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Resumo: A inseminagdo artificial (IA) é a técnica de reproducgdo assistida, mais antiga e mais
utilizada na producdo animal. Associada a preservacdo dos espermatozoides, a inseminagdo
artificial, oferece muitas vantagens aos criadores, uma vez que possibilita acelerar o melhoramento
genético do rebanho, controlar as doengas sexualmente transmitidas, bem como, preservar o material
genético de racas ameacadas de extingdo. No entanto, nos pequenos ruminantes a técnica é pouco
difundida comparada com outras espécies. Isso se deve em parte aos resultados de fertilidade
irregulares e geralmente, baixos obtidos com o uso de sémen congelado. O artigo aborda de maneira
sucinta as principais tecnicas utilizadas atualmente no processamento do sémen e na IA em pequenos
ruminantes e suas taxas de sucesso.

Palavras-chave: ANTIOXIDANTES, CRIOPRESERVAC}AO, FERTILIDADE,
REFRIGERACAO, PEQUENO RUMINANTE.

Abstract: Artificial insemination (Al) is the oldest and most widely used assisted reproductive
technique applied in livestock production. Associated with preservation of sperm, artificial
insemination, offers many advantages to farmers, since it allows accelerating the genetic
improvement of the herd, control sexually transmitted diseases, as well as preserve of the genetic
material of endangered breeds. However, in small ruminants this technique is little used compared
to other species. This is due to, in part, to the fertility results irregular and generally low obtained
with the use of frozen semen. This paper discusses briefly the main technology currently used in the
semen processing and Al in small ruminants and their success rates.
Keywords: ANTIOXIDANT, CRYOPRESERVATION, FERTILITY, COOLING, SMALL
RUMINANT.
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As biotécnicas relacionadas a inseminag&o artificial evoluiram ao longo dos anos. No inicio,
0 sémen era utilizado in natura e apenas fracionado e depositado no fundo da vagina da fémea,
obtendo-se taxas de fertilidade razodvel. Surgiu entdo a necessidade de se aumentar a capacidade
fecundante dos reprodutores e de conservar o sémen por um maior periodo de tempo. Dando inicio
a uma nova fase - a da utilizacdo de diluentes e da criopreservacdo do sémen. O grande avango na
criopreservacao do espermatozoide de mamiferos ocorreu com a descoberta do efeito crioprotetor do
glicerol nos anos de 1940. A partir dai, 0 espermatozoide de varias espécies tem sido criopreservado
com sucesso. Entretanto, o sucesso da criopreservagdo de sémen é apenas parcial, uma vez que cerca
da metade dos espermatozoides s&o destruidos ou danificados pela congelagédo e descongelacdo. O
processo sofre influéncia de diversos fatores, entre eles a composicéo do diluidor, a taxa de dilui¢éo
e a curva de congelagdo/descongelacdo e no caso do caprino ainda existem as limitagdes inerentes a
espécie.

Apesar das dificuldades relativas ao processamento, a disponibilizacdo de sémen refrigerado
ou congelado de boa qualidade, para uso na inseminacéo artificial, € um desafio aos pesquisadores
da area, uma vez que a IA proporciona muitas vantagens aos criadores, em relagdo & monta natural.
O principal problema para a difuséo/adogdo da técnica nos pequenos ruminante é a fertilidade obtida
apos a IA com sémen congelado, que ainda é aquém da obtida na monta natural. Soma-se a isso a
dificuldade de realizacdo da inseminag&o cervical nas ovelhas.

Em ambas as espécies, 0s avangos nesta tecnologia tém-se concentrado principalmente na
preservacdo da viabilidade/ capacidade fertilizante dos espermatozéides, melhorando a composi¢do
dos diluidores e alterando protocolos de refrigeracdo e congelacdo e nas técnicas de avaliagdo da
qualidade espermatica, com o objetivo de prever a fertilidade do sémen. Ao longo do artigo
discutiremos as tecnologias atualmente utilizadas no processamento do sémen e seus efeitos sobre a
qualidade espermatica, bem como as técnicas de IA aplicadas em caprinos e ovinos e suas taxas de
sucesso.

PRESERVACAO DO SEMEN

Trés formas de utilizagcdo do sémen caprino e ovino sdo adotadas mundialmente: fresco,
refrigerado e congelado. O sémen fresco é preferido, quando o macho esté presente no rebanho, e se
tem um grande numero de fémeas em estro, natural ou sincronizado, inviabilizando a monta natural.
A utilizacdo de sémen refrigerado é ideal quando o material genético de um macho é compartilhado
por um grupo de criadores localizados em uma &rea relativamente pequena. Em tais casos, 0 sémen
é armazenado a 15° ou 5°C e utilizado entre 8 e 12 horas apds o processamento. No entanto, existem
relatos de resultados satisfatorios de fertilidade ap6s IA com sémen refrigerado por até 24 horas. Por
fim, o sémen é congelado para a preservagdo em longo prazo, permitindo que ele seja distribuido por

uma area mais ampla e usado por tempo indeterminado.



O processamento do sémen caprino para preservacdo em baixas temperaturas requer a
lavagem, uma vez que enzimas presentes no plasma seminal interagem com a gema de ovo ou o leite
presentes no diluidor (ROY, 1957; NUNES et al., 1982) gerando substancias que inibem a motilidade
espermatica e induzem a reacdo acrossomal (NUNES e SALGUEIRO, 2011; PURDY, 2006; CSEH
etal., 2012). Alguns estudos mostram que a remogao do plasma seminal € benéfica para a motilidade
e integridade das membranas do espermatozoide caprino refrigerado ou criopreservado
(SALVADOR et al., 2006; RITAR e SALAMON, 1982). Enquanto outros mostram que a lavagem
do sémen ndo afeta a viabilidade espermética (PETERSON et al., 2007; VIANA et al., 2006).

Na preservacdo pelo método da refrigeragao os espermatozoides s&o armazenados a temperaturas
baixas o suficiente para deprimir o seu metabolismo (15 ou 5 ° C) prolongando assim a sua vida fértil.
No entanto, o processo de refrigeracdo pode afetar a viabilidade celular devido ao efeito prejudicial
do choque térmico pelo frio que ocorre entre 30°C e 0° C. A mudanca rapida de temperatura, nessa
faixa, induz alteracbes na membrana plasmatica e acrossomal, repercutindo na motilidade
espermatica e na capacidade fecundante do espermatozoide. Este efeito pode ser parcialmente
superado pelo resfriamento gradual do sémen da temperatura ambiente a temperatura de
armazenamento e pela suplementacéo do diluente com gema de ovo (ANEL et al., 2006; SALAMON
e MAXWELL 2000; WATSON, 2000).

Segundo Salamon e Maxwell (2000) no sémen resfriado, 0s espermatozoides deterioram, com o
aumento do tempo de armazenamento independente do diluente, taxa de diluigdo ou da temperatura.
No sémen caprino, a motilidade espermatica declina lentamente nas primeiras 24 horas de
refrigeracdo e a partir dai sofre um declinio rapido (NUNES e SALGUEIRO, 2011; PETERSON et
al., 2007; SALVADOR et al, 2006; VIANA et al., 2006). No entanto, nesses estudos a fertilidade
apos IA cervical variou de 41 a 73%. Embora a fertilidade possa ser mantida durante a refrigeracao
por vérias horas, 0 armazenamento prolongado reduz a fertilidade dos espermatozoides. No sémen
ovino, a fertilidade apds inseminacéo cervical com sémen armazenado a 5°C, por 24, 48 e 72 horas
foi 45-50%, 25-30% e 15-20%, respectivamente, enquanto a taxa de paricdo com sémen fresco foi
65-75% (ANEL et al., 2006). As razdes fisioldgicas para a deterioracdo do espermatozoide sdo o
estresse oxidativo extracelular, os efeitos do plasma seminal e producéo de radicais livres enddgenos
(ANEL et al., 2006). Assim, a adicdo de antioxidantes ao meio de conservacdo pode ser uma
alternativa para melhorar a longevidade do sémen refrigerado. No sémen ovino mantido a 5°C por
nove dias em meio contendo ou ndo o antioxidante Resveratrol e sua combinagdo com vitamina E e
Aromex, Sarlos et al. (2002) observaram um declinio na qualidade do sémen, com o tempo de
incubacéo, independente do tratamento. No entanto, a adi¢do dos antioxidantes prolongou o periodo
de conservacdo do sémen, melhorou a motilidade espermaética e reduziu o grau de danos celulares.
Nas amostras com antioxidante a qualidade do sémen s6 deteriorou significativamente a partir do
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antioxidantes catalase, superoxido dismutase (SOD), citocromo c¢ e glutationa peroxidase na
manutencdo da motilidade e integridade acrossomal do espermatozéide ovino refrigerado. Nesse
estudo, a adicdo de catalase (800 U/ml) e SOD (200 U/ml) ao diluidor Tris-glicose-gema possibilitou
a manutencdo da viabilidade espermatica por 14 dias, resultando em 33% de fertilidade p6s 1A por
laparoscopia.

A criopreservacdo possibilita 0 armazenamento do sémen por tempo indeterminado, porém,
também compromete a fertilidade do espermatozoide. Para reduzir o efeito da crioinjuria é
importante usar um diluente, crioprotetor e curvas de congelacdo/descongecdo adequados. Um bom
diluente deve suprir as células com uma fonte de energia, proteger contra os danos relacionados a
temperatura e manter um ambiente adequado a sobrevivéncia do espermatozoide (SALAMON e
MAXWELL, 2000; PURDY, 2006). Geralmente, os meios de criopreservacdo de sémen caprino e
ovino incluem um crioprotetor ndo penetrante (leite ou gema de ovo), um crioprotetor penetrante
(glicerol, etilenoglicol ou dimetil sulfoxido), um tampéo (Tris ou Test) um ou mais agucares (glicose,
frutose, lactose, rafinose, sacarose ou trealose), um sal (citrato de sédio, acido citrico) e antibi6ticos
(penicilina, estreptomicina, gentamicina, etc.).

Os diluentes & base de Tris e leite em pd desnatado sdo 0s mais comumente usados para a
preservacdo do sémen de ambas as espécies (SALAMON e MAXWELL, 2000; PURDY, 2006).
Comparando o efeito desses dois diluidores na criopreservacdo do sémen caprino Dorado et al.
(2007) concluiram que ambos podem ser utilizados, pois mantiveram a viabilidade e capacidade
fertilizante do espermatozoide. Ja Peterson et al. (2007) relataram que o diluidor a base de TRIS
proporcionou maior percentual de espermatozoide vivo com acrossoma intacto ap6s a descongelacéo
que o leite glicosado.

Dentre os crioprotetores, 0 mais usado é o glicerol, embora 0 mesmo possa afetar a sobrevivéncia
da célula. Sua adi¢do pode ser feita em uma ou duas etapas, a 32 °C ou 5 °C e em uma concentragao
final variando de 1-10%. Para o sémen ovino a adi¢do do glicerol em uma etapa a 30°C é um método
amplamente utilizado (SALAMON e MAXWELL, 2000) sem causar prejuizos a qualidade do
sémen. Em nossos estudos com sémen caprino criopreservado, realizamos a adigdo do glicerol em
uma etapa & temperatura ambiente, com bons resultados. Apos a adi¢do do glicerol, independente do
método, é necessario que o0 sémen permaneca sob refrigeracdo (2 a 5°C) por um periodo de tempo
que varia de 1 a 3 horas para que ocorra a estabilizag&o.

A adicédo de antioxidantes ao meio de congelacdo tambeém tem sido avaliada. No sémen caprino
criopreservado em diluente a base de Tris-Gema de ovo, Maia et al. (2012) avaliaram o efeito de
doses crescentes de Resveratrol (0, 4, 6 e 8,0 ug/ml) sobre as caracteristicas espermaticas pos
descongelacdo e observaram que o antioxidante conferiu maior protecdo ao espermatozoide contra a
crioinjuria, resultando em efeito benéfico na preservacgdo da motilidade em relacdo ao controle. Sinha
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acrossomal e fertilidade do sémen congelado, em relacdo ao controle. No sémen ovino
criopreservado em diluidor Tris-gema aditivado de Catalase, Trolox C e sua combinacéo Maia et al.
(2009) observaram que a adi¢do dos antioxidantes aumentou o percentual de espermatozoides com
membrana plasmatica integra mas néo teve efeito sobre a motilidade espermética em relacdo ao
controle. Porém, em situagdo de estresse oxidativo (MAIA et al., 2010) induzido pela adi¢&o de ferro
(lipoperoxidagdo) ou peroxido de hidrogénio (H202) ao meio de incubacdo, estes mesmos
antioxidantes foram eficazes em remover o0 excesso de ROS (metabdlitos reativos do oxigénio- H2Oo,
Oz e OHY) e manter o equilibrio do sistema. Podemos presumir que o efeito dos antioxidantes é mais
evidenciado quando o sémen esta passando por uma situagao de estresse oxidativo (excesso de ROS).
Ao avaliarmos o efeito da adi¢éo de catalase em amostras de sémen caprino com alto (> 30%) e baixo
percentual (< 15%) de patologias esperméticas (MAIA et al., 2011) observamos um efeito benéfico
do antioxidante sobre a motilidade espermética pds-descongelacéo, nas amostras com alto percentual
de espermatozoides anormais. Possivelmente estes ejaculados continham excesso de ROS, entre eles
0 H,0, e nesse caso a Catalase protegeu as células contra a perda de motilidade. Maia et al. (2014)
observaram que o HO, induz a perda da motilidade do espermatozoide ovino e que a adicdo de

Catalase (2 U/mL) mesmo em baixa concentragéo é suficiente para neutralizar o seu efeito.

INSEMINACAO ARTIFICIAL

Em ambas as espécies podem ser utilizadas trés técnicas de inseminacdo: vaginal, cervical
(transcervical) e intrauterina (laparoscopia). A inseminagdo vaginal é uma técnica de facil execucao,
onde o sémen é depositado no fundo da vagina, podendo resultar em taxas de prenhez de acima de
50%. E mais eficaz quando se utiliza sémen fresco, do que com sémen refrigerado ou congelado. O
volume de sémen e 0 nUmero de espermatozoides progressivamente méveis recomendado para 0 uso
sd0 0,2 mL e 400 x 10° espermatozoides (minimo), respectivamente (CSEH et al., 2012). Utilizando
sémen fresco diluido, com 200 x 10° spz/dose, Paulenz et al. (2005) observaram que a taxa de prenhez
em cabras, apos IA vaginal foi de 74,3% e ndo diferiu daquela obtida na 1A com deposicéo cervical
(78%).

Nas cabras, geralmente utiliza-se a inseminacdo cervical. Por esta técnica, a deposicdo
intrauterina do sémen pode ser conseguida em 50-60% das fémeas, uma vez que a cérvice caprina é
relativamente féacil de atravessar. Embora na IA Cervical o sémen possa ser depositado no corpo do
Gtero, a deposicdo cervical cranial produz resultados satisfatorios. Em inseminacéo cervical, com
estro sincronizado, utilizando sémen diluido em agua de coco e mantido a 37 °C, Maia e Santos
(2010) obtiveram uma taxa de prenhez de 62,9% quando a deposicao foi cervical profunda e 42,4%
na deposicao intrauterina. Sugerindo que a manipulagio excessiva na tentativa de ultrapassar a
cérvice pode reduzir a fertilidade. Em cabras nuliparas Houdeau et al. (2008) observaram que quanto

mais rapido a IA foi realizada maior foi a taxa de prenhez. Na deposi¢do intracervical rapida (20



segundos) a taxa de prenhez foi 61,0% enquanto que quando a IA foi mais demorada (60 segundos)
a taxa de prenhez foi 50,7%. Segundo os autores, a deposi¢do rapida do sémen limita o reflexo que
ativa as contracdes uterinas, provocado pela inser¢do do espéculo e movimentos do aplicador e com
isso melhora a fertilidade. Batista et al. (2011) compararam a taxa de prenhez de cabras inseminadas
pela via cervical com sémen fresco e congelado e observaram que aos 35 dias a taxa de prenhez foi
significativamente maior (73,3%) utilizando sémen fresco que com sémen criopreservado (46,7%).
Nas ovelhas a transposi¢do dos anéis cervicais é dificultada devido & complexidade da cérvice,
cujos anéis sdo dispostos em diferentes planos e posicdes, obliterando o limen da vagina ao Utero
(HALBERT et al., 1990; ANEL et al., 2006). Portanto, nessa espécie as técnicas mais utilizadas sao
a inseminag&o intrauterina por laparoscopia ou a vaginal/ cervical, onde o sémen é depositado no
ostio cervical. Quando o sémen é depositado na entrada da cérvice, a taxa de concepcéo varia de 30
a 40% dependendo do tipo de sémen utilizado. Para superar essa limitac&o e possibilitar a realizagéo
da inseminag&o transcervical (IATC), algumas alternativas tém sido testadas, como: uso de ocitocina
para promover o relaxamento da cérvice e o tracionamento da cérvice até a abertura da vulva. A
IATC com tracionamento cervical foi desenvolvida no Canada e denominada Sistema Guelph de 1A
transcervical (HALBERT et al., 1990). No estudo de Halbert et al. (1990) a transposicéo cervical
completa foi obtida em 54% das ovelhas, resultando em 82% de paricdo. Posteriormente, Buckrell
et al. (1994) validaram a técnica inseminando 2060 ovelhas obtendo 88% de transposi¢éo cervical e
33% de paricdo. O otimismo em relacdo a IATC deve-se ao sucesso obtido na transposicao cervical
pelo método Guelph e ao conhecimento de que a deposicdo intrauterina do sémen aumentaria o
numero de espermatozoides no oviduto aumentando as chances de fecundagdo (ROBINSON et al.,
2011). No entanto, diversos estudos realizados pelo método de IATC ndo conseguiram obter o
mesmo nivel de sucesso. Segundo Robinson et al. (2011) o sucesso na transposicao cervical e na
fertilidade pds IATC pode ser afetado por diversos fatores entre eles: a experiéncia do operador, raga
e idade da fémea (efeito sobre a morfologia da cérvice); época do ano (quando ocorre estacionalidade
reprodutiva); intervalo p6s parto; muco cervical (quantidade e composi¢éo) e atividade da cérvice
(contragbes musculares). Em ovelhas Santa Inés inseminadas pela técnica de IATC com sémen
fresco, Silva et al. (2005) obtiveram uma taxa de prenhez de 59,25% sendo que 46,9% das
inseminacgbes foram intrauterinas. J& Isobe et al. (2006) utilizando a mesma técnica e sémen
congelado obtiveram taxa de paricdo de 8,4% com 58,3% de inseminagbes intrauterinas,
demonstrando a baixa eficiéncia da técnica usando sémen congelado. Analisando os resultados de
diferentes estudos concordamos com Traldi (2006) ao afirmar que a técnica da tragdo cervical ndo
melhora os indices de fertilidade do sémen fresco ou congelado, mesmo quando depositado intra-
uterinamente. Para Robinson et al. (2011) a técnica transcervical per se parece reduzir a taxa de

fertilizacdo.



A IATC também ¢ realizada em cabras com um alto indice de transposic¢do cervical e
melhores resultados de fertilidade do que nas ovelhas. Utilizando essa técnica Siqueira (2006) obteve
de 98,2% de transposicéo cervical e Nogueira et al. (2011) em cabras leiteiras obtiveram 100% de
transposicdo cervical e uma taxa de prenhez de 82,2% na insemina¢do com sémen fresco diluido.
Fonseca et al. (2011) utilizando a Técnica Embrapa de IATC, na qual a fémea é mantida em estagdo
quadrupedal, com pincamento, mas sem tracdo cervical, relatam 100% de transposicdo total da
cérvice, nas fémeas pluripara e 68,75% nas nulipras, com uma taxa de gestacéo de 62,5%.

A inseminacao intrauterina laparoscopica foi desenvolvida para superar muitas das dificuldades
da inseminacdo intravaginal ou cervical, sendo a técnica preferencialmente recomendada para as
ovelhas. O numero de espermatozoides necessarios para cada inseminagdo é mais baixo e o volume
inseminante é proporcionalmente maior, permitindo taxas de diluicdo mais adequadas e, por
conseguinte, uma melhor preservagdo / protecdo dos espermatozoides durante a criopreservagao.
Como consequéncia, a inseminagdo intrauterina laparoscopica melhora as taxas de prenhez obtidas
com sémen congelado. As taxas de concepg¢do com sémen congelado variam de 60-80% e sdo mais
elevadas do que na inseminag&o intracervical e semelhantes as da monta natural ap6s sincronizagéo
do estro. Em ambas as espécies, 0 nimero minimo de espermatozoides no por dose inseminante é de
20 x 10° e recomenda-se inseminar metade da dose total de sémen na regido central de cada trompa
uterina sem levar em conta o local de ovulagéo (CSEH et al., 2012).

O momento ideal da inseminagdo, na cabra € entre 43 e 46 h ap0s a retirada dos implantes de
progesterona (Cseh et al., 2012). Na ovelha a IA laparoscopica com sémen congelado pode ser feita
+55h apds a retirada do pessario nas fémeas adultas e entre 34 a 68h nas borregas (TRALDI, 2006).

As desvantagens incluem a exigéncia de equipamento laparoscépico sofisticado, realiza¢do de

cirurgia invasiva e necessidade de maior conhecimento técnico para realizar o procedimento.

CONSIDERACOES FINAIS

A inseminacéo artificial pode dar uma grande contribuicdo ao desenvolvimento da caprino-
ovinocultura brasileira uma vez que propicia a disseminacao de genética de alto valor favorecendo o
melhoramento genético rapido. Os principais beneficiados seriam os pequenos produtores, que ndo
tém acesso a animais geneticamente superiores devido ao alto custo de aquisi¢do dos mesmos. No
entanto, o sucesso da técnica depende, entre outros fatores, da qualidade do sémen e da técnica de
inseminacdo utilizada. Embora o conhecimento sobre a fisiologia espermética e os métodos de
conservagdo do sémen a baixas temperaturas tenham tido um grande avanco, reduzindo os efeitos
danosos do processamento sobre a viabilidade e fertilidade do espermatozoide, a inseminacdo
cervical em ovelhas ainda exige esforgo. Tornar a cérvice uma rota para a inseminacao intrauterina

na ovelha é o grande desafio para os pesquisadores da area.
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