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RESUMO

No Instituto Politécnico de Braganca a raca local Churra Galega
Bragancana Branca tem sido sujeita, nos ultimos 3 anos, a um programa
sistematico de aplicacdo da técnica de inseminacédo artificial (IA) com sémen
fresco ou refrigerado. O presente trabalho foi desenvolvido para testar a
eficicia dos seguintes factores — administracdo prévia de melatonina exdgena,
tratamento progestagénico curto (FGA) +eCG, dois diluidores seminais
(INRA 96 vs. OviXcell®) e dois processos de preservacdo do sémen (Fresco
vs. Refrigerado) — e os seus efeitos sobre a taxa de fertilidade aos 41 dias poés-
IA. Foram ainda avaliados alguns parametros registados quando da IA — cor e
lubrificacdo da mucosa vaginal, tipo de Os externo, viscosidade do muco
cervical, local de deposicdo do sémen, refluxo cervical e inseminador “A” X “B”.

Na primeira quinzena de Abril, todas as ovelhas Churras Bragancanas
Brancas estavam ciclicas. Todas elas responderam ao tratamento FGA + eCG,
independentemente de terem sido tratadas ou ndo com melatonina exégena.
Quarenta e um dias apos a inseminacao artificial 84,1% das ovelhas estavam
gestantes.

A taxa de fertilidade foi afectada pelo carneiro dador de sémen, pelo tipo
de Os externo, pela viscosidade das secrecdes cervicais e pelo local de
deposicado do sémen.

A taxa de fertilidade néo foi influenciada pela administracdo prévia de
melatonina, pelo método de preservacdo do sémen, pelo tipo de diluidor, pela
cor e pelo grau de lubrificacdo da mucosa vaginal, pelo refluxo cervical ou pelo

inseminador.

Palavras-Chave: Ovinos, Churra Galega Bragancana Branca, sincronizacéo

de cios, inseminacao artificial.






ABSTRACT

Churra Galega Bragancana Branca ewes have been used in a program of
artificial insemination (Al) with fresh or cooled semen developed at the
Braganza Polytechnic Institute for the last 3 years. Present study aimed to test
the efficiency of different factors — exogenous melatonin pre-treatment, short-
term progestogen treatment (FGA) + eCG, two seminal extenders (INRA 96°
vs. OviXcell®) and two semen preservation procedures (Fresh vs. Refrigerated)
— on ovary activity and fertility rate at forty one days post-Al. During Al several
issues were assessed: vagina mucosa colour and lubrication rate, external Os
type, cervical mucus viscosity, semen allocation place, cervical reflux incidence
and two inseminators’ skills “A” X “B”.

All ewes were cycling at the first half of April. The efficiency rate of short-
term progestogen treatment+eCG was 100%. Melatonin previous
administration had no effect in the ratio of ovulated ewes. About 84.1% of ewes
were pregnant at 41 days after Al.

Fertility rate was influenced by male semen donor, external Os type,
cervical mucus viscosity and semen allocation place.

In opposition fertility rate was not affect by exogenous melatonin pre-
treatment, semen preservation procedure, semen extender, vagina mucosa

color and lubrication, cervical reflux prevalence or inseminator.

Keywords: Sheep, Churra Galega Bragancana Branca, ovarian activity

synchronization, artificial insemination.
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INTRODUCAO

A ovinocultura teve sempre um importante papel na vida das populagdes,
nao sO Europeias mas de todo o mundo (Monteiro et al., 2005). A raca Churra
Galega Bragancana é fundamental para a vida da populacdo da Terra Fria
Transmontana fornecendo-lhe diversos beneficios como: alimentacdo (Carne
leite, Queijo), vestuario (1a) e fertilizacdo dos solos agricolas (Monteiro et al.,
2005). Todavia, esta raca ja esteve muito proximo da extingdo. Nos anos 50 do
século passado a raca tinha um efectivo de cerca de 100.000 cabecas (Pereira
e Rodrigues, 1952). Nos anos 60 do mesmo seéculo, verificou-se uma grande
quebra no seu efectivo (= 40.000 cabecas) (Monteiro et al., 2005 e Teixeira,
2011). Esta reducéo resultou da mecanizacao agricultura que determinou que
areas de pastoreio passassem a ser utilizadas na producdo cerealifera e
florestal (Monteiro et al.,, 2005 e Teixeira, 2011). Por outro lado, a forte
migragao da populagdo local para os grandes centros urbanos e para outros
Paises europeus, que resultou na diminuicdo da disponibilidade de mao-de-
obra, determinou a reducéo do efectivo de ovinos Churros Bragancanos. Nos
anos 90 do século passado, o efectivo destes animais era de 5.000 cabecas
(Monteiro et al., 2005 e Teixeira, 2011). A diminuicao da disponibilidade de
mao-de-obra determinou ainda a alteracdo parcial dos sistemas de exploracéo
de extensivo para intensivo (Monteiro et al., 2005).

Os ovinos sdo animais poliéstricos sazonais (Baril et al., 1993, Morello e
Chemineau, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Simonetti, 2008, Fonseca et
al., 2010 e Bartlewski et al., 2011). Sdo denominados de reprodutores de “dias
curtos” ou de “dias decrescentes”, Vez que reproduzem-se preferencialmente
nos meses em que o fotoperiodo é “curto” (Outono/Inverno) ou "decrescente"
(Verao/Outono) (Baril et al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Freitas e Rubianes,
2004, Garcia et al., 2004, Valentim, 2004, Fonseca, 2005, Scaramuzzi et al.,
2006, Safari et al., 2012, Venancio, 2012, Valentim et al., 2014 e Valentim et
al., 2015a). Para melhorar a produtividade das exploracfes ovinas € necessario
controlar a actividade reprodutiva das ovelhas, de modo a melhorar as taxas
reprodutivas (na estacdo de anestro), reduzir os periodos improdutivos e
adaptar os periodos de producédo as variagcdes sazonais do mercado de ovino
(Castilho et al., 2013, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015a e Dendena, 2017).



A melatonina permite ultrapassar 0s constrangimentos do anestro
sazonal. Esta hormona é o mediador quimico do fotoperiodo e condiciona
positivamente a secrecdo de GnRH e das gonadotropinas hipofisarias
(Chemineau et al., 1992 e Venancio, 2012). Porém, a aplicacdo de implantes
subcutdneos de melatonina ndo permite uma sincronizacdo estreita da
actividade reprodutiva.

O controlo preciso da actividade reprodutiva implica o uso de tratamentos
progestagénicos, de prostaglandina F,, ou combinados e a administracao de
gonadotropinas. Presentemente existem varios protocolos de controlo da
actividade reprodutiva (Valentim et al., 2006b, Gonzélez-Bulnes et al., 2010,
David, 2012, Castilho et al., 2013, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al.,
2015a e Dendena, 2017).

A inseminacéao artificial € uma técnica que permite melhorar rapidamente
o valor genético de um efectivo, resolver problemas sanitarios, melhorar o
maneio geral, reduzir os custos de producédo, entre outras vantagens. Esta
pode ser feita com sémen, puro ou diluido, fresco, refrigerado ou congelado.
Quando os machos estéo localizados nas proximidades das exploragdes com
ovelhas a inseminar, os melhores métodos de preservacdo do sémen sédo o
fresco e o refrigerado.

O presente trabalho foi desenvolvido para testar a eficacia dos seguintes
factores — administracdo prévia de melatonina exbdgena, tratamento
progestagénico curto (FGA) + eCG, dois diluidores seminais (INRA 96° vs.
OviXcell®) e dois processos de preservacéo do sémen (Fresco vs. Refrigerado)

— e 0s seus efeitos sobre a taxa de fertilidade aos 41 dias pos-IA.



|. - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. RACA CHURRA GALEGA BRAGANCANA

1.1. Historia

A raca ovina Churra Galega Bragancana desempenhou sempre um papel
importante na vida da populacdo da Terra Fria Transmontana, fornecendo-lhe
diversos beneficios como alimentacdo (carne), vestuério (1&) e fertilizacdo dos
solos agricolas (Monteiro et al., 2005). Estes factores de ordem histérica e
econdémica contribuiram para que as ovelhas Churra Galega Bragancana se
mantivessem sem grandes alteracdes genéticas (sem trocas de genes com
outras racas ovinas), anatomo-fisiolégicas (animais com caracteristicas
genéticas bem diferenciadas) e produtivas nesta regido (Monteiro et al., 2005).
Estes animais tém relag6es filogénicas com Ovis aries studery (Teixeira, 2011).

Nos anos 50 do século passado, o efectivo de ovinos Churros
Bragancanos era constituido por cerca de 100.000 cabecas (Pereira e
Rodrigues, 1952). Estes animais caracterizavam-se pela sua grande estatura e
acentuada desproporcao entre a altura do térax e deste ao solo (Pereira e
Rodrigues, 1952). Na década de 60, com a mecanizacdo da agricultura,
verificou-se um aumento das areas destinadas a producdo cerealifera e
florestal e, consequentemente, uma diminuicdo da area de pastoreio. Este
fenédmeno ditou a reducéo do efectivo para cerca de 40.000 cabecas (Monteiro
et al., 2005 e Teixeira, 2011). No mesmo periodo, com o objectivo de aumentar
a produtividade das ovelhas Churras Bragancanas, alguns produtores foram
aconselhados a cruza-las com carneiros da raca Frisia (aumento da taxa de
prolificidade e da producdo de leite) ou da raca Romney Marsh (aumento da
producdo de carne). Outros foram incentivados a melhorar a producéo
quantitativa e qualitativa de 1&a, cruzando-as com da raca Bordaleira Campanica
(Teixeira, 2011). Estes programas foram entretanto abandonados.

Entre 1967 e 1990, o efectivo de ovinos Churros Bragancanos caiu de
40.000 animais para 5.000 animais. Nessa altura, a raca foi classificada como
“ameacada de extingdo” (Monteiro et al., 2005 e Teixeira, 2011). Esta queda
esteve associada a forte migracdo da populagéo local para os grandes centros

urbanos e para a Europa, em busca melhores condi¢bes econdmicas, sociais e
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culturais (Monteiro et al., 2005 e Teixeira, 2011). A mao-de-obra disponivel
para o pastoreio reduziu-se dramaticamente (Monteiro et al., 2005 e Teixeira,
2011). Com o objectivo de evitar a extingdo da raca, foram criados em
Travanca, Macedo de Cavaleiros, centros de recuperacdo da raca.
Complementarmente foram construidas novas barragens que possibilitaram a
criagdo de novas areas de regadio e aumentar, gradualmente, a producéo de
forragens (Monteiro et al., 2005). O regime de exploracdo passou de extensivo
para intensivo (Monteiro et al., 2005). Desta forma resolveu-se o problema da
falta de mao-de-obra (Monteiro et al.,, 2005). Adicionalmente procurou-se
melhorar as condi¢des de trabalho dos tratadores de animais.

A Associacao de Criadores da Raga Ovina Galega Bragangcana (ACOB)
foi criada em 1991 (Teixeira, 2011 e ACOB, 2017). Os técnicos desta
Associacdo sdo desde entdo responsaveis pelo registo dos animais e pela
implementagdo de um plano nacional de preservagdo e de melhoramento da
raga, que permitiu aumentar o seu efectivo. Actualmente estdo registadas mais
de 12.000 ovelhas, distribuidas em 100 criadores (Teixeira, 2011 e ACOB,
2017).

Presentemente, os ovinos da raga Churra Galega Bragangana encontram-
se distribuidos por toda a regido da Terra Fria Transmontana, nomeadamente
pelos concelhos de Braganca e Vinhais, parte do concelho de Macedo de
Cavaleiros e algumas freguesias dos concelhos de Vimioso, Valpacos,
Mirandela e Chaves (Teixeira, 2011 e ACOB, 2017). A raca esta

presentemente classificada como “ameagada’ (ACOB, 2017).

1.2. Descricédo da Raca
1.2.1. Padréo da Raca

Os ovinos da raca Churra Galega Bragancana sédo de estatura meédia ou
grande. As ovelhas pesando entre 35 e 50 kg e os carneiros entre 50 e 60 kg.
A altura dos membros e do térax confere-lhe um aspecto pernalteiro
caracteristico.

Das caracteristicas gerais referidas por Monteiro et al. (2005) e Teixeira

(2011) ha que destacar as seguintes:



Cabeca: Tamanho médio, deslanada e com um perfil subconvexo. As
ovelhas ndo possuem cornos, 0s quais sédo frequentemente nos carneiros.
As orelhas sdo medianas e de alta inser¢cdo. As arcadas orbitais séo

salientes e possuem olhos grandes.

Pescoco: Comprido e delgado, com ma ligagdo ao tronco. Sem barbela e

deslanado no terco anterior.

Tronco: Peito estreito, garrote e espaduas pouco destacadas. Linha dorso
lombar horizontal. Garupa um tanto descaida e pouco volumosa. Cauda

comprida.
Ubere: Globoso, com tetos bem implantados.

Membros: Altos, finos, pigmentados e deslanados nas extremidades

livres. Unhas rijas e frequentemente pigmentadas.

La: Velo pouco extenso, ndo recobrindo a cabeca, o terco anterior do
pescoco, o0 ventre e 0s cabos. Composto por madeixas pontiagudas.

Cor: Os animais de cor branca apresentam malhas pretas ou
acastanhadas em volta dos olhos, focinho e orelhas, podendo estas estar
também presentes nos membros. Pele de cor branca ou amarelada,

apresentando-se fina e oleosa.
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Figura 1. Exemplares da raca Churra Galega Bragancana Branca (ACOB,
2018). Legenda: (A) Carneiro, (B) Ovelhas



2.2.2. Caracteristicas Reprodutivas

As ovelhas da raca Churra Galega Bragancana sao poliéstricas sazonais,
ainda que a sazonalidade seja pouco marcada (Correia, 1996). A estacgéo
reprodutiva estende-se de Marco a Junho (Correia, 1996). Ainda assim,
mantendo uma boa alimentacdo e ambientacdo consegue obter-se boas taxas

reprodutivas nos meses de Julho a Outubro (Correia, 1996).

Quadro I: Taxas reprodutivas e produtiva das ovelhas Churras

Bragancanas (Garcia, 2002)

Taxa Percentagem
Fertilidade 85-95%
Prolificidade 100-130%
Fecundidade 95-130%
Produtividade Numérica 85-110%

De um modo geral, estas ovelhas exibem boas taxas reprodutivas e
produtivas (Quadro I). O peso médio dos borregos ao nascimento é de 3,5 kg
(Garcia, 2002).

2. FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA OVELHA

2.1. Ciclo Estrico

O ciclo éstrico é o intervalo de tempo que medeia entre dois cios
consecutivos (Hafez, 1987 e Bettencourt, 1999). Nas fémeas, o
estabelecimento da puberdade esta associado ao inicio da actividade ovarica
ciclica, que é determinada pelo aumento da secrecao de hormonas hipofisarias
(Mateus et al., 2016). A ciclicidade ovérica € interrompida apenas pela
gestacdo ou por altera¢cdes ambientais (anestro sazonal) ou patolégicas (Baril
et al., 1993, Bettencourt, 1999, Morello e Chemineau, 2004 e Dendena, 2017).

Na espécie ovina a duracao do ciclo éstrico € de 16-17 dias (Hafez, 1987
e Bettencourt, 1999) ou de 17-21 dias (Granados et al., 2006). A duracéo
média do cio é de aproximadamente 30 horas (Pérez-Clariget e Porras, 2008),
ocorrendo a ovulacéo cerca de 12-16 horas antes do término do cio, ou seja,

24-30 horas apOs o comeco do cio (Hafez, 1987 e Bettencourt, 1999). Hafez



(1987) e Bettencourt (1999) afirmam que a duracdo do cio varia entre 12-50
horas.

O ciclo éstrico pode ser divido em duas grandes fases: folicular — 2-3 dias
(Karsch, 1984 e Bettencourt, 1999) ou 3-4 dias (McDonald, 1991, Fernandéz
Abella, 1999 e Forcada, 2010) — e lutea — 13-14 dias (Legan e Karsch, 1979,
Karsch, 1984 e Bettencourt, 1999). A duracédo do cio varia com a raga, a idade,
a localizacédo geografica, a estacdo do ano, a ocorréncia ou ndo de contacto
com os machos, entre outros factores (Bettencourt, 1999). Nos ovinos, 0 Unico
indicador seguro de cio é o reflexo de imobilidade, ou seja, a ovelha permanece
imovel quando na presenta do carneiro e € montada por este. Na deteccéo de
cios podem ser usados carneiros inteiros equipados com um avental ou
vasectomisados munidos preferencialmente de arnés marcador (Bettencourt,
1999). A fase folicular caracteriza-se pelo desenvolvimento do foliculo,
estrutura ovarica que contém o odcito e que produz grandes quantidades de
estradiol (E2) (Figura 1) (Morello e Chemineau, 2004). Esta fase pode ser
subdividida em: proestro e estro (Granados et al., 2006). Ela termina com a
ovulacdo (Morello e Chemineau, 2004, Granados et al., 2006 e Bartlewski et
al., 2011).

% . Pico de LH -
Ovulagao Estrogénios Ovulagéo
4 A
A [ e
taal 000 T .'; s 1 D
S ~"  Redugdodos "%, |
52 ) niveis de =~ Yo
progesterona £
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! f b 1 "_.'
0 dias 17-21 dias

Figura 2: Variagdo dos niveis circulantes de LH e de esteroides sexuais

durante o ciclo éstrico (Granados et al., 2006).

A fase lutea pode ser subdividida em: metaestro e diestro (Sebastian
Lopez, 1989, Baril et al., 1993, Hafez e Hafez, 2004 e Morello e Chemineau,
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2004). O metaestro inicia se apos a ovulacédo e tem uma duracdo de 2-3 dias
(Sebastian Lopez, 1989 e Hafez e Hafez, 2004) e é marcado pela formacao do
corpo hemorragico (Morello e Chemineau, 2004). O diestro € a subfase mais
longa do ciclo éstrico (11-13 dias) e caracteriza-se pela producdo lutea de
progesterona (P4) (Morello e Chemineau, 2004). Esta hormona é responsavel
pela manutencao da gestacao (Sebastian Lopez, 1989 e Hafez e Hafez, 2004).
Se a fémea nao ficar gestante, o corpo luteo (CL) regredira entre o 11°-12° dias
(Morello e Chemineau, 2004) ou por volta do 13° dia pds-cio (Granados et al.,
2006), de que resulta uma diminuicdo abrupta dos niveis circulantes de P, e a
possibilidade de se iniciar um novo ciclo éstrico (Granados et al., 2006). Nos
ruminantes, a hormona responsavel pela destruicdo do CL (lutedlise) é a
Prostaglandina F,, (PGF,,) produzida no endométrio uterino (Granados et al.,
2006).

2.2. Endocrinologia Reprodutiva da Fémea

O controlo do ciclo éstrico envolve uma sequéncia de alteracdes
hormonais reguladas pelo eixo hipotalamo-hipofise-gébnadas que actua com os
ovarios e o Utero (Baril et al., 1993, Bettencourt, 1999, Morello e Chemineau,
2004, Simonetti, 2008, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). O hipotalamo é
responsavel pela secrecdo de GnRH (Hormona Libertadora de
Gonadotropinas), a hipofise anterior pela secrecdo de gonadotropinas — FSH
(Hormona Foliculo-Estimulante) e LH (Hormona Luteinizante) — e as génadas
pela secrecdo de esterodides sexuais (E; e P4) (Venancio, 2012). A secrecédo de
GnRH ¢é condicionada por estimulos externos (fotoperiodo, alimentacéo,
condicBes climatéricas, factores sociais, entre outros) e internos (individuo,
sexo, idade, condicdo corporal, estado de saude, entre outros) (Haresign, 1993
e Dendena, 2017).

O aumento da frequéncia de secrecdo de GnRH, via terminacdes
nervosas da Eminéncia Mediana, promove o incremento da secrecdo de FSH
e, particularmente, de LH (Rubianes, 2000 e Sicherle, 2005). As gonadotrofinas
sdo sintetizadas e armazenadas nas células basofilas da hipofise anterior
(Hutchinson, 1979 e Bettencourt, 1999), sendo posteriormente libertadas, por
exocitose, em resposta a estimulacéo exercida pela GnRH (Bettencourt, 1999).

A FSH é responsavel pelo recrutamento, crescimento e maturacdo do(s)
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foliculo(s) pré-ovulatorio(s) (Figura 2) (Rubianes, 2000 e Sicherle, 2005). A LH
é responsavel pela maturacao do foliculo pré-ovulatério, pela ovulacdo e pela
luteinizagdo das estruturas foliculares remanescentes de que resulta a
formacéo do CL (Rubianes, 2000 e Sicherle, 2005).

Reserva de
foliculos
primordiais

Foliculos FS
g LH dependentes ™\
Foliculogs)
ovulatdrio(s)

Figura 3: Modelo do crescimento folicular (Granados et al., 2006).

Ao logo do ciclo éstrico, as ovelhas possuem nos ovérios entre 200 e 400
foliculos em crescimento (Antoniolli, 2002; citado por Oliveira e Oliveira, 2008).
Dos 25 a 50 foliculos terciarios, normalmente, apenas 1 se convertera em
foliculo dominante, sofrera maturacdo e ovulara (Antoniolli, 2002; citado por
Oliveira e Oliveira, 2008). Durante o crescimento folicular, a secre¢cdo de FSH,
ndo acompanhada da secrecdo de LH estimula a mitose das células da
granulosa o aumento do tamanho do(s) foliculo(s) e a secrecao folicular de E;
(Raju et al., 2013). A accdo combinada da FSH e dos E, é responsavel pelo
crescimento uniforme do(s) foliculo(s) (Raju et al., 2013). A medida que a
concentracdo de FSH se eleva, aumenta também o numero de receptores
membranares de LH (Levi-Setti et al., 2004 e Dendena, 2017).

No decurso da fase folicular, a secrecdo de FSH é inibida através dos
mecanismos de retroacgdo negativa exercidos pelos E; e pela inibina
(glicoproteina segregada a nivel folicular) (Forcada, 2010). No final desta fase,

o aumento dos niveis de E,, associado a niveis basais de P4, promovem uma
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retroaccao positiva sobre o eixo hipotalamo-hipofisario, de que resulta um pico
de FSH e o pico pré-ovulatério de LH (Salamonsen et al., 1973, Downey, 1980
e Bettencourt, 1999). Cerca de 18-24 horas depois, ocorre uma segunda
elevacdo dos niveis circulantes de LH (Salamonsen et al., 1973, Downey, 1980
e Bettencourt, 1999). Os elevados niveis circulantes de LH promovem
alteracdes estruturais no foliculo, que resultam na expulsao do odcito Il (Perry,
1991) e na luteanizacao das células da granulosa (Dendena, 2017).

ApOs a ovulacdo, a parede do foliculo torna-se gradualmente mais
espessa, devido a hipertrofia e hiperplasia das células da granulosa (Hafez e
Hafez, 2004). As células que proliferam rapidamente preenchem a cavidade do
antro e comecam a segregar P, (Hafez e Hafez, 2004 e Dendena, 2017). A P4
determina a reducdo da frequéncia de Ilibertacdo de GnRH e
consequentemente de LH (Hafez e Hafez, 2004 e Dendena, 2017). Os niveis
basais de E; inibem a capacidade de resposta da hipofise anterior a ac¢ao da
GnRH e consequentemente diminuem a sintese de gonadotrofinas (Hafez e
Hafez, 2004 e Dendena, 2017). Este mecanismo de retroaccdo negativo €
potencializado pela P, (Hafez e Hafez, 2004 e Dendena, 2017).

Se a ovelha néo ficar gestante os E, produzidos pelos foliculos em
crescimento estimulam a secrecéo lUtea de oxitocina e potencializa a secrecao
uterina de PGFy, (Bettencourt, 1999, McCracken et al., 1999, Forcada, 2010 e
Bartlewski et al., 2011). Nos ruminantes, a producdo e a secrecado de PGFyq
séo desencadeadas pela oxitocina de origem uterina (Bettencourt, 1999). Na
verdade, estabelece-se uma retroaccao positiva entre a sintese de oxitocina e
a sintese de PGF,,, de modo a assegurar a lutedlise (Silvia e Raw, 1993 e
Dendena, 2017). Terminada a lutedlise, produz-se um aumento da secrec¢ao de
GnRH, o gue estimula o crescimento folicular e a secrecéo de E, (Clark et al.,
1987 e Padilha, 2007). Recomeca entdo um novo ciclo ovarico (Clark et al.,
1987 e Padilha, 2007).

3. SAZONALIDADE REPRODUTIVA

A sazonalidade reprodutiva € uma caracteristica adaptativa que determina
que os partos coincidam com a estacdo do ano em que as condi¢des
climatéricas e alimentares sdo mais favoraveis ao crescimento fetal final e a
lactagéo (Baril et al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Thiéry et al., 2002, Rosa e
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Bryant, 2003, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004, Valentim et al.,
2004, Scaramuzzi et al., 2006, Safari et al., 2012, Valentim et al., 2014 e
Valentim et al., 2015a) e consequentemente a viabilidade e crescimento pos-
natal da cria (Barill et al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Martin et al., 2002, Thiéry
et al., 2002, Rosa e Bryant, 2003, e Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al.,
2004, Valentim et al., 2004, Scaramuzzi et al., 2006, Safari et al., 2012,
Valentim et al., 2014 e Valentim et al., 2015a).

Os ovinos sao animais poliéstricos sazonais (Baril et al., 1993, Morello e
Chemineau, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Simonetti, 2008, Fonseca et
al., 2010 e Bartlewski et al., 2011). Essa sazonalidade reprodutiva caracteriza-
se por alteracbes comportamentais e enddcrinas, que dao origem a uma
alternancia anual entre dois periodos distintos: a estacdo reprodutiva e a
estacdo de anestro sazonal (Rosa e Bryant, 2003 e Dendena, 2017). S&o
denominados de reprodutores de “dias curtos” ou de “dias decrescentes”,
reproduzem-se preferencialmente nos meses em que o fotoperiodo é “curto”
(Outono/Inverno) ou "decrescente" (Verdo/Outono) (Baril et al., 1993, Leboeuf
et al., 2000, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004, Valentim, 2004,
Fonseca, 2005, Scaramuzzi et al., 2006, Safari et al., 2012, Venéncio, 2012,
Valentim et al., 2014 e Valentim et al., 2015a).

Nas regides temperadas e polares o fotoperiodo € o principal factor
regulador da sazonalidade (Hafez, 1987, Chemineau et al., 1992, Baril et al.,
1993, Bettencourt, 1999, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Fonseca et al., 2010 e
Santolaria et al., 2011). Todas as racas ovinas originarias de latitudes
superiores a 30° (Lincoln, 1992) ou 40° (Chemineau et al., 1992) apresentam
variacbes sazonais na sua actividade reprodutiva ditadas pela duracdo do
periodo diario de luz (Ortavant et al., 1985, Correia, 1996 e Bettencourt, 1999).
Contudo, outros factores estdo igualmente envolvidos na modelacdo da
actividade reprodutiva sazonal: genética, idade, sexo, estado nutricional,
alimentacdo, estado de saude, condi¢cdes climatéricas e relacdes sociais
(Sadlier, 1969, Chemineau et al., 1993, Pérez et al., 1998 e Valentim, 2004).
Nas regides temperadas de menor latitude, a sazonalidade tende a ser menos
influenciada pelo fotoperiodo e mais pela alimentacdo (preditiva) e pela
termorregulagdo (Valentim et al., 2016a). J4 nas regides tropicais ou

subtropicais, a sazonalidade reprodutiva é pouco marcada e resulta
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essencialmente das disponibilidades presentes de alimentos (oportunista),
particularmente dependentes da pluviosidade (Hafez e Hafez, 2004, Valentim
et al., 2004 e Dendena, 2017).

As fases de transicdo entre as estacdes reprodutiva e de anestro e vice-
versa sdao marcadas por uma actividade ovarica “imperfeita”. ovulagoes
“silenciosas” e subestro (Correia, 1996, Valentim et al.,, 2006b e Venancio,
2012). Na estacdo de anestro, estes fendbmenos também ocorrem (Correia,
1996, Bettencourt, 1999, Valentim et al., 2006b e Venancio, 2012). Ao que tudo
indica, as ovulagdes “silenciosas” resultam da inexisténcia prévia de elevados
niveis circulantes de P4, necessarios a formacéo de receptores de E, no eixo
hipotalamo-hipdéfise-génadas (Hall et al.,, 1986, Valentim et al., 2006b e
Venancio, 2012) e a manifestacdo de sinais detectaveis de cio (Chemineau et
al., 1987, Potes, 1989, Valentim et al., 2006b, Senger, 2011 e Venancio, 2012).
Por seu turno, o subestro parece estar associado a um crescimento folicular
demasiado rapido (resultante da auséncia prévia de P,) e a falha do

mecanismo de ovulacdo (Venancio, 2012).
4. CONTROLO DA ACTIVIDADE REPRODUTIVA

A expansdo da ovinicultura traz consigo novos desafios e a busca de
tecnologias que permitam aos criadores obterem melhores resultados
reprodutivos e produtivos e consequentemente da rentabilidade das
exploragbes (Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015a e Dendena,
2017). Neste sentido, o controlo da actividade reprodutiva deve ser usado para
promover uma melhor gestao, permitindo um maneio mais eficaz de animais e
de factores de producéo, reducédo dos periodos improdutivos — antecipacao da
puberdade e reducdo dos periodos de vazio —, do aumento das taxas
reprodutivas (fertilidade, prolificidade e fecundidade) e da utilizacdo da
inseminacao artificial (IA) (maior progresso genético) (Castilho et al., 2013,
Afonso, 2015, Valentim et al., 2015a e Dendena, 2017). Deve ainda permitir um
melhor ajustamento da producdo aos mercados (Venancio, 2012, Castilho et
al., 2013, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015a e Dendena,
2017).

Nos animais domesticados, o controlo da actividade reprodutiva pode ser
conseguido através da manipulagcéo da fase folicular ou da fase lutea do ciclo

12



éstrico (Wildeus, 2000). Nas ovelhas, ele € exercido essencialmente sobre a
fase Iutea, por esta ser mais longa e susceptivel de manipular eficazmente
(Wildeus, 2000 e Venancio, 2012). Nos pequenos ruminantes, o controlo da
actividade reprodutiva engloba a inducdo ou a sincronizacdo da actividade
ovarica (Azevedo et al., 2006, Cortez, 2012, Venancio, 2012, Mateus, 2014,
Afonso, 2015 e Dendena, 2017).

A sincronizacao consiste na concentracado da actividade reprodutiva em
um intervalo de tempo restrito (24-72 horas), durante a estacdo reprodutiva
(Steyn, 2003 e Dendena, 2017). Todavia, na estacdo de anestro sazonal a
actividade ovérica tem de ser induzida (Fonseca, 2005, Venancio, 2012,
Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena, 2017). Presentemente existem Varios
métodos de controlo da actividade reprodutiva em pequenos ruminantes:
manipulacdo do fotoperiodo (tratamento luminoso), bioestimulagcdo ou
administracdo de hormonas exdgenas (Valentim et al., 2006b, Gonzalez-Bulnes
et al., 2010, David, 2012, Castilho et al., 2013, Mateus, 2014, Afonso, 2015,
Valentim et al., 2015a e Dendena, 2017).

Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos diversos protocolos de
controlo da actividade ovérica baseado na utilizacdo de progestagénios e/ou de
PGF,, e de gonadotropinas hipofisarias e/ou coridnicas (Ungerfeld e Rubianes,
2002, Freitas e Rubianes, 2004, Valentim et al., 2006b, Gonzéalez-Bulnes et al.,
2010, Abecia et al., 2011, Letelier et al., 2011, Cortez, 2012, Venancio, 2012,
Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b, Dendena, 2017 e Romano
et al., 2017). A resposta dos animais aos diferentes tratamentos adoptaveis
varia em funcao de factores como: a raga, o individuo, a idade, a estacédo do
ano, o maneio, o estado nutricional, o estado sanitario, a fase da lactacéo, o
protocolo implementado, as hormonas administradas, as doses empregues, 0
sistema de beneficiagdo adoptado (monta natural ou inseminacao artificial),
entre outros (Azevedo et al., 2006, Valentim et al., 2006b, Lopez-Sebastian et
al., 2007, Bartlewski et al., 2008, Gonzalez-Bulnes et al., 2010 e Bukar et al.,
2012, Venancio, 2012 e Valentim et al., 2015a).

De seguida séo referidos os efeitos das hormonas usados no presente

trabalho: melatonina, progestagénios e gonadotropina corionica.
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4.1. Melatonina

Nos pequenos ruminantes, a melatonina exégena pode ser usada na
inducdo da actividade reprodutiva (Correia, 1996, Valentim et al., 2006a,
Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015a). Esta hormona actua a
véarios niveis do eixo endocrino reprodutivo (Valentim 2004, Valentim et al.,
2006a, Forcada, 2010, Abecia et al., 2012, Valentim et al., 2015a). Contudo, a
sua accao principal exerce-se a nivel do sistema nervoso central e relaciona-se
com a modificacdo da frequéncia de libertacdo de GnRH/LH (Valentim 2004,
Valentim et al.,, 2006a, Abecia, 2010, Forcada, 2010, Abecia et al., 2012,
Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a). A accao
hipotalamica € mediada por dois mecanismos complementares: modulacdo
directa da secrecdo de GnRH (esterdide-independente) e alteracdo da
sensibilidade do eixo hipotalamo-hipofisario face a retroaccdo negativa
exercida pelos esterdides gonadais (esterdide-dependente) (Valentim 2004,
Valentim et al., 2006a, Forcada, 2010, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso,
2015 e Valentim et al., 2015a).

A forma mais comum de administrar melatonina € através de implantes
subcutaneos (2 x 4 mm), contendo 18 mg desta hormona (Azevedo et al., 2006,
Forcada, 2010, Mateus, 2014 e Afonso, 2015). Estes implantes sdo colocados
na base das orelhas e libertam lentamente para a corrente sanguinea 100-300
pg/ml de melatonina (Valentim, 2004, Forcada, 2010, Abecia et al., 2012,
Mateus, 2014 e Valentim et al., 2015a). Esta libertacdo permanente de
melatonina (24 horas) ndo afecta a libertacdo enddgena de melatonina
(Valentim, 2004 e Forcada, 2010). Os implantes mantém-se funcionais por um
periodo de 60-70 dias (Valentim et al., 2006a, Forcada, 2010, Venancio, 2012,
Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a), podendo mesmo
alcancar os 100 dias (Forcada, 2010).

Vinte e quatro horas apds a colocagdo de implantes subcuténeos de
melatonina aumenta a secrecao pulsatil de GnRH/LH (Chemineau et al., 1996,
Malpaux et al., 1996, Loureiro, 2003, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso,
2015 e Valentim et al., 2015a). Porém a alteracdo significativa da secrecéo
pulsatil de GnRH/LH sé ocorre 40 a 60 dias apo0s a colocacdo dos referidos

implantes de melatonina (Misztal et al.,, 2002, Rosa e Bryant, 2003, Valentim,
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2004, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a). A
resposta reprodutiva das fémeas s6 se torna semelhante a da estacéo
reprodutiva nos trés ciclos ovaricos seguintes (2-4 ciclos pos-tratamento), ou
seja, até cerca de 70 dias apds a colocacdo dos implantes subcutaneos de
melatonina (Valentim et al., 2006a e Forcada, 2010, Abecia et al.,, 2012,
Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al.,, 2015a).
Segundo Forcada (2010) a cobricdo das fémeas antes do 40° dia pos-
tratamento prejudica tanto a fertilidade como a fecundidade.

O protocolo de administracdo de melatonina exdgena € simples
(Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a). Em
cada fémea pubere € colocado um implante subcutdneo de melatonina
(Valentim et al., 2006a, Abecia, 2010, Forcada, 2010, Abecia et al., 2012,
Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a). Alcaide
et al. (2001) entendem que o numero de implantes a colocar deve variar em
funcdo do peso corporal. Nas ovelhas, por cada 60 kg de peso corporal, deve
ser colocado 1 implante subcutdaneo de melatonina (Alcaide et al., 2001,
Valentim et al., 2006a, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim
et al., 2015a). Nos carneiros, devem ser colocados 3 implantes/macho (Abecia,
2010 e Abecia et al., 2012). Alcaide et al. (2001) afirmam que nos machos séo
necessarias doses mais elevadas — 2-3 implantes/animal (em funcdo do peso
corporal). Valentim (2004), apoés ter colocado 3 implantes/macho, em carneiros
da raca Churra Galega Bragancana (peso corporal: 61-80 kg), encontrou
indicios de sobredosagem que, no entanto, ndo pbéde comprovar
inequivocamente.

No Sul da Europa, a reduzida sazonalidade dos pequenos ruminantes
autéctones torna menos evidentes os beneficios da melatonina exdégena
(Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a). Nos sistemas de
producédo caracteristicos do Norte de Portugal, 0os custos inerentes a colocacao
de implantes de melatonina podem mesmo ser superiores as mais-valias
(Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015a).

4.2. Progestagénios

Os progestagénios sdo analogos sintéticos da P4, com efeito bioldgico

superior ao da molécula natural e por esta razdo, sdo administrados em doses
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mais reduzidas, com implante de esponjas vaginais (Romano, 1996, Hafez e
Hafez, 2004, Azevedo et al., 2006, Dixon et al., 2006, Valentim et al., 2006b,
Driancourt, 2012, Venancio, 2012, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b e
Dendena, 2017). Estas hormonas actuam inibindo a secrecdo de GnRH e das
gonadotropinas e, consequentemente, o normal crescimento folicular e a
ovulagdo, ou seja, mimetizam os efeitos naturais da P, que impedem a
ovulacao e prolongam a fase lutea (Romano, 1996, Leyva et al., 1998, Hafez e
Hafez, 2004, Azevedo et al., 2006, Fernandes, 2008, Padilha, 2007, Abecia et
al., 2012, Venancio, 2012, Mateus, 2014 e Afonso, 2015). Os progestagénios
tém uma semivida reduzida (Driancourt, 2012), pois estes sao rapidamente
metabolizados (Azevedo et al., 2006) e eliminados pelas fezes e pela urina
(Romano, 1996, Venancio, 2012 e Dendena, 2017).

Terminado o tratamento progestagénico, desencadeia-se rapidamente um
retorno a actividade ovarica ciclica (Azevedo et al., 2006, Valentim et al., 2006b
Iwamura, 2008, Abecia et al., 2012, Driancourt, 2012,Mateus, Afonso, 2015 e
Dendena, 2017). Cerca de 24-48 horas ap0s a remoc¢do das espojas vaginais,
as ovelhas apresentam cio (Valentim et al., 2006b, Venéancio, 2012, Afonso,
2015 e Dendena, 2017). A ovulacao surge, normalmente, 48-72 horas poés-
tratamento (Valentim et al., 2006b, Venancio, 2012, Afonso, 2015 e Dendena,
2017).

Nos pequenos ruminantes, 0s progestagénios mais utilizados sdo o
acetato de fluorogestona (FGA; 20 mg) e o0 acetato de medroxiprogesterona
(MAP; 60 mg), independentemente das ovelhas se encontrarem na estacao
reprodutiva ou de anestro (Valentim et al., 2006b, Abecia et al., 2011, Cortez,
2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b, Dendena, 2017 e
Ledo, 2017).

Os tratamentos progestagénios sao normalmente aplicados através de
esponjas vaginais (Romano, 1996, Azevedo et al., 2006, Valentim et al., 2006b,
Padilha, 2007, Fernandes, 2008, Abecia et al., 2012, Driancourt, 2012, Mateus,
2014, Afonso, 2015 e Dendena, 2017). Inicialmente, a duracdo destes
tratamentos era equivalente a da fase lutea natural — 10-16 dias (Valentim et
al., 2006b, Venancio, 2012, Afonso, 2015 e Dendena, 2017) ou 12- 15 dias
(Baril et al., 1993, Azevedo et al., 2006, Granados et al., 2006, Martemucci e
D’Alessandro, 2010, Letelier et al., 2011, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015b)
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considerados tratamentos longos (Baril et al., 1993, Azevedo et al., 2006,
Granados et al., 2006, Valentim et al., 2006b, Letelier et al., 2011, Venancio,
2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b e Dendena, 2017).
Presentemente, os tratamentos progestagénicos curtos (5-7 dias) sdo muito
comuns em tratamentos de inducédo e de sincronizacdo da actividade ovarica
(Figura 3) (Valentim et al., 2006b, Simdes, 2010, Abecia et al., 2012, Venancio,
2012, Castilho et al., 2013, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b
e Dendena, 2017). Este intervalo de tempo é inferior a duracdo normal da fase
ltea, é necessario proceder a administracdo de PGF,, ou seus analogos
sintéticos para induzir a lutedlise no inicio do tratamento progestagénico
(Letelier et al., 2009, Correia et al., 2010a, Abecia et al., 2012, Mateus, 2014,

Afonso, 2015 e Dendena, 2017).
O
Regresséo CL O
T
/’f’ O O (f\ C)
Crescimento \J O O

Cio: 30 horas

PGFpq, eCG

Y

Tratamento progestagénico (5 dias)

Folicu!os x e
4 «:_ O O Ovulagéo: 60 horas
O o
o
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Figura 4: Efeitos do tratamento progestagénico sobre o CL e o

crescimento de foliculos (Simdes, 2010). Legenda: PGF,, (Prostaglandina F,,),

eCG (Gonadotropina Coridnica equina), CL (corpo luteo)

Na estacdo reprodutiva, a administracdo prolongada de progestagénios
(tratamentos longos) pode afectar negativamente o funcionamento do eixo
hipotalamo-hipofise-génadas, condicionando a secrecdo de GnRH/LH e os
mecanismos foliculares e ovulatorios, reduzir as manifestacdes detectaveis de
cio, prejudicar a formacao de depdsitos de espermatozoides no canal cervical e
o transporte destes ao longo do tracto genital feminino e conduzindo a uma
diminuicdo da taxa de fertilidade (Leyva et al., 1998, Greyling e van der Nest,
2000, Azevedo et al., 2006, Valentim et al., 2006b, Padilha, 2007, Martemucci e
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D’Alessandro, 2010, Martemucci e D’Alessandro, 2011 e Vifoles et al., 2011,
Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena, 2017).

Na estacdo de anestro, os tratamentos com progestagénios exodgenos
pré-sensibilizam o eixo hipotalamo-hipofise-gdnadas e melhoram a actividade
ovarica (Azevedo et al., 2006, Driancourt, 2012, Mateus, 2014 e Afonso, 2015),
as manifestacdes de cio e o transporte de espermatozoides no trato genital
feminino (Azevedo et al., 2006, Mateus, 2014 e Afonso, 2015) e a funcéo latea
(Leyva et al., 1998, Mateus, 2014 e Afonso, 2015). No mesmo sentido, nos
periodos de transicdo entre as estacfes de anestro e reprodutiva, o uso de Py
ou seus analogos sintéticos é bastante eficaz (Zeleke et al., 2005, Fernandes,
2008, Venancio, 2012, Cortez, 2012 e Afonso, 2015).

Os efeitos da duracdo do tratamento progestagénico (longo ou curto)
sobre a inducdo da actividade reprodutiva continuam por estabelecer. Segundo
Ungerfeld e Rubianes (1999), Ungerfeld e Rubianes (2002) e Letelier et al.
(2009), eles sao idénticos. Porém, Correia et al. (2010b) verificaram que a
inducdo da actividade ovérica (promovida pelo “efeito macho”) foi superior em
ovelhas pré-sensibilizadas com um tratamento progestagénico longo (14 dias)

do que com um tratamento progestagénico curto (7 dias).

4.3. Gonadotropina Coriénica equina

A Gonadotropina Coriénica equina (eCG) também denominada de
Gonadotropina Sérica da Egua Gestante (PMSG) foi uma das primeiras
gonadotrofinas a ser comercializada e a ser utilizada na promocao da ovulacéo
ou de superovulacdes em animais domesticados (Hafez e Hafez, 2004, Adams
e Boime, 2008, lwamura, 2008, Shabankareh et al., 2012, Venancio, 2012 e
Mateus, 2014). Ela foi desenvolvida através de experiéncias com ratos
imaturos aplicando a injeccdo de soro de éguas prenhas, induzindo a
maturidade sexual (Hafez et al., 1987, Venancio, 2012 e Mateus, 2014).

A eCG possui uma accdo simultaneamente FSH (80%) e LH (20%)
(Barret et al., 2004, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena,
2017). Possui uma semivida longa, de até 3 dias, devido a sua elevada
concentracdo em &cido sidlico e pode ser administrada numa Unica injeccéo
(Hafez et al., 1987, Murphy e Martinuk, 1991, Valentim et al., 2006b, Venancio,
2012, Mateus, 2014, Valentim et al., 2015b e Dendena, 2017). Ela pode ligar-se
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a receptores foliculares de FSH e de LH e a receptores luteos de LH (Neto,
2009, Venancio, 2012 e Mateus, 2014) ou seja, condiciona o crescimento e a
maturacdo folicular, a ovulacdo e mantém o CL (Venancio, 2012 e Mateus,
2014). De acordo com Driancourt (2012), a ac¢cdo FSH desta hormona promove
o crescimento folicular (entre os 2-6 mm de diametro) e induz a expresséo da
aromatase, necessaria a conversdo dos androgénios em estrogénios (Ey). A
accao LH mantém o crescimento folicular entre os 6-8 mm de diametro e
maximiza a producdo de androgénios por parte dos grandes foliculos (que
depois sao aromatizados em Ej) (Driancourt, 2012, Venancio, 2012).

Nos protocolos de controlo da actividade ovérica e de inseminagdo a
tempo fixo (IATF), a eCG produz uma boa sincronizacdo da actividade ovarica
e eleva as taxas de ovulacdo e de prolificidade (Evans e Robinson 1980, Dias
et al., 2001, Barret et al., 2004, Azevedo et al., 2006, Neto, 2009, Abecia et al.,
2012, Bukar et al., 2012, Afonso, 2015 e Dendena, 2017). Porém o uso repetido
da eCG pode causar a formacéo de anticorpos contra a eCG e promover uma
reducdo da fertilidade (efeitos negativos sobre a resposta ovulatoria e o
aparecimento tardio do cio) (Maurel et al., 2003, Valentim et al., 2006b,
Driancourt, 2012, Mateus, 2014 e Dendena, 2017). Outros autores afirmam que
se podem aplicar varios tratamentos com eCG sem que ocorra a formacao de
anticorpos especificos (Maurel et al., 2003, Azevedo et al., 2006, Mateus, 2014
e Dendena, 2017).

A dose de eCG que garante a ovulagéo varia em funcao da idade (Abecia
et al., 2012, Driancourt, 2012, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e
Dendena, 2017), do estado fisioldgico das fémeas (Abecia et al., 2012,
Driancourt, 2012, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena,
2017), da estacdo do ano (Driancourt, 2012, Mateus, 2014 e Afonso, 2015) e
da taxa de prolificidade pretendida (Driancourt, 2012, Mateus, 2014 e Afonso,
2015). Nas ovelhas ciclicas é aconselhavel administrar doses que variam entre
300-500 Ul (Driancourt, 2012) ou 300-350 Ul (Abecia et al., 2012). Nas ovelhas
em anestro aconselha-se injectar 400-600 Ul (Driancourt, 2012) ou 400-500 Ul
(Abecia et al., 2012). Nas malatas, a dose pode ser inferior — 250-400 Ul se
estiverem ciclicas e 300-500 Ul se estiverem em anestro (Driancourt, 2012).
Normalmente, enquanto doses de 450-600 Ul promovem a ovulagao, doses

proximas de 750 Ul induzem superovulacdes (Valentim et al., 2006b, Venancio,
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2012, Mateus, 2014 e Afonso, 2015). Todavia, doses muito elevadas podem
resultar em altas perdas embrionarias ou na formacdo de quistos ovaricos
(Azevedo et al., 2006, Valentim et al.,, 2006b e Venancio, 2012 e Mateus,
2014). Nas racas muito prolificas, a eCG deve ser usada em doses mais baixas
(Driancourt, 2012 e Mateus, 2014).

5. INSEMINACAO ARTIFICIAL

A 1A é uma técnica reprodutiva que implica a deposicdo de
espermatozoides no trato reprodutivo feminino por meios artificiais em vez do
servigco natural (Gordon, 1997, Aisen, 2004a, Robertson, 2005, Granados et al.,
2006, Barbosa e Machado, 2008, Morrell, 2011, Mateus et al., 2016, Valentim
et al., 2016b e Ledo, 2017). Ela pode contribuir para, o melhoramento genético
dos efectivos (Granados et al., 2006 e Abecia et al., 2017) e para melhorar a
gestao das exploracdes e dos animais, para aumentar as suas taxas produtivas
e reprodutivas e consequentemente a sua rentabilidade (Granados et al., 2006

e Valentim et al., 2016b). A IA comporta ainda outras vantagens:

e Aumenta o rigor dos registos reprodutivos (Baril et al., 1993, Haresign,
1993 e Aisen, 2004a);

e Controlo de doencas sexualmente transmissiveis (Eaglesome e
Garcia, 1997, Morrell, 2011, Lazia, 2012 e Abecia et al., 2017);

e Facilita os testes de descendéncia (Baril et al., 1993, Gordon, 1997,
Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Leethongdee et al., 2007, Fonseca
et al., 2010, Santolaria et al., 2014 e Valentim et al., 2016b) e acelera
o melhoramento genético (Leethongdee et al., 2007 e Fonseca et al.,
2010);

e Maximiza o uso dos reprodutores de elevado valor genético (Baril et
al., 1993, Haresign, 1993, Eaglesome e Garcia, 1997, Gordon, 1997,
Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006, Fonseca et
al.,, 2010 e Valentim et al., 2016b), o que se traduz em uma maior
economia nao so financeira como de tempo (Baril et al.,, 1993,
Haresign, 1993, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al.,
2006 e Konyali et al., 2013);
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Possibilita a utilizacdo de sémen recolhido e armazenado na estacéo
de anestro (Salamon e Maxwell, 2000 e Konyali et al., 2013);

Aumenta rapidamente o rendimento genético e produtivo (Baril et al.,
1993, Haresign, 1993, Chemineau et al., 1996, Eaglesome e Garcia,
1997, Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000, Salamon e Maxwell, 2000,
Aisen, 2004a,b, Anel et al., 2005, Anel et al., 2006, Granados et al.,
2006, Leethongdee et al., 2007, Holtz et al., 2008, El-Shahat e Alsafy,
2009, Fonseca et al.,, 2010, Candappa e Bartlewski, 2011, Morrell,
2011, Cseh et al., 2012, Konyali et al., 2013, Santolaria et al., 2014,
Palacios e Abecia, 2015, Abecia et al., 2016, Valentim et al., 2016b,
Yotov et al., 2016, Abecia et al., 2017, Banday et al., 2017 e Romano
et al., 2017);

Possibilita a utilizacdo de reprodutores temporariamente
incapacitados para realizar a monta (Aisen, 2004a, Granados et al.,
2006 e Morrell, 2011);

Permite identificar atecipadamente situacdes de subfertilidade
masculina (Gordon, 1997 e Tsakmakidis, 2010);

Aumenta a “vida util” dos reprodutores, inclusive, apds a sua morte, ja
gue os espermatozoéides podem ser criopreservados em azoto liquido
por tempo indeterminado (Fonseca et al.,, 2010 e Valentim et al.,
2016b);

Estende os limites geogréficos e temporais da cobricdo natural (Baril
et al., 1993, Campbell et al., 1996, Chemineau et al., 1996, Salamon e
Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Granados et al., 2006, Bucak et al.,
2010, Morrell, 2011, Konyali et al.,, 2013, Sieme et al., 2016 e
Valentim et al., 2016b);

Facilita o transito nacional e internacional de material genético
(Campbell et al., 1996, Aisen, 2004a,b e Sieme et al., 2016);

Pode ser usada na preservacdo de racas raras ou em perigo de
extingao (Aisen, 2004a,b, Tsakmakidis, 2010, Monrell, 2011, Abecia et
al., 2016, Jiménez-Rabadan et al., 2012a, Jiménez-Rabadan et al.,
2016 e Arando et al., 2017);
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e Reduz os custos relacionados com a posse e manutengdo de
reprodutores e 0s riscos que 0S Mesmos representam para 0S outros
animais e para os criadores (Baril et al., 1993, Haresign, 1993, Aisen,
2004a e Banday et al., 2017);

e Possibilita um melhor controlo das actividades reprodutiva e produtiva
dos efectivos, o que comporta claras vantagens econémicas (Baril et
al., 1993, Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados
et al., 2006, Valentim et al., 2016b e Abecia et al., 2017). Possibilita a
escolha mais precisa da época de partos (Baril et al., 1993, Leboeuf
et al.,, 2000, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006, Fonseca et al.,
2010, Valentim et al., 2016b e Abecia et al., 2017). Facilita a criacdo
de lotes, permite a implementacédo de técnicas de maneio tdo simples
como o flushing, o steaming up e a assisténcia aos partos, as quais
tém igualmente importantes repercussées econdémicas (Baril et al.,
1993, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al.,, 2006 e
Fonseca et al.,, 2010). Permite a criacdo de lotes de animais para
venda mais uniformes ou na mesma fase do ciclo produtivo (Baril et
al., 1993, Leboeuf et al., 2000, Aisen, 2004a, Granados et al., 2006,
Holtz et al., 2008, Fonseca et al., 2010 e Valentim et al., 2016b).
Possibilita a programacao mais precisa da utilizacdo da mé&o-de-obra
(Valentim et al., 2016b);

e Melhora as taxas reprodutivas durante a estacdo de anestro
(Venéncio, 2012 e Mateus, 2014).

A |A possui igualmente algumas desvantagens:

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

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

e Concentracao da actividade reprodutiva das ovelhas e dos partos em
efectivos de grande dimensao (Azevedo et al., 2006 e Valentim et al.,
2016b);

e Dificuldades na deposicdo do sémen no utero (Baril et al., 1993, Anel
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et al., 2006, El-Shahat e Alsafy, 2009, Morrell, 2011 e Valentim et al.,
2016b);

e Dificuldades na criopreservacao do sémen (Salamon e Maxwell, 2000,
Anel et al., 2006, O’'Meara et al., 2007, Morrell, 2011, Konyali et al.,
2013, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016b, Dendena, 2017 e
Snoeck et al., 2017);

e Na estacdo reprodutiva, as taxas de fertiidade aparente sao
normalmente inferiores as conseguidas por monta natural (Aisen,
2004a, Ferra e Sereno, 2006 e Valentim et al., 2016b);

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

¢ Risco de disseminacdes de falhas genetica e de doencas (Baril et al.,
1993, Eaglesome e Garcia, 1997, Aisen, 2004a e Leethongdee et al.,
2007);

e Alguns sdo portadores de virus no sémen, sem sinais clinicos de

doenca (portadores) (Leethongdee et al., 2007 e Monrell, 2011);

e Algumas bactérias patogénicas sao resistentes aos antibibticos
presentes nos diluidores seminais ou podem evitar os seus efeitos

formando bio peliculas (Morrell, 2011).

Nos ovinos, uma das principais barreias a difusdo da técnica de IA
relacionam-se com a anatomia do canal cervical (Sayre e Lewis, 1996, Baril et
al.,, 1993, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004a,b, Morello e Chemineau,
2004, Anel et al., 2005, Naqgvi et al., 2005, Leethongdee et al., 2007,
Dominguez et al., 2008, El-Shahat e Alsafy, 2009, Candappa e Bartlewski,
2011, Bromfield, 2016, Valentim et al., 2016b e Banday et al., 2017).

5.1. Cérvix

Na ovelha, o cérvix é longo, fibroso, tubular, tem um Iimen bastante
contorcido (Leethongdee et al., 2007, Leethongdee et al.,, 2010, Candappa e

Bartlewski, 2011 e Moura et al, 2011) e possui 3-7 anéis cervicais
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desalinhados que funcionam como uma barreira fisica a entrada de
contaminantes externos no utero (Kershaw et al., 2005, Anel et al., 2006 e
Candappa e Bartlewski, 2011). Nestas fémeas, 0s anéis cervicais representam
a maior dificuldade a inseminacao cervical profunda e uterina (via cervical),
pois eles projectam-se para o lumen (Os externo) e os segundo e terceiro anéis
estdo frequentemente desalinhados com o primeiro (Figura 4) (Kershaw et al.,
2005 e Moura et al., 2011). A raca, a idade e o numero de partos anteriores
também afectam a forma do cérvix (Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et

al., 2011).

Figura 5: Classificacdo quanto a direccdo e a maxima profundidade de

penetracdo em IA em ovelhas (Kershaw et al., 2005). Legenda: (A) Grau 1,
(B) Grau 2 e (C) Grau 3

5.1.1. Os Cervical Externo

No estudo desenvolvido por Kershaw et al. (2005), este autor classificou a
morfologia do Os externo em 5 tipos (Figura 5):

A — Bico de pato: duas pregas opostas de tecido cervical, com uma fenda
horizontal central onde se situa o orificio externo.

B — Fenda: sem protrusdes na vagina anterior, com uma fenda como

abertura do canal cervical.
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C — Rosa: conjunto de dobras cervicais que se projecta para a vagina e

gue obscurece o orificio externo.

D — Papila: prega que sobressai na vagina, com o orificio externo no seu
apice.

E — Aba: prega de tecido cervical que se projecta para a vagina e que se

sobrepde, completa ou parcialmente, ao orificio externo, criando o

aspecto de uma aba.

Figura 6: Classificacdo da morfologia de Os externo da ovelha (Kershaw
et al., 2005).

5.2. Métodos de Recolha e de Preservacdo de Sémen

A recolha de sémen consiste na colheita de um ejaculado, selecionado
pelo homem, a partir do aparelho genital masculino com recurso a mecanismos
fisicos (Ribeiro, 1997 e Granados et al., 2006). O método de colheita é muito
importante para a preservacdo do sémen (Aisen e Venturino, 2004, Jiménez-
Rabadan et al., 2012b e Jiménez-Rabadan et al.,, 2016). Nos pequenos
ruminantes, a recolha de sémen é feita, essencialmente, através de dois
métodos: vagina artificial (VA) e electroejaculacdo (Baril et al., 1993, Ribeiro,
1997, Steyn, 2003, Ferra e Sereno, 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008,
Cebrian et al., 2010a, Maia, 2010, Jiménez-Rabadan et al., 2012a, Jiménez-
Rabadan et al., 2016, Valentim et al., 2016b e Leé&o, 2017).

25



5.2.1. Vagina Attificial

A vagina artificial (VA) permite a recolha induzida de sémen
(Mascarenhas, 2005, Granados, et al 2006 e Gongcalves et al., 2008). E o
método mais indicado, sendo muito semelhante ao acto da cépula natural
(Sorensen Jr., 1979, Baril et al., 1993, Mascarenhas, 2005, Granados et al.,
2006, Gongalves et al. 2008, Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Ledo, 2017). Este
método mimetiza as condi¢des naturais de temperatura e de pressao da vagina
da ovelha (Aisen e Venturino, 2004, Lucena, 2010 e Leédo, 2017). Permite obter
sémen de melhor qualidade e com menos contaminantes do meio natural
(Lucena, 2010). Este método tem como principal desvantagem a necessidade
de treinar os machos doadores (Gordon, 1997, Steyn, 2003, Aisen e Venturino,
2004, Ferra e Sereno, 2006, Granados et al., 2006, Pérez-Clariget e Porras,
2008, Cebrian et al., 2010a, Fonseca et al., 2010, Maia, 2010, Jiménez-
Rabadéan et al., 2012a,b, Jiménez-Rabadan et al., 2016 e Ledo, 2017).

A VA é composta por um tubo rigido com uma valvula dupla, uma bainha
interior em borracha, um cone flexivel (Figura6) e um tubo de colheita
(Granados et al 2006 e Lucena, 2010). A VA deve ser exteriormente recoberta
por uma capa de térmica (Figura 6) (Granados et al 2006 e Lucena, 2010). A
bainha deve ser bem lubrificada e a VA deve ser aquecida a cerca de 42-46°C
(Gordon, 1997, Ferra e Sereno, 2006 e Lucena, 2010). Quando da recolha, a
temperatura da mesma nao deve ultrapassar muito os 37°C a fim de evitar o
choque térmico nos espermatozéides (Nunes, 2002, Ferra e Sereno, 2006 e
Lucena, 2010). Os carneiros devem montar, preferencialmente, uma ovelha em
cio natural ou induzido ou um manequim (Baril et al., 1993, Gordon, 1997,
Aisen e Venturino, 2004, Ferra e Sereno, 2006, Granados et al., 2006, Pérez-
Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al., 2010a, Maia, 2010, Morrell, 2011,
Jiménez-Rabadan et al., 2012a,b e Jiménez-Rabadan et al., 2016). Quando do
salto o pénis deve ser delicadamente desviado para dentro da VA (Nunes,
2002, Ferra e Sereno, 2006 e Lucena, 2010). A presséo interna da vagina deve
ser adaptada a cada reprodutor (Nunes, 2002, Ferra e Sereno, 2006, Lucena,
2010 e Ledo, 2017).
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Figura 7: Vagina artificial para pequenos ruminantes e cone flexivel.
Legenda: (A) Cone flexivel, (B) Véalvula dupla, (C) Tubo rigido

Depois de recolhido, o sémen deve ser protegido da luz solar, de poeira e

de agitacdes bruscas (Lima, 2000 e Granados et al., 2006).
5.2.2. Electroejaculacao

Este método € pouco usado nos pequenos ruminantes, o sémen recolhido
tende a ser mais volumoso e apresentar uma menor concentracéo (Leboeuf et
al., 2000, Ferra e Sereno, 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al.,
2010a, Jiménez-Rabadan et al., 2012a, Ledesma et al., 2016 e Ledo, 2017) do
que sémen recolhido por VA, causar elevados niveis de stress aos machos
dadores (Ax et al., 2004, Morello e Chemineau, 2004, Ferra e Sereno, 2006,
Granados et al., 2006, Lucena, 2010 e Ledo, 2017) e poder ocasionar a
contaminagao do ejaculado com urina (Ax et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006 e
Lucena 2010). Neste ultimo caso, o ejaculado deve ser rejeitado (Ax et al.,
2004, Ferra e Sereno, 2006 e Lucena 2010).

A electroejaculacdo s6 deve ser usada em casos de extrema
necessidade: machos néo treinados e temporariamente incapacitados de
saltar, irrequietos ou com baixa libido (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000,
Aisen e Venturino, 2004, Hafez, 2004, Morello e Chemineau, 2004, Granados
et al., 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al., 2010a, Morrell, 2011,
Jiménez-Rabadan et al., 2012a,b, Vazquez et al., 2014, Jiménez-Rabadan et
al., 2016 e Ledo, 2017).

A electroejaculagéo € realizada com o auxilio de um eletroejaculador,
constituido por um equipamento que gera descargas eléctricas alternada (2-4
segundos, com intervalos de 10-20 segundos) de baixa voltagem e por uma
sonda que é introduzida no recto do macho dador com o objectivo de estimular

0S centros nervosos que controlam a ereccédo e a ejaculacao (Ferra e Sereno,
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2006, Granados et al., 2006, Cebrian et al., 2010a, Lucena, 2010 e Leao,
2017).

5.3. Métodos de Preservacdo do Sémen

Os processos de refrigeracdo e de congelacdo de sémen afectam a
capacidade fertilizadora do sémen de carneiro (Milczewski et al., 2000,
O’Meara et al., 2007 e Dendena. 2017). A diluicdo e a refrigeracdo do sémen
provocam alteracdes nas células espermaticas, reduzem a sua motilidade e
pdem em causa a integridade das membranas dos espermatozoéides (Baril et
al., 1993, Aisen, 2004b, Anel et al., 2005, Naqgvi et al., 2005, O’Meara et al.,
2007, Konyali et al., 2013, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016b, Banday et
al., 2017 e Snoeck et al., 2017). As membranas plasmatica e acrossdmica séo
as gue mais sofrem com o processo de refrigeracéo (Aisen, 2004b, Anel et al.,
2006, Bernardini et al., 2011 e Amidi et al., 2016). Os métodos de preservacao
do sémen condicionam a quantidade de espermatozdides que existem em cada

dose seminal (Quadro II).

Quadro II: Caracteristicas da dose seminal a ser utilizado (ml) em funcéo
do local de deposicdo do sémen e do método de preservacao do sémen.
(Bettencourt, 1999 e Ferra e Sereno, 2006)

. Dose seminal (x 10°/ml)
Tipo de IA Volume

Fresco Refrigerado Congelado
Vaginal 0,30-0,50 ml 300 - -
Cervical 0,05-0,20 mi 100 150 180
Intra-uterina 0,05-0,10 ml 20 20 20

De seguida séo referidos os dois métodos de preservacdo de sémen

usados no presente estudo: sémen fresco e refrigerado.
5.3.1 Sémen Fresco

A inseminacgdo cervical com sémen fresco implica que a sua recolha e
preparacao tenham de ser feitas na propria exploracdo ou nas suas imedia¢cdes
pois ele tem de ser introduzido na fémeas no menor periodo de tempo possivel

(=1 hora), uma vez que o0s espermatozoides assim conservados se tornam
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rapidamente inviaveis (Dendena, 2017). Na verdade, a sua motilidade e
viabilidade diminuem rapidamente (O’Hara et al., 2010). Depois de recolhido o
sémen deve ser mantido em um banho-maria a 37°C, a fim de prevenir a
ocorréncia de variacdes bruscas da sua temperatura e consequentemente o
choque térmico (Aisen, 2008 e Lucena, 2010).

O sémen fresco pode ser utilizado puro ou diluido (Baril et al.,, 1993,
Aisen, 2004b, Dendena, 2017 e Ledo, 2017). Na inseminacdo cervical, o
volume da dose seminal deve variar entre 0,02-0,10 ml (Aisen, 2004b,
Gongalves et al., 2008 e Cseh et al., 2012) e conter entre 50-200 x 10°
espermatozoides viaveis (Aisen, 2004b, Goncalves et al., 2008, Cseh et al.,
2012, Santos-Neto et al., 2015, Dendena, 2017 e Fornazari et al., 2018). Na
realidade, o volume interior do cérvix € inferior a 0,25 ml (Cseh et al., 2012) ou
oscila entre 0,1-0,3 ml (Anel et al., 2006).

5.3.2. Sémen Refrigerado

A refrigeracdo do sémen tem por objectivo reduzir o metabolismo
energético dos espermatozoides prolongando no tempo a sua viabilidade e o
seu potencial fecundante (Gordon, 1997, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen,
2004b, Anel et al., 2006, Aisen, 2008, Cebrian et al., 2010c, Leahy et al., 2010,
Lucena, 2010, Morrell, 2011, Ledesma et al., 2016, Valentim et al., 2016b,
Ledo, 2017 e Salmon et al., 2017). O sémen refrigerado pode ser conservado
por algumas horas (6-7 horas) (Aisen, 2004b) e ser transportado a longas
distancias (Gordon, 1997, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Morrell, 2011 e Ledo,
2017). A refrigeracdo do sémen diluido estende a viabilidade dos
espermatozoides (Gordon, 1997, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel
et al., 2006, Leahy et al., 2010, Morrell, 2011, Ledesma et al., 2016, Valentim et
al., 2016b e Salmon et al., 2017), reduzindo o seu metabolismo (Gordon, 1997,
Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006, Granados et al
2006, Leahy et al., 2010, Silva e Guerra, 2011, Morrell, 2011 e Valentim et al.,
2016b) e inibindo o crescimento bacteriano (Morrell, 2011).

A velocidade de refrigeracdo do sémen deve ser moderada e homogénea
(Baril et al., 1993, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006 e
Dendena, 2017), oscilando entre -0,1°C e -0,5°C/minuto (Aisen, 2004b). A
gueda brusca da temperatura induz o choque térmico (Dendena, 2017).
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Nos ovinos, cada dose de sémen diluido e refrigerado (0,25 ml) deve
conter entre 200 x 10° (Cseh et al., 2012, Conradi et al., 2017, Dendena, 2017
e Fornazari et al., 2018). O refluxo cervical deve ser evitado (Cseh et al., 2012

e Dendena, 2017), particularmente quando ele é abundante (Dendena, 2017).

5.4. Técnicas de Inseminacao Atrtificial

A IA pode ser realizada com recurso a diferentes técnicas: vaginal,
cervical, transcervical e uterina (Figura 7) (Anel et al., 2006, Granados et al.,
2006, Fonseca et al., 2010, Valentim et al., 2016b e Ledo, 2017).

Figura 8: Local de deposicdo do sémen e respectivas denominacdes das

técnicas de inseminacao (Valentim et al., 2016a). Legenda: (a) inseminag&o
vaginal, (b) inseminacdo cervical superficial, (c) inseminacdo cervical profunda, (d)
inseminacdo intra-uterina por via transcervical e (e) inseminagdo intra-uterina por

laparoscopia

De seguida séo referidos os dois métodos de IA usados no presente

estudo: vaginal e cervical.
5.4.1. Inseminagéo Vaginal

A inseminacao vaginal € uma técnica frequentemente denominada de “tiro
no escuro” e consiste na deposicdo do sémen na vagina, o mais
profundamente possivel, mas sem qualquer tentativa de localizacdo do cérvix
(Mylne et al. 1997, Bettencourt, 1999, Ferra e Sereno, 2006, Palacios, 2010 e
Dendena, 2017). A aplicacdo desta técnica requer pouco treino e nela deve ser
empregue apenas sémen fresco pouco diluido (Baril et al., 1993, Mylne et al.
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1997 e Bettencourt, 1999). Geralmente, produz baixas taxas de fertilidade (30-
65%) (Buckrell et al., 1991, Ferra e Sereno, 2006 e Cseh et al., 2012).

Esta técnica tem a vantagem de utilizar um sistema de contengcdo minimo
e de nao requerer uma manipulacéo prolongada das fémeas a inseminar (Ferra
e Sereno, 2006 e Oliveira; 2009).

A A vaginal deve ser feita, preferencialmente, 12-18 horas apés a
deteccdo do cio (Evans e Maxwell, 1987 e Cseh et al., 2012). Contudo, ela
pode ser feita, com sémen fresco ou refrigerado, a tempo fixo: 48-58 horas
(Bettencourt, 1999 e Ferra e Sereno, 2006) ou 55+ 1 horas pdés-término do
tratamento de controlo da actividade ovarica (Holtz et al., 2008, Palacios, 2010,
Theodosiadou et al., 2014, Conradi et al., 2017, Dendena, 2017 e Fornazari et
al., 2018).

Na IA vaginal de ovelhas, as doses seminais devem conter entre 200-
400 x 10° espermatozoéides (Ax et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006 e Dendena,
2017).

5.4.2. Inseminacao Cervical

Na inseminacdo cervical o sémen € depositado no canal cervical (Oliveira,
2009 e Abecia e Forcada, 2010). De acordo com o local de deposicdo do
sémen, a inseminacdo é classificada como: cervical superficial ou cervical
profunda (Oliveira, 2009 e Abecia e Forcada, 2010). Esta técnica é facil e
rapida de aplicar e tem custos relativamente baixos (Oliveira, 2009).

Gordon (1997), Ax et al. (2004), Cseh et al. (2012), Dendena (2017) e
Fornazari et al. (2018) propéem que a IA cervical seja realizada 55 + 1 hora
depois de terminado o tratamento de controlo da actividade ovarica. Cada dose
seminal deve possuir entre 100-200 x 10° espermatozéides (Aisen, 2004a,
Ferra e Sereno, 2006, Valentim et al., 2009, Dendena, 2017 e Fornazari et al.,
2018).

Na IA cervical, o uso de sémen fresco ou refrigerado resulta em boas
taxas de fertilidade (60,0-97,1%) (Ax et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006 e
Valentim et al., 2009, Conradi et al., 2017, Dendena, 2017 e Fornazari et al.,
2018). Porém, as taxas de fertilidade obtidas com sémen congelado tendem a
nao ser aceitaveis, sendo inferior comparado com semem fresco (Bicudo et al.,
2005 e Faigl et al., 2012).
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Il. TRABALHO EXPERIMENTAL
1. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na cidade de Braganca, mais precisamente na
Quinta do Pinheiro Manso (Latitude 41° 48’ 33”N, Longitude 6° 44’ 3"W e
Altitude 670 metros), pertencente a Escola Superior Agraria, do Instituto
Politécnico de Braganca (ESA-IPB), entre 13 de Marco e 8 de Julho 2017.

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

Este ensaio teve inicio com a pesagem das ovelhas em uma balanca com
jaula (sensibilidade minima de 100 gramas) e a determinacédo da sua condicdo
corporal (CC) segundo a tabela de classificacdo australiana (Russel et al.,
1969).

1.1. Animais

Neste trabalho foram utilizadas 63 ovelhas da raca Churra Galega
Bragancana Branca, com idades compreendidas entre 2-10 anos (multiparas).
Todas as ovelhas tinham parido 6 meses antes do inicio do estudo e estavam

secas ha cerca de 4 meses (Figura 8).

Figura 9: Ovelhas da raca Churra Galega Bragancana Branca utilizada

no ensaio.
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1.2. Avaliacao da Actividade Ovarica

A actividade ovérica das ovelhas foi avaliada através da determinacgéo
dos niveis plasmaticos de P,. A recolha das amostras de sangue foi feita com o
auxilio de tubos de ensaio vacuonizados e heparinizados através de puncédo da
veia jugular (Figura 9). Apoés a centrifugacdo do sangue a 3.000 r.p.m., durante
15 minutos, procedeu-se a separagdo do sobrenadante (plasma sanguineo),
que foi pipetado para tubos de Eppendorf devidamente identificados. Em
seguida, estes foram congelados numa arca ultracongeladora (-70°C) (Thermo
960® Electron Cooperation, Marlotta, EUA) até ao momento do seu

processamento.

Figura 10: Colheita de amostra de sangue por puncao da veia jugular.

Os niveis plasmaticos de P, foram determinados através da técnica de
RIA (radioimunoensaio). Esta foi realizada com recurso a um leitor de
cintlacdes 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

variagao intra e inter-ensaio foram, respectivamente, de 7,7 e 15,8%.
1.2.1 Avaliacdo da Ciclicidade Pré-Tratamento Progestagénico

Nas duas semanas anteriores a realizacdo do tratamento progestagénico

curto + eCG (4-17 de Abril de 2017), com o objectivo de determinar o estado
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fisiolégico das ovelhas (Ciclicas vs. Anestro), procedeu-se a colheita de
amostras de sangue com 3-4 dias de intervalo. As colheitas foram feitas
sempre no periodo da manha. A metodologia utilizada foi a mesma indicada no
item 1.1.1.

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

1.2.2. Avaliacdo da Resposta Ovarica ao Tratamento Progestagénico

curto + eCG

Com o intuito de identificar a formacéo do primeiro corpo liteo (CL) pés-
tratamento progestagénico curto + eCG, nos cinco dias pés-administracdo de
eCG, procedeu-se a recolha de amostras de sangue periférico, para posterior
determinacdo dos niveis plasmaticos de P,. A metodologia utilizada foi a
mesma indicada no item 1.1.1.

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

plasmaticos de P4 ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng/ml.

1.3. Tratamentos Aplicados

O presente trabalho teve inicio a 13 de Marc¢o de 2017, com a colocacao
de um implante subcutaneo de melatonina — 18 mg (Melovine®, CEVA,
Portugal) em 26 ovelhas (grupo Melatonina) (Figura 10) (Quadro Ill). As demais
ovelhas constituiram o grupo Controlo (n = 37).

Quadro IlI: Divisdo das ovelhas de acordo com os tratamentos de

controlo da actividade reprodutiva aplicados

Numero Total de Ovelhas
(n=63)

Controlo Melatonina
(n=37) (n = 26)

PGF,, + FGA (5 dias)
(n=63)
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No dia 19 de Abril de 2017, todas as ovelhas (Controlo e Melatonina)
receberam uma esponja vaginal impregnada com 20 mg de FGA (Chrono-
Gest®, Intervet, Portugal). Quando da colocacéo das esponjas vaginais, elas
receberam uma injeccdo intramuscular (i.m.) de 100 mg de cloprostenol
(Estrumate®, MSD Animal Health, Portugal) analogo sintético de PGF,,. O

tratamento progestagénico teve a duracdo de 5 dias.

Figura 11: Pistola para colocagdo de implante subcutaneo de melatonina.
Legenda: (A) Pistola de Aplicacao, (B) Implantes de Melatonina, (C) Agulha

Quando da remocéo das esponjas vaginais (24 de Abril de 2017), todas
as ovelhas receberam uma injeccdo i.m. de 500 Ul de eCG (Intergonan®,

Intervet, Portugal) (Figura 11).

Figura 12: Remoc¢éo das esponjas e aplicacdo de uma injeccdo i.m. de
500 Ul de eCG.

1.4. Recolha de Sémen

Neste estudo foram utilizados 3 carneiros (3-4 anos de idade) da raca
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Churra Galega Bragancana. O sémen foi recolhido com recurso a vaginas
artificiais pré-aquecidas a 42°C (Minitib, Tiefenbach, Alemanha) (Figura 12).
De cada macho foram recolhidos 4 ejaculados: 2 no periodo da manha e 2 no
periodo da tarde. Os machos nao ejaculavam ha 3 dias.

Apos a colheita os tubos colectores foram transportados para o
laboratério, em menos de 10 minutos protegidas com uma capa termica, onde
foram mantidos a 37°C em um banho-maria (Grant International, Cambridge,

Inglaterra). No mesmo equipamento foram conservados os diluidores seminais.

Figura 13: Preparacgéo da ovelha para a recolha de sémen com o auxilio
da vaginas atrtificiais.

1.5. Anélises Seminais

O volume do ejaculado foi medido através da graduacdo dos tubos
colectores e a motilidade e a concentracdo espermatica foram estimadas com o
auxilio do sistema CASA da Minitube (Androvision®, Minitiib, Tiefenbach,
Alemanha), constituido por um microscépio de contraste de fase Carl Zeiss
Axio Lab Al (Gottngun, Alemanha), com placa aquecida (37°C) e uma camara
de video (Basler camera A301b, Basler AG, Ahrensburg, Alemanha). Foram
tiradas cerca de 30 fotos/0,5 minutos. Foram usadas laminas néo reutilizaveis
com 4 camaras Leja 20 (Leja Products, B.V., Nieuw-Vennep, Holanda). O
software foi programado para gravar 7 campos (motilidade) e 30 campos

(concentracdo espermatica) sob contraste de fase negativo e uma ampliacao
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de X 200. No laboratério existiam duas placas de aquecimento (37°C) que
permitiam manter todos os demais materiais quentes (pontas de pipetas, tubos,
laminas com 4 camaras Leja 20).

Os ejaculados utilizados tinham um volume = 2,1 ml, uma motilidade
progressiva =83% e uma concentracdo do ejaculado =26 x 10°

espermatozoides.

1.6. Doses Seminais (Frescas e Refrigeradas)

Cada ejaculado foi diluido (1:1) com um de dois diluidores comerciais:
INRA 96° (IMV Technologies, L’Aigle, Franga) ou OviXcell® (IMV Technologies,
L’Aigle, Franca) (Quadro 1V).

Quadro IV: Doses de sémen fresco ou refrigerado diluidos com INRA 96°
ou com OviXcell®

NUmero Total de Ovelhas

(n=63)
Controlo Melatonina
(n=37) (n = 26)
Sémen Fresco Sémen Refrigerado Sémen Fresco Sémen Refrigerado
(n=18) (n=19) (n=13) (n=13)
OviXcell Inra 96 OviXcell Inra 96 OviXcell Inra 96 OviXcell Inra 96

(n=9) (n=9) (n=9) (n=10) (n=16) (n=7) (n=6) (n=7)

Apds 10 minutos de repouso a 37°C, a temperatura dos ejaculados
recolhidos de manha foi reduzida, durante cerca de 120 minutos, de 37°C para
15°C, com recurso a um banho-maria refrigerado (Neslab® RTE 221,
Newington, EUA). Apés 10 minutos de repouso, o sémen diluido foi aspirado
para palhinhas de sémen francesas de 0,25 ml e seladas com p6 polivinilico.
As palhinhas brancas continham sémen diluido com INRA 96° (n=17) e as
vermelhas sémen diluido com OviXcell® (n = 15). As inseminagdes ocorreram

todas no intervalo maximo de 120 minutos poés-refrigeracédo (15°C).
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Os espermatozoides recolhidos de tarde também foram diluidos (1:1) com
INRA 96° ou com OviXcell®. Apés 10 minutos de repouso, o sémen diluido foi
aspirado para palhinhas de sémen francesas de 0,25 ml e seladas com pé
polivinilico. As palhinhas brancas continham sémen diluido com INRA 96°
(n = 16) e as vermelhas sémen diluido com OviXcell® (n = 15). As palhinhas de
sémen refrigerado foram transportadas em uma arca refrigeradora da Minitib
(Tiefenbach, Alemanha) a temperatura de 15°C. As palhinhas de sémen fresco
foram transportadas num banho-maria de transporte da IMV (L'Aigle, Franca) a
37°C. Entre a preparacado das doses seminais de sémen fresco e o comeco da

IA passaram menos de 30 minutos.

1.7. Inseminacéo Artificial a Tempo Fixo

Todas as ovelhas foram inseminadas, independentemente de terem
manifestado cio ou ndo, 55+ 1 horas depois da administracdo de eCG.
Comecou-se por inseminar as ovelhas com sémen fresco.

As IA foram realizadas por dois inseminadores (A vs. B). Quando da IA
registaram-se 0s seguintes parametros: cor da mucosa vaginal (Rosa vs. Rosa
Palido vs. Rosa Hemorragico), grau de lubrificacdo vaginal (Reduzida vs. Boa
vs. Intensa), tipo de Os externo (Kershaw et al., 2005) (Figura 5), viscosidade
do muco cervical (Liquida vs. Viscosa), local da deposicdo de sémen (Vaginal
vs. 12 prega vs. 22 prega) (Figura 4) e ocorréncia de refluxo (Sem vs. Ligeiro vs.
Com). A deposicdo do sémen foi feita sempre de forma a ndo forcar a
penetracdo, evitando inflamar ou ferir a mucosa do canal cervical. No
procedimento, utilizaram-se férceps, sistemas de luz LED e pistoletes
Quicklock® (Tiefenbach, Alemanha) e bainhas Minitub® (Tiefenbach,
Alemanha).

Terminadas as IA, o pessoal técnico envolvido retirou-se calmamente do
local, as ovelhas foram libertadas e deixadas sozinhas durante 14 horas. Por
outro lado, é importante salientar que nos 30 dias seguintes, se manteve o

aporte energético/proteico da dieta.
1.7.1. Posicao das Fémeas Durante a Inseminacgéo

As ovelhas foram inseminadas presas ao cornadis de alimentacdo. Para

facilitar a observacdo de Os externo, dois membros da equipa elevaram os
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membros posteriores das ovelhas, mantendo os membros anteriores sempre

em contacto com o solo (Figura 13).

Figura 14: Imobilizagdo e posi¢cdo de contengédo das ovelhas durante a
IA.

1.8. Diagnéstico de Gestacao

Quarenta e um dia (5 de Junho de 2017) ap6s a IA (26 de Abril de 2017)
procedeu-se ao diagnostico de gestacdo por ultra-sonografia em tempo real,
com o auxilio de um ecoégrafo Mindray Z5Vet e de uma sonda rectal

multifrequéncia (5,0-10,0 MHz). A frequéncia mais utilizada foi a de 5,0 MHz.

1.9. Andlise Estatistica

No sentido de identificar diferencas estatisticamente significativas entre
alguns parametros efectuaram-se analises de variancia (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 %? (Snedecor e Cochran, 1980).
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Peso e Condicédo Corporal

No inicio deste estudo, a idade média das ovelhas Churras Galegas
Bragancanas era de 3,3+ 1,9 anos (c.v. =56,5%). As diferencas de idade
registadas entre as ovelhas dos grupos Controlo e Melatonina revelaram-se
estatisticamente ndo significativas (P>0,05) (Quadro V). Entre tanto, as
diferencas de idade encontradas entre ovelhas dos grupos inseminados com
sémen fresco ou refrigerado (P<0,001) ou diluido com INRA 96® ou com
OviXcell® diferiram de modo estatisticamente significativo (P<0,05). De acordo
com Esmailizadeh et al. (2009) e Santolaria et al. (2011), entre os 2-7 anos de
idade, a taxa de fertiidade tende a elevar-se. Santolaria et al. (2011)
recomendam que as ovelhas s6 sejam inseminadas com idades
compreendidas entre os 2-5 anos de idade. Anel et al. (2006) recomendam
que, em programas de IA, ndo sejam utilizadas ovelhas com mais de 5 anos de
idade. Fornazari (2018) recomenda a ndo inseminacéo de ovelhas com mais de

7 anos de idade.

Quadro V: Idade, peso corporal e condicdo corporal (CC) das ovelhas
estudadas, de acordo com os tratamentos hormonais aplicados, com o
processo de preservacao e o tipo de diluidor

Idade Peso CcC
(anos) (kg) (pontos)
Controlo 3,1%+21 58,5 + 8,6 3,5°+0,6
Melatonina 3,6°+1,6 60,5% + 5,0 3,7°+05
Fresco 2,4°+1,2 58,1°+ 7,6 3,6°+0,6
Refrigerado 42°+28 60,3*+9,1 3,6°+0,6
INRA 96° 38%+21 59,1% + 10,2 3,6°+0,6
Ovixcell® 28°+14 59,5+ 7,5 3,6°+0,6

a=a, para P>0,05; a#b, para P<0,001; a#c, para P<0,05 (entre linhas, mesmo parametro).

As ovelhas pesavam, em meédia, 59,4+7,3kg (c.v.=123%) e
apresentavam uma CC média de 3,5+ 0,6 (c.v. =16,4%). As diferencas de
peso corporal e de CC entre ovelhas Controlo e Melatonina, inseminadas com
sémen fresco ou refrigerado, diluido com INRA 96® ou com OviXcell® foram

estatisticamente nao significativas (P>0,05). As ovelhas apresentavam um
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peso e uma CC média adequada a cobricdo — 2,5-3,5 pontos (O’Brein, 2002,
Scaramuzzi e Martin, 2008 e Karikari e Blasu, 2009) ou 3,0-4,0 pontos
(Palacios, 2010 e Valentim et al., 2016b).

2.2. Estado Fisiol6gico Pré-Tratamento Progestagénico

Nas duas semanas anteriores a aplicacdo do tratamento progestagénico
curto (FGA) + eCG, todas as ovelhas apresentaram em, pelo menos uma das
tomas de sangue, niveis plasmaticos de P, superiores a 0,5 ng/ml, ou seja,
estavam “ciclicas”. Este resultado é superior ao encontrado por Dendena
(2017), em ovelhas da mesma raca: 74,6% (y° = 28,6; P<0,001). E possivel que
esta diferenca resulte de diferencas anuais nas condi¢cdes climaticas (Anel et
al., 2005), que condicionam o desenvolvimento das pastagens natural, as
condicBes climaticas e, consequentemente o estado de saude e 0s gastos em
termorregulacdo (Salama et al., 2014, Palacios e Abecia, 2015, Abecia et al.,
2016 e Silva et al., 2016).

Nem a idade, nem o0 peso corpora, nem a CC afectaram
significativamente o estado fisiolégico pré-tratamento progestagénico
curto + eCG (P>0,05). A administracdo prévia de melatonina também néo teve
qualquer efeito significativo (P>0,05), provavelmente porque as ovelhas
(Controlo vs. Melatonina) ja estavam ciclicas.

2.3. Resposta Ovérica ao Tratamento Progestagénico Curto + eCG

No presente trabalho quando da colocacao dos implantes subcutaneos de
melatonina desconhecia-se o estado fisiologico (Ciclicas vs. Anestro) das
ovelhas. A decisdo de os colocar teve por objectivo melhorar as taxas
reprodutivas, particularmente caso as ovelhas estivessem em anestro sazonal
(Forcada et al., 2001, Sanchez et al., 2003 e Santander et al., 2003, Valentim et
al., 2006 e Valentim et al., 2009). Nas ovelhas Churras Bragancanas a eficacia
do tratamento curto FGA + eCG foi total — 100,0%. Os efeitos da administragéo
prévia de melatonina exdgena foram estatisticamente n&o significativos
(P>0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por Valentim et al.
(2004), Correia et al. (2011), Correia et al. (2012), Venancio (2012) e Fornazari

(2018). As condi¢cdes ambientais particularmente favoraveis, a ciclicidade
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apresentada pelas ovelhas, o seu peso e a sua CC sdo alguns dos factores
que terdo certamente contribuido para este resultado.

De acordo com Bartlewski et al. (1999) os niveis circulantes de P4
comecam a elevar-se 3-7 dias depois da deteccéo do cio. No presente trabalho
a primeira elevacédo dos niveis plasmaticos de P, (PENPP,) foi detectado em
todas as ovelhas, cerca de 32 horas apos a administracdo de eCG. Fornazari
(2018) e Fornazari et al. (2018) observaram resultados semelhante aos
encontraram no presente trabalho, respectivamente em ovelhas Assaf
(28,9 + 11,5 horas; em 2017) e ovelhas Awassi x Sarda (30,5 + 12,6 horas; em
2017). Porém, eles diferem significativamente dos registados por Dendena
(2017) em ovelhas Churras Bragancanas (53,1 £ 15,6 horas; em 2016) e por
Conradi et al. (2017) em ovelhas Lacaune (50,9 + 33,5 horas; em 2017). Os
tratamentos progestagénicos produzem respostas reprodutivas variaveis
(Evans, 2003 e Martinez et al., 2015), possivelmente porque ndo controlam o
crescimento folicular (Menchaca e Rubianes, 2004 e Martinez et al., 2015). A
P, exdégena pode promover a maturacdo de foliculos pré-ovulatérios (Martin et
al., 1986, Chemineau et al., 1987 e Contreras-Solis et al., 2008). Por outro lado,
Driancourt et al. (1987) demonstraram que a quantidade de gonadotropinas
que é necessaria para induzir o crescimento folicular final € muito variavel. Os
resultados encontrados no presente estudo indiciam variacdes raciais e anuais
na resposta das ovelhas aos tratamentos progestagénicos “curtos” + eCG. A
administrac@o prévia de melatonina ndo afectou significativamente a duragéo
do intervalo entre a remocao das esponjas vaginais e a PENPP, (P>0,05).

O tempo da inseminacao artificial (IA) pés-tratamento de sincronizacao de
cios € muito importante (Kukovics et al., 2011). A melhor altura difere segundo
o autor: 46 horas (Fernandez-Abella et al., 2003 e Kukovics et al., 2011), 48-72
horas (Karagiannidis et al., 2001 e Kukovics et al., 2011), 55 horas (Baril et al.,
1993, Valentim et al., 2009, Palacios, 2010, Conradi et al., 2017, Dendena,
2017, Fornazari, 2018 e Fornazari et al., 2018) e 58-63 horas (Donovan et al.,
2001, 2004 e Kukovics et al., 2011). Apesar da PENPP, ter ocorrido nas
primeiras 32 horas pos-administragdo de eCG, a realizagdo da IA 55 horas
depois do tratamento progestagénico curto + eCG resultou em uma boa taxa

de fertilidade aos 41 dias.
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2.4. Resposta a Inseminagéo Artificial

Quarenta e um dias apos a IA, 84,1% das ovelhas Churras Bragancanas
estavam gestantes. Neste trabalho, a taxa de fertilidade foi muito positiva
guando comparada com os valores médios da taxa de fertilidade indicados na
bibliografia para ovinos: 50-65% (Baril et al., 1993, Ax et al., 2004 e Valentim et
al., 2009) e 65-75% (Colas e Guérin, 1979; citados por Cogniée, 1988). Varios
autores referem valores de fertilidade igualmente elevados — 70,0-82,0%
(Donovan et al., 2001, 2004 e Kukovics et al., 2011), 74,5% (Fornazari, 2018),
de 76,5% (Fornazari et al., 2018), de 82,2% (Hill et al., 1998, Ehling et al., 2003
e Kukovics et al., 2011), 85,1% (Dendena, 2017), 88,0% (Conradi et al., 2017)
e de 80-90% (Kukovics et al., 2011).

2.4.1. Idade, Peso e Condicéo Corporal

A idade ndo afectou a taxa de fertilidade (P>0,05). Segundo Forcada
(2010), as ovelhas com idades superiores a 10 anos apresentam uma reducao
significativa das funcdes hipotalamicas e hipofisérias. De acordo com Fornazari
(2017), esta reducéo surge em ovelhas Awassi x Sarda aos 8-9 anos. Anel et
al. (2006) recomendam que, em programas de IA, ndo sejam utilizadas ovelhas
com mais de 5 anos de idade. Fornazari (2018) sugere que se evite a
inseminacdo de ovelhas com mais de 7 anos de idade. No presente trabalho,
apenas 6 ovelhas tinham mais de 5 anos e 3 mais de 7 anos de idade.

Nem o peso, nem a CC condicionaram a taxa de fertilidade (P>0,05). Para
além das ovelhas estarem secas ha cerca de 4 meses, o regime alimentar
praticado era adequado, como demonstra o peso e a CC média (3,5 pontos)
das ovelhas estudadas. Segundo O’Brein (2002), Scaramuzzi e Martin (2008) e
Karikari e Blasu (2009) a CC ideal no momento da inseminagao, deve situar-se
entre 2,5-3,5 pontos. Palacios (2010) e Valentim et al. (2016b) propoem um
intervalo ligeiramente mais elevado — 3,0-4,0 pontos.

2.4.2. Melatonina Exégena

Em Franca a administracdo de melatonina exdgena melhora as taxas
reprodutivas de fertilidade e de prolificidade (Valentim et al., 2006a e Forcada,

2010). Em Espanha os seus efeitos sdo evidentes essencialmente no que se
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refere a taxa de prolificidade (Forcada, 2010). A melhoria da taxa de fertilidade
esta associada a inducdo da actividade ovarica (Forcada, 2010). No presente
estudo, a administracdo prévia de melatonina exégena nédo influenciou a taxa
de fertilidade (Controlo: 86,5% vs. Melatonina: 84,0%) (x*=0,2; P>0,05)

(Figura 14). O mesmo foi observado por Fornazari (2018).

84,0%2

86,5%2

20,0% 28,0% 36,0% 44,0% 52,0% 60,0% 68,0% 76,0% 84,0% 92,0%

Refrigerado = Fresco

Figura 15: Taxa de fertilidade média das ovelhas dos grupos controlo e

melatonina.

E possivel que este resultado esteja relacionado com o facto de todas as
ovelhas ja estarem ciclicas quando da aplicacdo do tratamento progestagénico
curto + eCG. Contudo, ha que ter presente que os efeitos de um bom regime
alimentar podem camuflar os efeitos positivos da administracdo de melatonina
exdgena sobre as taxas reprodutivas (Valentim et al., 2006b e Forcada, 2010).
O mesmo sucede com a aplicagdo de tratamentos progestagénicos
+ gonadotropinas (Valentim et al., 2006b).

2.4.3. Carneiro

Segundo Anel et al. (2005), o carneiro dador de sémen pode afectar
significativamente a taxa de fertilidade pdés-inseminacéo artificial cervical,
particularmente quando esta é feita com sémen refrigerado. As diferencas entre
carneiros podem resultar, entre outros factores, do tamanho das reservas
epididimais de espermatozoides quando da colheita do ejaculado (Baril et al.,
1993). Salamon e Maxwell (2000) acreditam que as diferencas entre carneiros

tém normalmente origem genética e/ou ambiental. Neste trabalho foram usados
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3 carneiros como dadores de sémen. As diferencas de fertilidade entre
carneiros foram estatisticamente significativa (Carneiro 219: 87,5% vs. Carneiro
220: 91,7% vs. Carneiro 224: 78,5%) (x* = 8,6; P<0,05). Porém, as diferencas
de fertilidade observadas entre os carneiros 219 e 220 e os carneiros 219 e
224 revelaram-se estatisticamente néo significativas (P>0,05) (Figura 15). Pelo
contrario, as diferencas de fertilidade registadas entre os carneiros 220 e 224
foram estatisticamente significativas (y* = 7,7; P<0,01). Nos ovinos de leite, os
machos reprodutores influenciam a taxa de fertilidade pds-IA (Campbell et al.,
1996, Anel et al., 2005, Anel et al., 2006 e Fornazari, 2018). Todavia, Conradi
et al. (2017) ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas entre

carneiros da raca Lacaune.

95,0%

91,7%2P

90,0% 87,5%

85,0% ——

80,0% —— 78,5%23¢

75,000 —

70,0%

Carn. 219 Carn. 220 Carn. 224

Figura 16: Diferencas da taxa de fertilidade entre carneiros. Legenda: a=a,
para P>0,05, b#c, para P<0,01

2.4.4. Método de Preservacao do Sémen

De um modo geral, as taxas de fertilidade sdo mais altas apos
inseminacdo com sémen fresco do que com sémen refrigerado (Gergatz e
Gyoker, 1997, Fernandez-Abella et al., 2003, Aral et al., 2011 e Kukovics et al.,
2011). No presente trabalho a taxa de fertilidade nao variou significativamente
em funcd@o da técnica de preservacdo do sémen utilizada (Fresco: 80,6% vs.
Refrigerado: 87,5%) (x2:1,7; P>0,05) (Figura 16). No mesmo sentido,
Fornazari (2018) (Fresco: 81,3% vs. Refrigerado: 72,2%) e Fornazari (2018)
(Fresco: 78,6% vs. Refrigerado: 70,4%) n&o encontraram diferengas

estatisticamente significativas na taxa de fertilidade pds-IA com sémen fresco
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ou com sémen refrigerado. Pelo contrario, Dendena (2017) obteve uma taxa de
fertilidade superior entre as fémeas IA com sémen refrigerado do que com
sémen fresco (Fresco: 79,4% vs. Refrigerado: 90,9%). Conradi et al. (2017)
também observou uma elevada taxa de fertilidade com sémen refrigerado
(88,0%).

87,5%2

20,0% 28,0% 36,0% 44,0% 52,0% 60,0% 68,0% 76,0% 84,0% 92,0%

Refrigerado  ® Fresco

Figura 17: Taxas de fertilidade obtidas pds-imseminacdo com sémen

diluido fresco ou sémen diluido refrigerado.
2.4.5. Diluidor Seminal

O tipo de diluidor seminal condiciona a viabilidade dos espermatozdides
conservados, dependendo das suas propriedades osmdticas, tampédo e de
proteccao antibacterianas e antifingicas e contra o choque térmico (Baril et al.,
1993, Gordon, 1997, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006,
O’'Meara et al., 2007, Cebrian et al., 2010b, Bernardini et al., 2011, Morrell,
2011, Amidi et al., 2016, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016b e Arando et
al., 2017). No presente trabalho, o tipo de diluidor seminal n&o afectou
significativamente a taxa de fertilidade (INRA 96®: 90,9% vs. OviXcell®: 83,3%)
(xz =2,8; P>0,05) (Figura 17). Fornazari (2018) obtiveram resultados idénticos
(Andromed®: 77,8% vs. OviXcell®: 75,0%). A taxa de fertilidade obtida apds IA
com sémen diluido com OviXcell® foi igual a registada por Fornazari (2018)
(xz =1,9; P>0,05). Dendena (2017) também ndo encontrou diferencas

estatisticamente significativas nas taxas de fertilidade associadas ao tipo de
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diluidor seminal utilizado (Andromed®: 83,9% vs. INRA 96%: 83,3%).

[VALOR] a

40,0%  48,0% 56,0% 64,0% 72,00 80,00 88,0%  96,0%

INRA 96® m OQviXcell®

Figura 18: Taxas de fertilidade tendo em conta o diluidor de sémen

utilizado.

Ainda que o INRA 96® (sem glicerol) tenha sido desenvolvido para
preservar sémen de equino e o OviXcell® (com glicerol) para preservar sémen
de ovino, os efeitos de ambos sobre a fertiidade do sémen de carneiros
Churros Bragancanos foram iguais. O glicerol tem efeitos tdxicos sobre os
espermatozoéides (Watson, 1992 e Watson, 1995), pois tende a aumentar a
pressdo osmdtica intra-celular (Watson, 1992), a desnaturar as proteinas
esperméaticas e a promover a fragilizagdo da membrana plasmatica (Curry et
al., 1995, Watson, 1995 e Seifi-Jamadi et al., 2017). E possivel que no presente
trabalho, porque o sémen diluido foi rapidamente inseminado depois de
preparado (fresco ou refrigerado), estes efeitos ndo se tenham mostrado
estatisticamente significativos. Durante o processo de refrigeracdo o glicerol
protege os espermatozoides do choque térmico (Salamon e Maxwell, 2000,
Anel et al., 2006 e Forouzanfar et al., 2010). No presente estudo é possivel que
este efeito protector tenha contribuido para que a taxa de fertilidade do sémen
refrigerado tenha sido igual a do sémen fresco. Durante o processo de
refrigeracdo do sémen ocorrem perdas de motilidade, alteragbes morfoldgicas
e um declinio da sua capacidade de sobrevivéncia no tracto genital feminino,

reduzindo a taxa de fertlidade e aumentando a taxa de mortalidade
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embrionéria (Paulenz et al., 2002, O’Hara et al., 2010 e Dendena, 2017).
Contudo, apesar de se ter utilizado uma diluicdo de 1:1, o choque térmico pode
ter sido prevenido apenas porque a refrigeracdo do sémen foi realizado de
forma regular (= 0,5°C/minuto) (Baril et al., 1993, Salamon e Maxwell, 2000,
Aisen, 2004b e Anel et al., 2006).

2.4.6. Os Externo

No presente trabalho foram encontrados todos os tipos de Os externo da
Tabela de Kershaw et al. (2005) (Quadro VI). O mesmo sucedeu no trabalho
desenvolvido por Conradi et al. (2017), Dendena (2017), Fornazari (2018) e
Fornazari et al. (2018). No presente trabalho, a distribuicdo percentual foi
relativamente uniforme, com excepc¢ao do tipo Fenda (mais elevada). Fornazari
(2018) e Fornazari et al. (2018) também encontraram uma distribuicdo
percentual relativamente uniforme, com excepcéo do tipo Aba (mais reduzida).
A distribuicdo percentual verificada no presente trabalho e no de Dendena
(2017), com ovelhas da raca Churra Galega Bragancana, de Fornazari (2018),
com ovelhas Awassi x Sarda e de Fornazari et al. (2018), com ovelhas da raca
Assaf foi diferente e reflecte possiveis diferencas genéticas, de idade e do
namero de partos (Kershaw et al., 2005 e Aral et al., 2011).

O tipo de Os externo influenciou a taxa de fertilidade (x* = 14,5; P<0,01)
(Quadro VI). O mesmo foi observado por Conradi et al. (2017), Dendena
(2017), Fornazari (2018) e Fornazari et al. (2018). No presente trabalho, os
tipos de Os que produziram taxas de fertilidade mais elevadas foram a Aba
(90,9%) e a Fenda (89,5%). O Papila (75,0%) e o Bico de Pato (77,8%)
determinaram as piores taxas de fertilidade. O Rosa resultou em um valor
intermédio (83,3%). Conradi et al. (2017) obteve os melhores resultados com
os tipos Bico de pato (100%), Papila (100%) e Fenda (100%). Dendena (2017)
encontraram as melhores taxas de fertilidade com os tipos Papila e Fenda.
Fornazari et al. (2018) registou as melhores taxas de fertilidade com os tipos
Bico de pato (85,7%), Papila (100,0%), Fenda (88,9%) e Rosa (80,0%). Por seu
turno, Fornazari (2018) observou a melhor taxa de fertilidade apo6s IA de

ovelhas com o tipo Aba (83,3%).

49



Quadro VI: Tipos de Os externo (percentagem) e sua relagdo com a taxa
de fertilidade

Os externo Percentagem Taxa de Fertilidade
Bico de Pato 14,3%* (9/63) 77,8%" (7/9)
Aba 17,5%*° (11/63) 90,9%" (10/11)
Rosa 19,0%*" (12/63) 83,3%"” (10/12)
Papila 19,0%*" (12/63) 75,0%" (9/12)
Fenda 30,2%" (19/63) 89,5%” (17/19)

a=a e b=b, para P>0,05; b#c, para P<0,05; a#b, para P<0,01; x=x e y=y, para P>0,05;
x#y, para P<0,01 (entre linhas, mesmo parametro).

2.4.7. Cor da Mucosa e Lubrificacdo Vaginal

Todas as ovelhas Churras Bragancanas apresentavam uma mucosa
vaginal de cor rosa (100,0%). Fornazari (2018) e Fornazari et al. (2018)
obtiveram resultados iguais. Conradi et al. (2017) e Dendena (2017)

encontraram maioritariamente uma mucosa vaginal de cor rosa.

Quadro VII: Nivel de lubrificacdo vaginal (percentagem) e sua relacdo
com a taxa de fertilidade

Lubrificac&o Percentagem Taxa de Fertilidade
Reduzida 9,5%"° (6/63) 83,3%" (5/6)
Boa 61,9%" (39/63) 87,2%" (34/39)
Abundante 28,6%° (18/63) 88,9%" (16/18)

a#b, a#c e b#c, para P<0,001; x=x, para P>0,05 (entre linhas, mesmo parametro).

Fonseca et al. (2017) pensam que a aparéncia macroscopica das
secrecdes vaginais pode ser usada na estimacdo do periodo da fase folicular
em gue a fémea se encontra. Estas sdo mais cristalinas e mais abundantes
quando o ovario € “dominado” por foliculos antrais de grandes dimensdes
(Fonseca et al.,, 2017). Quando da ovulacdo, as secrecdes vaginais sao
essencialmente estriadas/caseosas (Fonseca et al., 2017). No presente
trabalho, o nivel de lubrificacdo vaginal variou significativamente entre ovelhas
(x* = 62,0; P<0,001) (Quadro VII). Contudo, este ndo afectou significativamente
a taxa de fertilidade (x*=1,6; P>0,05). O mesmo foi referido por Fornazari
(2018) e Fornazari et al. (2018). Conradi et al. (2017) e Dendena (2017)
observaram melhores taxas de fertilidade quando a lubrificagdo vaginal era

liguida (cristalina ou cristalina/estriada) e abundante.
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2.4.8. Viscosidade das Secrec¢des Cervicais

Fonseca et al. (2017) acreditam que a aparéncia macroscopica do muco
cervical pode ser utilizada na determinacdo do momento ideal para proceder a
IA. Este varia de cristalino a caseoso entre o inicio e o fim do cio (Siqueira et
al., 2009 e Fonseca et al., 2017). No presente trabalho, a maioria das ovelhas
apresentou um muco cervical liquido (cristalino ou cristalino/estriado) (Quadro
VIIl). As demais ovelhas exibiram um muco cervical viscoso (estriado ou
estriado/caseoso) (x*>=50,0; P<0,001). Dendena (2017) também observou
maioritariamente uma lubrificacdo liquida (cristalina ou cristalina/estriada).
Conradi et al. (2017), Fornazari (2018) e Fornazari et al. (2018) verificaram que
100% das ovelhas apresentavam um muco cervical liquido (cristalino e
cristalino/estriado). Os resultados encontrados relacionam-se, certamente, com
os tratamentos aplicados, com o0 momento em que surgiu a PENPP, e o
momento em que se procedeu a IA e indiciam que as ovelhas estavam bem
alimentadas, saudaveis e maioritariamente em um periodo avancado da fase

folicular.

Quadro VIII: Nivel de lubrificacdo vaginal (percentagem) e sua relacéo

com a taxa de fertilidade

Secrecao Percentagem Taxa de Fertilidade
Liquida 74,6%" (47/63) 83,0%" (39/47)
Viscosa 25,4%" (16/63) 93,8%” (15/16)

a#b, para P<0,001; x#y, para P<0,05 (entre linhas, mesmo parametro).

As secrecbes cervicais liquidas (cristalinas ou cristalinas/estriadas)
facilitam a entrada e a progressao dos espermatozoides através do canal
cervical (McKusick et al., 1998 e EI-Shahat e Alsafy, 2009). No presente
trabalho, a taxa de fertilidade foi superior entre as ovelhas que apresentaram
secrecOes cervicais viscosas (estriadas ou estriadas/caseosas) do que entre
aquelas que revelaram secrecbes cervicais liquidas (cristalinas ou
cristalinas/estriadas) (Liquidas: 80,0% vs. Viscosas: 93,8%) (xz =5,9; P<0,05)
(Quadro VIII). O muco cervical dos tipos cristalino e estriado esta associado a
presenca de foliculos antrais de grande tamanho (Fonseca et al.,, 2017). A
maioria das ovulagbes ocorre quando a secrecao de muco cervical é

estriado/caseoso, 0s pequenos ruminantes a reducdo no didmetro dos foliculos
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pré-ovulatérios precede, normalmente, a sua ruptura (ovulacdo) (Fonseca et
al., 2017). Os resultados registados no presente estudo parecem estar de

acordo com as observacdes de Fonseca et al. (2017) em cabras.
2.4.9. Local de Deposicao de Sémen

Na inseminagcdo cervical, a taxa de fertilidade é maior quanto mais
profundamente o sémen for depositado (Candappa e Bartlewski, 2011). De
acordo com Kaabi et al. (2006) e Anel et al. (2006), as racas espanholas com
menores taxas de fertilidade (Assaf e Churra) tém um cérvix mais complexo
gue impede a sua penetracdo profunda. No presente trabalho o sémen foi
depositado maioritariamente apds a 12 prega (Quadro 1X). Este resultado indica
uma reduzida penetrabilidade do canal cervical. Esta pode estar associada ao
reduzido diametro do canal cervical (McKusick et al., 1998, Leethongdee et al.,
2007 e Candappa e Bartlewski, 2011), a forma das pregas cervicais (Anel et al.,
2006, Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al.,, 2011) e/ou ao seu
desalinhamento (Naqgvi et al., 2005, Anel et al., 2006, Perry et al., 2010,
Candappa e Bartlewski, 2011, Moura et al., 2011 e Valentim et al., 2016b).

Quadro IX: Local da deposi¢cdo do sémen (percentagem) e sua relacdo

com a taxa de fertilidade

Local Deposicdo do Sémen Percentagem Taxa de Fertilidade
12 prega 95,2%" (60/63) 88,3%" (53/60)
23 prega 4,8%" (3/63) 66,7%" (2/3)
a#b, para P<0,001; x#y, para P<0,001 (entre linhas, mesmo parametro).

A melhor taxa de fertilidade verificou-se nas IA cervicais pouco profundas
(p6s-12 prega) (x*=12,6; P<0,001). Resultado contrario foi observado por
Conradi et al. (2017). Nos estudos de Fornazari (2018) e Fornazari et al. (2018)
as melhores taxas de fertilidade foram conseguidas igualmente apds IA
cervical. Dendena (2017) registou as piores taxas de fertilidade nas
inseminacdes cervicais mais profundas. Nesse trabalho as IA vaginais
produziram uma taxa de fertilidade igual a conseguida apos a ultrapassagem
da 12 prega. Na verdade a inflagdo ou a lesdo da mucosa cervical pode

diminuir o didmetro interior do canal cervical e causar um afluxo anormal de
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células de defesa ao seu lumen (Aisen, 2004a, Candappa e Bartlewski, 2011,
Morrell, 2011 e Valentim et al., 2016b).

2.4.10. Refluxo Vaginal

As ovelhas que produzem refluxo cervical apresentam taxas de fertilidade
mais baixas (Candappa e Bartlewski, 2011 e Morrell, 2011). O refluxo cervical
deve ser evitado (Cseh et al.,, 2012, Dendena, 2017 e Fornazari, 2018),
particularmente quando este € abundante (Dendena, 2017). De acordo com
Langford e Marcus (1982), Santolaria et al. (2011), Cseh et al. (2012) e Mehr et
al. (2013), a inseminacao cervical de uma pequena (0,25 ml) mas concentrada
dose de sémen (200 x 10° espermatozéides) é a mais apropriada para
contornar os problemas associados a um cérvix dificil de ultrapassar e reduzir a
ocorréncia de refluxo cervical. No presente trabalho a percentagem de ovelhas
que apresentou refluxo cervical foi estatisticamente igual a das ovelhas que
ndo o fizeram (y° = 2,8; P>0,05) (Quadro X). No estudo realizado por Dendena
(2017), a maioria das ovelhas Churras Bragancanas néo fez refluxo cervical. O
mesmo resultado foi observado por Conradi et al. (2017), em ovelhas Lacaune,
Fornazari (2018), em ovelhas Awassi x Sarda e Fornazari et al. (2018), em

ovelhas Assaf.

Quadro X: Refluxo cervical (percentagem) e sua relacdo com a taxa de

fertilidade
Refluxo Seminal Percentagem Taxa de Fertilidade
Sem 55,6%° (35/63) 85,7%" (30/35)
Ligeiro 44,4%" (28/63) 82,1%" (23/28)

a=a, para P>0,05; x=x para P>0,05 (entre linhas, mesmo parametro).

A taxa de fertiidade n&o foi significativamente influenciada pela
ocorréncia ou ndo de refluxo cervical (x*=0,6; P>0,05). Segundo Dendena
(2017) as taxas de fertilidade sdo superiores quando néo existe refluxo ou
particularmente quando este é ligeiro. No mesmo sentido Fornazari (2018)
registou a melhor taxa de fertilidade entre as ovelhas que apresentaram um
refluxo vaginal ligeiro. O contrario foi encontrado por Fornazari et al. (2018).
Por seu turno, Conradi et al. (2017) ndo conseguiram estabelecer qualquer
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relacdo estatisticamente significativa entre a taxa de fertilidade e o refluxo

cervical.
2.4.11. Inseminador

Na inseminacao artificial, a taxa de fertilidade pode variar em funcéo do
inseminador (Gordon, 1997, Donovan et al., 2004 e Anel et al.,, 2005). A
ultrapassagem do canal cervical depende muito da aptiddo do inseminador
(Eppleston e Maxwell, 1993, Santolaria et al., 2011 e Dendena, 2017). No
presente trabalho a taxa de sucesso do inseminador A foi estatisticamente igual
a do inseminador B (A: 84,4% vs. B: 90,0%) (x* = 1,5; P>0,05), o que revela a
experiéncia e a qualidade técnica de ambos. O mesmo foi observado por
Conradi et al. (2017). Pelo contrario, Dendena (2017) identificou diferencas de

fertilidade associadas ao inseminador.
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3. CONCLUSOES

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

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

— Na primeira quinzena de Abril, todas as ovelhas Churras Braganganas

estavam ciclicas.

—Todas as ovelhas responderam ao tratamento FGA +eCG,
independentemente de terem sido previamente tratadas ou ndo com

melatonina exdgena.

— Quarenta e um dias ap6s a inseminacao artificial, 84,1% das ovelhas

Churras Bragancganas estavam gestantes.

— A taxa de fertilidade foi significativamente influenciada pelo carneiro
dador de sémen (Carneiro 220: 91,7% vs. Carneiro 224: 78,5%), pelo
tipo de Os externo, pela viscosidade das secrecdes cervicais (Liquidas:
81,3% vs. Viscosas: 93,3%) e pelo local de deposicdo do sémen (12
prega: 88,3% vs. 22 prega: 66,7%).

— A taxa de fertilidade ndo foi significativamente alterada pela
administracdo prévia de melatonina (Controlo: 86,5% vs. Melatonina:
84,0%), pelo método de preservacdo do sémen (Fresco: 80,6% vs.
Refrigerado: 87,5%), pelo tipo de diluidor (INRA 96°: 90,9% vs.
OviXcell®: 83,3%), pela cor (Rosa: 100%) e pelo grau de lubrificacdo
(Reduzida: 83,3% vs. Boa: 87,2% vs. Abundante: 88,9%) da mucosa
vaginal, pelo refluxo cervical (Sem: 85,7% vs. Ligeiro: 82,1%) ou pelo
inseminador (A: 84,4% vs. B: 90,0%).
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