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Requisitos e treino dos machos
Para a obtenção de ejaculados de qualidade, 
deverão ser recrutados animais de elevado 
mérito genético e estatuto sanitário. O treino 
dos machos destinados à recolha de sémen 
deverá ter início próximo da puberdade. Pa-
ra facilitar o treino dos machos é necessá-
rio uma fêmea em estro natural ou induzido 
(Barbas e Mascarenhas, 2009). Os reprodu-
tores deverão manifestar vigor sexual e boa 
aptidão para o salto na presença do operador.

Recolha e avaliação do sémen
Os ejaculados são recolhidos pelo método 
da vagina artificial (Figura 1). Recomenda-se 
fazer 1-2 dias de descanso entre recolhas no 
mesmo animal, pois uma frequência excessiva 
prejudica a qualidade do sémen. No laborató-
rio procede-se à avaliação macroscópica e mi-
croscópica dos ejaculados. Macroscopicamen-
te são avaliados o volume (mL), a cor (branco, 
branco leitosa), a viscosidade e o cheiro (Evans 
e Maxwell, 1990). Relativamente às avaliações 
microscópicas, determinam-se a mobilidade 
massal (0-5), a mobilidade individual (0-100%), 
a concentração espermática, o número de es-
permatozoides (spz) totais, a vitalidade esper-
mática (% de spz vivos) e a % de spz normais. 
Na tabela 1 estão representados os parâmetros 
espermáticos médios para ovinos e caprinos.
Foram detetadas variações individuais e sazo-
nais no sémen fresco para o volume, percenta-
gem de spz vivos, normais e percentagem de 
anomalias em bodes e em carneiros de raças 
autóctones (Barbas e Mascarenhas, 2009).

Conservação por refrigeração: 
Sémen Refrigerado (SR)
A refrigeração (4-15 °C nos caprinos e 10-15 °C 
nos ovinos) permite a conservação do sémen 
durante 6 a 8 horas, sem diminuição significa-
tiva da sua capacidade fertilizante. Alguns di-
luidores permitem a manutenção da motilidade 
em valores razoáveis durante 48 h, a 4 °C, em-
bora se verifique uma diminuição de 10-15% na 
capacidade fertilizante (Leboeuf et al., 2003). 

Os diluidores para refrigeração de sémen de 
pequenos ruminantes podem ser totalmente 
sintéticos ou orgânicos, sendo mais usuais os 
diluidores à  base de leite de vaca desnatado e/ 
/ou gema de ovo, ou mistos. Os diluidores de 
criopreservação têm, habitualmente, compo-
nentes tais como frutose, glucose, ácido cítrico, 
Tris e antibióticos (Anel et al., 2006). 
A formação de espécies reativas de oxigénio 
(ROS) é uma consequência do metabolismo 
oxidativo espermático e os seus efeitos ne-
gativos traduzem-se por um decréscimo da 
qualidade do sémen durante o processo de 
refrigeração, com redução da motilidade, vi-
talidade e capacidade fertilizante e aumento 
das morfoanomalias espermáticas, implican-
do diminuição da fertilidade in vivo (Barbas 
e Mascarenhas, 2009). Assim, a adição aos di-
luidores de refrigeração de substâncias antio-
xidantes que diminuem a formação de ROS, 
melhoram a motilidade e a fertilidade do sé-
men refrigerado ao fim de 72 horas (Leboeuf 
et al., 2003).

Conservação por criopreservação: 
Sémen Congelado (SC)
O SC tem múltiplas utilizações, designadamen-
te para a conservação das raças autóctones no 
Banco Português de Germoplasma Animal 
(BPGA), em programas de melhoramento ge-
nético e em investigação e desenvolvimento ex-
perimental (avaliação e melhoria da capacida-
de fertilizante) (Cavaco-Gonçalves et al., 2017). 
A criopreservação de sémen é uma biotecno-
logia reprodutiva essencial nos programas de 
melhoramento genético das raças autóctones 
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TABELA 1 – VALORES MÉDIOS 

DOS PARÂMETROS SEMINAIS EM EJACULADOS 

DE PEQUENOS RUMINANTES

Parâmetros Seminais Carneiro Bode

Volume (mL) 1-1,5 0,5-1,5

Concentração spz (x 109)/mL 2,0-6,0 1,5-6,0

Total spz/Ejaculado (x 109) 2,0-9,0 0,75-7,5

% de spz por Ejaculado (por volume) 30 25

% de spz Móveis 60-90 60-80

% de spz Normais 80-95 80-95
spz: espermatozoides

Figura 1 – Recolha de sémen com vagina artificial
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de pequenos ruminantes, a maioria das quais 
em perigo de extinção e com índices reprodu-
tivos e produtivos que têm de ser melhorados 
para aumentar a rentabilidade das explorações. 
A criopreservação de sémen é uma metodo-
logia complexa, que requer pessoal e equipa-
mento especializado, devendo-se utilizar ape-
nas os ejaculados com mobilidade individual 
e viabilidade ≥ 50%. Existem múltiplos fatores 
que influenciam este processo, designada-
mente a espécie animal, raça, época do ano, 
fatores individuais, qualidade dos ejaculados, 
composição dos diluidores e os protocolos de 
criopreservação. 
O número de spz totais e o número de doses 
produzidas por ejaculado são determinados 
pela concentração espermática e pelo respetivo 
volume. A concentração espermática utilizada 
por dose de sémen varia com a espécie animal, o 
método conservação de sémen e com o objetivo 
pretendido, nomeadamente conservação do pa-
trimónio genético (BPGA), fertilização in vitro 
ou in vivo (Barbas e Mascarenhas, 2009). Atual-
mente, existe uma multiplicidade de diluidores 
de criopreservação comerciais com diferentes 
formulações (Barbas e Mascarenhas, 2009). 
Os diluidores de criopreservação utilizados no 
nosso laboratório têm como componentes prin-
cipais o tris ou citrato de sódio (para controlo do 
pH e osmolaridade), a glucose e ou frutose (co-
mo fontes de energia), gema de ovo (para prote-
ção da integridade da membrana plasmática), o 
glicerol (crioprotetor penetrante) e antibióticos 
(inibição do desenvolvimento microbiano).
Os diluidores e os protocolos utilizados na 
criopreservação de sémen de ovinos e capri-
nos são diferentes, nomeadamente na percen-
tagem de gema de ovo no diluidor, bem como 
na remoção do plasma seminal caprino por 
centrifugação (lavagem) do sémen, antes da 
adição do diluidor de criopreservação. De fac-
to, o plasma seminal de caprino interfere na 
capacidade dos espermatozoides em suportar 
a congelação ao interagir com os diluidores ri-
cos em fosfolípidos (gema de ovo e leite de va-
ca desnatado) (Barbas e Mascarenhas, 2009).
A qualidade e capacidade fertilizante do SC é 
significativamente inferior comparativamen-
te ao sémen fresco e ou refrigerado (Barbas e 
Mascarenhas, 2009). A membrana plasmática 

dos spz tem uma proporção elevada de ácidos 
gordos insaturados/saturados que, associada 
à sua diminuta capacidade antioxidante, con-
dicionam a aptidão à congelação do sémen de 
pequenos ruminantes. Assim, a criopreserva-
ção do sémen provoca danos irreversíveis na 
estrutura do spz. Para minorar estes efeitos 
traumáticos, são implementadas estratégias 
que aumentam a crioresistência dos spz, no-
meadamente a redução da formação de cris-
tais de gelo e a diminuição das lesões das 
membranas plasmáticas e organelos intrace-
lulares (Barbas e Mascarenhas, 2009). Existe 
também uma variação sazonal na congelabili-
dade do sémen, mais evidente nas raças Serra 
da Estrela e Merino do que na raça Saloia.
Para a criopreservação as palhinhas de sémen 
(0,25 mL) são submetidas a uma descida gra-
dual da temperatura, cerca de 0,2 °C/minuto 
até aos 4 ºC (Figura 2A), seguidas de um tem-
po de refrigeração de 3,5 horas, período que é 
designado por tempo de equílíbrio do sémen 
com o diluidor, e depois colocadas horizontal-
mente numa “floating freezing rack”, 4 cm aci-
ma do nível de azoto líquido a uma temperatu-
ra média de -115 a -120 °C (Figura 2B) durante 
20 minutos. Seguidamente, são submergidas 
em azoto líquido (-196 °C) e posteriormente 
armazenadas em contentores (Figura 2C) com 
azoto líquido (Barbas e Mascarenhas, 2009).
O SC assim armazenado (isto, é submerso em 
azoto líquido) tem uma capacidade de con-
servação ilimitada sem diminuição do seu 
poder fecundante, podendo ser utilizado em 
qualquer época e/ou em qualquer local para 
a inseminação artificial (IA) ou a fertilização 
in vitro (FIV) (Barbas e Mascarenhas, 2009).

Inseminação Artificial com SR e SC
A IA em rebanhos comerciais é realizada geral-
mente a tempo fixo, conforme os protocolos de 
sincronização do estro e indução da ovulação 
utilizados, tanto com SR como com SC. Como 
referido, a fertilidade após a IA é influenciada 
pelo método de conservação do sémen (SR vs. 
SC), pelo número de spz por dose de IA, pela 
espécie animal, pela raça, pela época do ano 
e pelo protocolo de sincronização do estro e 
indução da ovulação (Evans e Maxwell, 1990). 
Em trabalhos realizados pela nossa equi-

pa, foram inseminadas por via cervical 1116 
ovelhas, sendo a fertilidade obtida com SR 
(48,51‑66,7%) significativamente superior à 
obtida com SC (13,4-32,5%). Em caprinos de ra-
ças autóctones, foi de 51,3-75,7% com SR, com-
parativamente a 46,4-65,5% com SC (Masca-
renhas et al., 2011, Barbas et al., 2013). 
A investigação de novas metodologias de 
criopreservação do sémen é primordial para 
incrementar a qualidade e resistência à con-
gelação/descongelação dos spz e a sua capa-
cidade fertilizante de forma a aumentar o nú-
mero de crias nascidas pós-IA e o rendimento 
dos produtores. A refinação dos protocolos de 
sincronização do estro na espécie ovina, de 
modo a permitir “flanquear” o cérvix ovino, 
é também essencial no melhoramento da fer-
tilidade utilizando a IA. 
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Figura 2C – Armazenamento de palhinhas de sémen (0,25 mL) em contentores com azoto líquidoFigura 2A – Refrigeração de sémen a uma 
temperatura de 4 °C durante 3,5 horas

Figura 2B – Floating Freezing Rack – 
Criopreservação de sémen


