condicionou a taxa de fertilidade
(Quadro 1V). Contudo, os resultados tém de ser vistos com cuidado dado o tamanho
(numero de cabras) de algumas classes. Nas cabras Pretas de Montesinho, todas elas

apresentaram uma boa lubrificagdo vaginal.

QUADRO IV — Lubrificagdo vaginal quando da inseminacdo artificial e sua

relagdo com a taxa de fertilidade nas ragas Serrana ¢ Preta de Montesinho

Raca Lubrificagao Taxa de
Vaginal Fertilidade
Reduzida 100,0%* (1/1)
Serrana Boa 67,3%" (35/52)
Abundante 50,0%- (1/2)
Reduzida 0,0% (0/0)
Preta de Boa 60,0% (6/10)
Montesinho 0
Abundante 0,0% (0/0)

a#b e a#c, para P<0,001; b#c, para P<0,05 (entre linhas).

2.3.11. VISCOSIDADE DAS SECRECOES CERVICAIS
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A viscosidade das secregdes cervicais ndo variou significativamente entre as
cabras Serranas (Liquida: 94,5% vs. Viscosa: 5,5%) e as cabras Pretas de Montesinho
(Liquida: 90% vs. Viscosa: 10%) (> = 1,1, para P>0,05).

Nas cabras Serranas, a viscosidade das secrecdes cervicais nao influenciou a taxa
de fertilidade (x> = 0,1, para P>0,05) (Quadro V). Pelo contrario, nas cabras Pretas de
Montesinho, a viscosidade afectou a taxa de fertilidade (y*> = 56,4, para P<0,001). De
novo, porque apenas uma cabra Preta de Montesinho apresentou secrecdes cervicais
viscosas, este resultado deve ser visto com prudéncia. Num futuro trabalho, a
viscosidade das secregdes cervicais sera classificada segundo a tabela de Fonseca et al.
(2010) que parece ser mais clarificadora da fase do ciclo éstrico em que as cabras se

encontram.

QUADRO V — Viscosidade das secregdes cervicais quando da inseminagdo

artificial e sua relacdo com a taxa de fertilidade nas ragas Serrana e Preta de

Montesinho
Raca Viscosidad Taxa de
e Fertilidade

Liquida 69,2%* (36/52)

Serrana
Viscosa 66,7%* (2/3)
Preta de Liqulda 55,6%a (5/9)
Montesinho Viscosa 100,0%" (1/1)

a=a, para P>0,05; a#b, para P<0,001 (entre linhas, mesma raga).

2.3.12. LOCAL DE DEPOSICAO DO SEMEN

Nas cabras Serranas e Pretas de Montesinho, o sémen foi depositado na vagina
(Serranas: 38,2% vs. Pretas de Montesinho: 30,0%), apds a 1* prega (Serranas: 41,8%
vs. Pretas de Montesinho: 60,0%) e depois da 2% prega cervical (Serranas: 20,0% vs.
Pretas de Montesinho: 10,0%). A diferenga entre ragas revelou-se estatisticamente
significativa (y*> = 7,5, para P<0,05).

Na inseminagao cervical, a taxa de fertilidade ¢ maior quanto mais profundamente
for deixado o sémen (Aisen, 2004a, Anel et al., 2005, Candappa e Bartlewski, 2011 e

Valentim et al., 2016). Efectivamente, entre as cabras Serranas, a taxa de fertilidade
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aumentou com a profundidade a que o sémen foi depositado dentro do genital feminino

(Quadro VI).

QUADRO VI - Local da deposicdo do sémen e sua relacio com a taxa de

fertilidade nas racas Serrana e Preta de Montesinho

Raca Local deposicao do Taxa de

sémen Fertilidade
Vaginal 57,1%* (12/21)
Serrana 1% prega 73,9%"< (17/23)
2% prega 81,8%* (9/11)
Vaginal 33,3%> (1/3)

Preta de a o
Montesinho 1? prega 83,3% (5/6)
2" prega 0,0%" (0/1)

a#b, para P<0,05, a#c, para P<0,001 (entre linhas, cabras Serranas)
X£Y, X#z, y#2,, para P<0,001 (entre linhas, cabras Pretas de Montesinho).

Nas cabras Pretas de Montesinho, a taxa de fertilidade foi elevada quando o
sémen foi depositado depois de ultrapassar a 1* prega cervical. Nesta raca, a A vaginal
produziu uma taxa de fertilidade superior a da IA mais profunda (p6s-2° prega cervical).
Resultados semelhantes foram observados por Dendena (2017), em ovelhas Churras
Braganganas, e por Ledo (2017), em cabras Serranas. Segundo alguns autores, o
possivel trauma que a tentativa de ultrapassar a 2* prega cervical comporta traduz-se
num decréscimo da taxa de fertilidade, por afectar o transporte e a viabilidade dos
espermatozdides no tracto genital feminino, originando um maior fluxo de células
imunitarias ao lumen do canal cervical (Aisen, 2004a, Candappa e Bartlewski, 2011 e
Fonseca et al., 2010). No presente trabalho, as cabras Serranas eram primiparas ou

multiparas, enquanto as Pretas de Montesinho eram nuliparas, primiparas ou multiparas.

2.3.13. REFLUXO CERVICAL

Na IA cervical, o refluxo seminal deve ser evitado (Cseh et al., 2012 e Dendena,
2017), particularmente quando este ¢ abundante (Dendena, 2017). Nas cabras Serranas,

88,2% (30/34) das fémeas ndo produziu refluxo cervical. Nas cabras Pretas de
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Montesinho, esta percentagem foi de 57,1% (4/7). A diferen¢a entre racas foi
estatisticamente significativa (x> = 24,1, para P<0,001).

Nas cabras Serranas, 80,0% (24/30) das fémeas inseminadas sem refluxo cervical
e 50% (2/4) das inseminadas com refluxo ficaram gestantes (y*>= 19,8, para P<0,001)
(Quadro VII). Nas cabras Pretas de Montesinho, 50% (2/4) das cabras inseminadas sem
refluxo cervical e 100% (3/3) das inseminadas com refluxo ficaram gestantes. Nenhuma
das cabras estudadas realizou um refluxo abundante. E possivel que os pequenos
refluxos observados resultem do “habito” (a corrigir) por parte de alguns inseminadores:
ir retirando o pistolete de [A do canal cervical & medida que descarregam a dose

seminal.

QUADRO VII — Refluxo seminal e sua relagdo com a taxa de fertilidade

Raca Refluxo Taxa de
Seminal Fertilidade
Sem 80,0%* (24/30)
Serrana
Com 50,0%" (2/4)
Preta de Sem 50,0%* (2/4)
Montesinho Com 100,0%" (3/3)

a#b, para P<0,001 (entre linhas, mesma raca).

No trabalho realizado por Ledo (2017), a maioria das cabras Serranas que nao
apresentaram refluxo cervical ficaram gestantes (81,1%). A taxa de fertilidade foi
inferior entre as cabras que exibiram um refluxo cervical ligeiro 44,4% (Ledo, 2017).

Estes valores sdo semelhantes aos encontrados no presente trabalho (P>0,05).

2.3.14. INSEMINADOR

Na IA cervical, a aptidao técnica do inseminador ¢ muito importante (Campbell et
al., 1996, Steyn, 2003, Anel et al., 2005, 2006, David et al., 2015 e Dendena, 2017). Se
nas cabras Serranas, a diferenga de aptidao entre técnicos ndo afectou significativamente
a taxa de fertilidade (A: 67,9% vs. B: 70,4%) (x*=0,9, para P>0,05), o contrario foi
observado entre as cabras Pretas de Montesinho (A: 80,0% vs. B: 40,0%) (x> = 33,3,
para P<0,001). Ao contrario do inseminador A, o inseminador B tende a forgar a
passagem do pistolete de inseminacao pelo canal cervical. Se nas cabras Serranas (mais
velhas) esta atitude ndo condicionou a taxa de fertilidade, nas cabras Pretas de

Montesinho (mais jovens), ela terd prejudicado esta mesma taxa. Nestas cabras, este terd
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sido o factor mais importante na determina¢do da taxa média de fertilidade encontrada
(60%). Tais factos podem ter condicionado negativamente a taxa de fertilidade nas
Pretas de Montesinho, principalmente por se tratar de animais mais jovens, em que o
tracto reprodutivo ndo estivesse acostumado a qualquer tipo de incisdo ou contacto e
isso poderia ter desencadeado uma reagdo em cadeia com um ferimento ou escoriagao,

prejudicando as taxas de fertilidade.
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3. CONCLUSOES

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

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

—Na segunda quinzena de Abril, 63,6% das cabras Serranas e 100% das cabras
Pretas de Montesinho estavam ciclicas. Esta diferenca foi estatisticamente

significativa.

— Cerca de 98,2% das cabras Serranas e 100,0% das cabras Pretas de Montesinho
responderam ao tratamento de sincronizagdo de cios. A diferenca entre ragas foi

estatisticamente nao significativa.

— Em ambas as ragas, a suplementagdo vitaminica nao afectou a percentagem de

cabras que ovularam.

—Nas cabras Serranas, o tratamento hormonal empregue ndo condicionou a
percentagem de fémeas que ovularam (FGA +eCG: 100,0% vs. MAP + hCG:
96,6%), nem a duracdo do intervalo entre a remogdo das esponjas vaginais € a
primeira elevacao dos niveis plasmaticos de progesterona (PENPP,) —

FGA + eCG: 72,9 £8,3 horas vs. MAP + hCG: 71,1 £4,5 horas.

— A PENPP, surgiu, em média, 72,0 + 6,6 horas pods-tratamento progestagénico
curto + gonadotropina corionica, nas cabras Serranas, e 76,8 = 15,2 horas, nas
cabras Pretas de Montesinho. A diferenca entre racas foi estatisticamente nao

significativa.

— Quarenta e um dias apds a IA, 69,1% das cabras Serranas e 60,0% das cabras
Pretas de Montesinho estavam gestantes. A diferenca entre ragas foi

estatisticamente ndo significativa.

— A raca (Serrana: 69,1% vs. Preta de Montesinho: 60,0%), a idade, o peso, a
condi¢do corporal e o numero de partos anteriores ndo afectaram a taxa de
fertilidade.

— Nas cabras da raca Serrana, a suplementacdo vitaminica (Controlo: 76,0,% vs.
Suplementado: 63,3%), o bode (A: 77,8% vs. B: 60,7%), o tipo de Os cervical
externo (Espiral: 78,6% vs. Crescente: 77,8% vs. Bico de Pato: 66,7% vs.
Agregado 66,7% vs. Proeminente: 60,0% vs. Estrela: 33,3%), a cor (Rosa:

68,5% vs. Rosa Escuro: 0,0% vs. Rosa Hemorragico: 100,0%) e a lubrificacao
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vaginal (Reduzida: 100% vs. Boa: 67,3% vs. Abundante: 50,0%), o local de
deposicao do sémen (Vagina: 57,1% vs. 1* prega: 73,9% vs. 2% prega: 81,8%) e
o refluxo cervical (Sem: 80,0% vs. Com: 50,0%) influenciaram
significativamente a taxa de fertilidade. Pelo contrario, os tratamentos
hormonais (FGA +eCG: 65,4% vs. MAP +hCG: 72,4%), a técnica de
preservagdo do sémen (Fresco: 69,0% vs. Refrigerado: 69,2%), a viscosidade do
muco cervical (Liquida: 94,5% vs. Viscosa: 5,5%) e o inseminador (A: 67,9%

vs. B: 70,4%) ndo alteraram significativamente esta taxa.

— Nas cabras Pretas de Montesinho, a viscosidade do muco cervical (Liquida:
55,6% vs. Viscosa: 100,0%), o local de deposi¢do do sémen (Vagina: 33,3% vs.
1° prega: 83,3% vs. 2% prega: 0,0%), o refluxo cervical (Sem: 50,0% vs. Com:
100,0%) e o inseminador (A: 80,0% vs. B: 40,0%) condicionaram
significativamente a taxa de fertilidade. Pelo contrario, a suplementagdo
vitaminica (Controlo: 60,0% vs. Suplementado: 60,0%) ndo alterou

significativamente esta taxa.
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