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Resumo

Este ensaio foi realizado com o intuito de comparar a eficacia de dois tratamentos
hormonais distintos na antecipacdo da estacdo reprodutiva — progestagénios + eCG
(Grupo Controlo) vs. melatonina + progestagénios + eCG (Grupo Melatonina) —, em
ovelhas da raca Churra Galega Bragancana. Por outro lado, procurou-se avaliar a
aplicabilidade da técnica de inseminacdo artificial (1A) cervical as ovelhas desta raca.

A rentabilidade das exploracbes ovinas é fortemente condicionada pela
sazonalidade reprodutiva. Conhecer os mecanismos fisioldgicos subjacentes a esta
mesma sazonalidade reprodutiva e saber manipular os factores hormonais e/ou
comportamentais capazes de contrapor os seus efeitos negativos é algo particularmente
importante. Por outro lado, a escolha da técnica da inseminagdo artificial, com o intuito
de melhorar a gestdo produtiva e reprodutiva dos efectivos, deve ter em conta 0s
objectivos a alcancar e a realidade técnica de cada exploracéo.

Na componente experimental deste trabalho foram utilizadas todas as ovelhas do
rebanho ovino da ESAB, ou seja, um total de 69 ovelhas da raga Churra Galega
Bragancana. No inicio do més de Margo, 36 destas ovelhas receberam um implante
subcutaneo de melatonina (18 mg). Sessenta e cinco dias depois, todas as ovelhas
(n=36) foram tratadas com esponjas vaginais, impregnadas com Acetato de
Fluorogestona (20 mg). Doze dias mais tarde, aquando da remocdo das esponjas
vaginais, as ovelhas foram injectadas, intramuscularmente, com 500 Ul de
Gonadotropina Corionica equina. Posteriormente, 20 ovelhas (10 — Grupo Controlo vs.
10 — Grupo Melatonina) foram sujeitas a inseminacao artificial cervical. As restantes 49
ovelhas foram beneficiadas por monta natural. Todas as ovelhas foram sujeitas a
diagnéstico de gestacdo, por ultrasonografia, 45 dias depois da realizacdo da
inseminacao artificial.

Nos finais do Inverno, 89,7% das ovelhas Churras Bragancanas estudadas
estavam em anestro sazonal. O tratamento com melatonina exdgena determinou,
relativamente ao tratamento classico com progestagénios, um aumento das percentagens
de ovelhas que manifestaram cio e que ovularam. Setenta e seis porcento das ovelhas

cobertas por monta natural e 55,0% das inseminadas artificialmente ficaram gestantes.



Abstract

The main aim of this study was to assess the efficiency of two hormonal
treatments — progestagens + eCG vs. melatonine + progestagens + eCG — to anticipate
the breeding season in a group of Churra Galega Bragancana ewes. Cervical artificial
insemination (Al) effectiveness was also evaluated.

By the end of the winter, 89.7% of Churra Galega Bragancana ewes were in
seasonal anoestrous. Melatonine treatment induced higher rates of ovulation and ewes
in estrus than traditional progestagens treatment. Natural mounting determined a

fertility rate of 76.0% while cervical Al originated a fertility rate of 55.0%.
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I Introdugéo

A ovinicultura € uma das actividades pecudrias com maior tradicdo e
representatividade no nosso Pais. O sistema de exploracdo tradicional, em regime
extensivo, tem vindo a ser, nos ultimos anos, gradualmente substituido por um regime
mais moderno, com recurso a suplementacdo alimentar em épocas de caréncia e a
utilizacdo de pastagens melhoradas. A utilizacdo de ragas autoctones, melhor adaptadas
ao meio ambiente local, com capacidades produtivas e reprodutivas superiores as das
ragas exoticas, nas condigdes edafo-climaticas locais, constitui, frequentemente, uma
importante actividade de subsisténcia para as populacdes rurais que as exploram
(Bettencourt, 1999).

Apesar dos ovinos serem considerados como reprodutores de “dias curtos”
(Yeates, 1949; citado por Bettencourt, 1999), em Portugal, devido a condicionalismos
de mercado, a maioria dos produtores utiliza, preferencialmente, como época de
cobricdo a Primavera-Verdo. Embora uma percentagem significativa de ovelhas se
encontre aciclica nesta época do ano (Bettencourt, 1988; citado por Bettencourt, 1999),
a sazonalidade das ovelhas autoctones ndo é tdo marcada como a das ovelhas originarias
de outros paises, localizados a latitudes mais elevadas. A aplicacdo de técnicas, como o
“efeito macho” (Bettencourt, 1988; Correia et al., 1995; Azevedo et al., 1997; Matos et
al., 1997; Correia et al., 1998; Correia et al., 1999; Correia et al., 2007) ou o0 uso de
tratamentos hormonais (Azevedo et al., 2002; Azevedo et al., 2003), permite contrariar
muito satisfatoriamente a sazonalidade das nossas ovelhas e alcancar boas taxas de
fertilidade aparente. Do ponto de vista produtivo, a utilizacdo desta época de cobricdo
assume particular importancia, tendo em vista, para além da obtencdo de borregos no
periodo do Natal, a producdo de leite destinada a elaboracdo de queijo, cujo fabrico
artesanal se restringe, fundamentalmente, aos meses de Outono e de Inverno. A época
de cobricdo de Outono €, geralmente, utilizada para o efectivo de substituicdo e para as
fémeas que ndo ficaram gestantes na Primavera.

Segundo Hafez et al. (2004), a inseminacao artificial (1A) é a técnica reprodutiva
singular mais importante no Melhoramento Genético Animal, ja que com 0 sémen de
alguns reprodutores seleccionados € possivel beneficiar milhares de fémeas por ano. A
documentagdo mais antiga, relativa ao uso da IA, data de 1780, quando um fisiologista

italiano Spallanzani conseguiu, através da aplicagdo desta técnica, o nascimento de



alguns cachorros. Porém, s6 a partir de 1900, na Russia, foram desenvolvidos estudos
sistematicos sobre a sua utilizagdo em animais domesticados.

A A perfila-se, efectivamente, como uma técnica reprodutiva indispensavel, quer
em programas de melhoramento genético (Foulley et al., 1990; citados por Bettencourt,
1999), quer em programas de conservacao in situ ou ex situ de espécies em riscos de
extin¢do (Schulte-Coerne, 1992; citado por Bettencourt, 1999). Em Portugal, a IA em
ovinos tem sido, até agora, usada apenas a titulo experimental e nalgumas exploragdes
pontuais, contrastando com o que sucede noutros paises, como por exemplo, em Franca,
onde a maior parte dos efectivos sdo beneficiados com recurso a esta técnica (Perret et
al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Novos avancos, relativos a ultrapassagem do
canal cervical e a melhor preservacao do sémen recolhido, facilitardo, seguramente, uma
maior vulgarizacdo desta técnica em todo o mundo. Por outro lado, o continuo
desenvolvimento das técnicas MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) e de
reproducdo assistida — FIV (fertilizacdo in vitro), transferéncia nuclear, criopreservacao
de odcitos e de embriGes e de transferéncia de embrides — desempenhara igualmente um
papel importante na aplicabilidade destes programas.

Nos peguenos ruminantes, a IA s faz sentido se estiver associada a outra técnica
reprodutiva — o controlo da actividade ovarica. Este pode ser conseguido com recurso a
utilizagdo de hormonas, a tratamentos luminosos e/ou a factores sociais (“efeito macho”
e/ou “efeito fémea’). Nos ovinos, as hormonas mais utilizadas no controlo da actividade
ovarica sdo 0s progestagénios e as prostaglandinas F,, (PGF2,). As gonadotropinas
coridonicas — eCG (equina) e hCG (humana) — sdo usadas, dependendo da dose
empregue, para garantirem a ovulagdo ou promoverem superovulagdes.

Nos ovinos, existem varias técnicas de IA: vaginal, cervical, transcervical e intra-
uterina. Todas elas apresentam vantagens e desvantagens. Eventualmente, as mais
repetiveis resultam em menores taxas de fertilidade e implicam a utilizacdo de maiores

doses seminais.



Il Revisdo Bibliografica
1 Fisiologia Reprodutiva da Ovelha
1.1 Ciclo Estrico

O ciclo éstrico é o intervalo de tempo que medeia entre o inicio de um cio e o0 do
ciclo seguinte (Bearden e Fuquay, 1984; citados por Bettencourt, 1999). Na espécie
ovina tem uma duracdo média de 16 a 17 dias (Hafez 1987; citado por Bettencourt,
1999) e divide-se em duas grandes fases: folicular (2 a 3 dias) e lutea (13 a 14 dias)
(Karsch, 1984a; citado por Bettencourt, 1999). A fase folicular caracteriza-se pelo
predominio da accdo dos foliculos (estrogénios) e a fase lutea da ac¢do do corpo luteo
(progesterona).

O cio ocorre no final da fase folicular e a sua duracdo varia entre 12-50 horas
(Hafez, 1987; citado por Bettencourt, 1999). A ovulagdo ocorre no final do estro (24-30
horas apds o seu inicio) (Hafez, 1987; citado por Bettencourt, 1999). A duracdo do cio
varia com a raca, a idade, a localizacdo geogréafica e a ocorréncia ou ndo de contacto
com o0s machos. Nos ovinos, o unico indicador seguro de cio é o reflexo de imobilidade,
ou seja, a fmea permanece quieta enquanto é montada pelo macho. Assim, na detec¢do
do cio podem ser usados machos inteiros aventalados ou vasectomizados, munidos de

arnés marcador (Bettencourt, 1999).

1.1.1 Endocrinologia do Ciclo Estrico

O controlo do ciclo éstrico envolve uma sequéncia de alteragdes hormonais
reguladas pelo eixo hipotalamo-hip6fise-gonadas, que interactua com o Utero (Bearden
e Fuquay, 1984; citados por Bettencourt, 1999). De acordo com os modelos elaborados
por Karsch et al. (1984) e O’Callaghan et al. (1987), as secre¢Bes hipotalamicas sdo
controladas por estimulos externos — fotoperiodo, alimentacdo, condi¢des climatéricas,
factores sociais, entre outros — e estimulos internos — estado de saude, secrecédo
hormonal, entre outros. O sistema nervoso central (SNC) desempenha um papel
fundamental no controlo da secre¢do de GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) e,
consequentemente, da ovulacdo, via terminagOes nervosas da eminéncia mediana. A
secrecdo deste factor de libertacdo estimula a secrecdo das gonadotropinas — FSH
(Follicle Stimulating Hormone) e LH (Luteinizing Hormone) — a partir da hipéfise
anterior. Estas gonadotropinas sdo sintetizadas e armazenadas nas células baséfilas da

adenohipofise (Hutchinson, 1979; citado por Bettencourt, 1999), sendo posteriormente



libertadas, por exocitose, em resposta a estimulacdo promovida pela GnRH (Fawcett et
al., 1969; citados por Bettencourt, 1999).

Os estrogénios e a progesterona sdo as principais hormonas esterdides produzidas
pelos ovarios, pelo que assumem um papel fundamental na regulacdo do ciclo éstrico
(Haresign et al., 1983; citados por Bettencourt, 1999).

A resposta da adenohipdfise a accdo da GnRH varia em fungdo do estado
reprodutivo da ovelha, sendo esta mais elevada na proximidade do pico pré-ovulatorio
de LH (Reeves et al., 1974, citados por Bettencourt, 1999) ou apds tratamento prévio
com estradiol (Haresign e Lamming, 1978; citados por Bettencourt, 1999). Pelo
contrério, esta resposta € menor apds exposicao prolongada a progesterona (Jenking et
al., 1977; citados por Bettencourt, 1999).

Durante a fase folicular, o estradiol eleva a frequéncia de libertacdo de GnRH e,
consequentemente, de LH. Gradualmente, aumentam as concentracGes sanguineas de
LH (resultantes da elevacdo gradual da frequéncia e da amplitude de secrecdo desta
hormona), promotoras do desenvolvimento folicular final e do pico pré-ovulatério de
estrogénios (Karsch et al., 1984; Haresign, 1985; citados por Bettencourt, 1999).
Imediatamente antes do pico pré-ovulatorio de LH, a frequéncia de libertacdo de LH é
de cerca de 1 pulso cada 1-2 horas (Baird, 1978). O aumento dos niveis circulantes de
estradiol, associado aos niveis basais de progesterona, resulta num efeito de retroaccao
positiva, a nivel do eixo hipotalamo-hipofisario, indutor do pico pré-ovulatério de LH (e
de FSH) e, subsequentemente, da ovulacdo (nas 18-24 horas seguintes) (Downey, 1980;
citado por Bettencourt, 1999). Durante a fase IUtea os elevados niveis circulantes de
progesterona, actuando a nivel do hipotdlamo, induzem uma diminuicdo da frequéncia
de libertacdo de GnRH e, consequentemente, de LH (Karsch et al., 1984; citados por
Bettencourt, 1999). Por outro lado, nesta altura, os niveis basais de estrogénios reduzem
a capacidade de resposta da hipofise anterior a accdo da GnRH, determinando
igualmente uma diminuicdo da sintese de gonadotropinas (Karsch et al., 1984; citados
por Bettencourt, 1999). Durante a fase l0tea do ciclo éstrico, a frequéncia de libertagcdo
de LH é de 1 pulso cada 3 a 4 horas (Karsch et al., 1984; citados por Bettencourt, 1999).
Niveis basais de 0,1-2,0 ng/ml alternam com picos de 5,0-15,0 ng/ml, cada 30-45
minutos (Haresign et al., 1983; citados por Bettencourt, 1999). A reduzida frequéncia
de secrecdo de LH impede a ocorréncia dos estagios finais de desenvolvimento folicular

e, subsequente, a ovulagao.



No decurso da fase folicular, a secrecdo de FSH ¢é inibida, em parte, devido a
retroacgdo negativa exercida pelos estrogénios (Salamonsen et al., 1973; McNeilly et
al., 1984; Goodman, 1988; citados por Bettencourt, 1999). A inibina, uma glicoproteina
segregada pelos foliculos, exerce igualmente uma retroac¢cdo negativa sobre a secre¢édo
de FSH (Clark, 1984; citado por Bettencourt, 1999). No momento do pico pré-
ovulatério de LH, observa-se simultaneamente um pico de FSH (retroac¢do positiva),
registando-se uma segunda elevacdo desta hormona 18-24 horas mais tarde
(Salamonsen et al., 1973; citados por Bettencourt, 1999).

Enquanto o processo de formacgdo do corpo lateo (CL) é semelhante nas varias
espécies, existem diferencas consideraveis no que diz respeito aos mecanismos que
promovem a sua manutencdo e regressdo. Na espécie ovina, o CL esta sujeito,
simultaneamente, a ac¢des luteotroficas e luteoliticas (McCracken et al., 1971; citados
por Bettencourt, 1999). Enquanto a LH e a prolactina (PRL) promovem a manutencao
da estrutura e da funcionalidade do corpo lateo (CL), as PGF,,, de origem uterina,
induz a sua lutedlise (Denamur et al., 1966; citados por Bettencourt, 1999).

As PGF,, sdo produzidas pelo utero, entre o 12-14°dias do ciclo éstrico
(McCracken et al., 1971; citados por Bettencourt, 1999). O mecanismo exacto de
controlo da sintese de PGF,, ndo é ainda totalmente conhecido, embora se saiba que
nele estdo envolvidos a progesterona e os estrogénios (CL e foliculos em crescimento) e
a oxitocina (hipotdlamo e foliculos em crescimento) (Silvia et al., 1991; citados por
Bettencourt, 1999). Nos ovinos, a administracdo de progesterona, durante a fase inicial
do desenvolvimento luteo, resulta na diminuicdo do tempo de vida do CL,
possivelmente devido a produgédo precoce de PGF,, (Ottobre et al., 1980; citados por
Bettencourt, 1999). O estradiol, actuando a nivel do endométrio, eleva a formacédo de
receptores de oxitocina e activa as enzimas necessarias a sintese de PGF,,, (Huslig et al.,
1979; Dey et al., 1982; Hixon e Flint, 1987; citados por Bettencourt, 1999). Por seu
turno, a oxitocina estimula a producdo uterina de PGF,, (Flint et al., 1990; citados por

Bettencourt, 1999) e assegura a ocorréncia da lutedlise.

2 Sazonalidade Reprodutiva

Os ovinos, porque as cobricdes tém lugar, maioritariamente, nos meses de Outono
(altura do ano em que o fotoperiodo é decrescente) e consequentemente 0s partos
ocorrem nos finais do Inverno-inicios da Primavera (Vijil, 1986, Goddard, 1991, Staples
et al., 1992, Williams e Helliwell, 1993, Gates et al., 1998, Hileman et al., 1998,



Gerlach e Aurich, 2000, Kaya et al., 2002 e Rosa e Bryant, 2003; citados por Valentim,
2004), dizem-se reprodutores de “dias curtos”. Desta forma, 0s partos coincidem com a
estacdo do ano em que as condicOes climatéricas e alimentares sdo mais favoraveis ao
crescimento fetal final e a lactacdo (Malpaux et al., 1988, Lopez Sebastian, 1989,
Martin et al., 1990, Lincoln, 1992, Matthews et al., 1993, Thimonier, 1996, Malpaux et
al., 2001, Martin et al., 2002, Thiéry et al., 2002 e Rosa e Bryant, 2003; citados por
Valentim, 2004). Por outro lado, as crias nascem quando as condi¢des alimentares e de
temperatura sdo mais favoraveis ao seu crescimento pés-natal (Vijil, 1989, Martin et al.,
2002, Thiéry et al., 2002 e Rosa e Bryant, 2003; citados por Valentim, 2004).

As ovelhas sdo animais de ciclo poliéstrico sazonal. Nas regifes temperadas e
polares, o fotoperiodo é o principal factor regulador da sazonalidade (Hafez, 1987;
citado por Bettencourt, 1999). Assim, todas as racas ovinas originarias de latitudes
superiores a 30° (Lincoln, 1992) ou 40° (Chemineau et al., 1992; citados por
Bettencourt, 1999), onde a amplitude de variacdo do fotoperiodo é elevada, apresentam
variagcOes sazonais na sua actividade reprodutiva (Ortavant et al., 1985; citados por
Bettencourt, 1999).

A estacdo reprodutiva caracteriza-se pela apresentacdo de ciclos éstricos
“regulares” e a estagdo de anestro sazonal pela irregularidade destes mesmos ciclos ou
pela completa inactividade sexual. A alimenta¢do, o estado nutricional, as condig¢des
climatéricas, a genética, a idade, 0 sexo e os factores sociais desempenham igualmente
um papel importante na regulacdo da actividade reprodutiva e na profundidade do
anestro sazonal (Sadlier, 1969, Martin et al., 1990, Chemineau, 1992, Pérez et al., 1998
e Martin et al., 2002; citados por Valentim, 2004).

Durante a estacdo de anestro, a percentagem de ovelhas que ovulam é superior a
percentagem de ovelhas que apresentam cio (Hulet et al., 1974; Bettencourt, 1988;
citados por Bettencourt, 1999). Mais, num estudo realizado na Australia, com animais
de raca Dorset Horn, verificou-se que, no inicio da estacdo reprodutiva, a percentagem
de ovelhas que ovulam é superior a de ovelhas que manifestaram cio (Hall et al., 1986;
citados por Bettencourt, 1999). Exactamente o oposto foi registado no final da estagéo
reprodutiva (Hall et al., 1986; citados por Bettencourt, 1999). Ao que tudo indica, as
ovulages “silenciosas”ocorrem devido a auséncia previa de elevados niveis circulantes
de progesterona (Hunter et al., 1971; Valentim et al., 2006b), necessarios a formacéo de

receptores hormonais de estrogénios no eixo hipotalamo-hipofise-gonadas e,



consequentemente, indispensaveis a manifestacdo de sinais detectaveis de cio (Senger,
2004; citado por Valentim et al., 2006b).

3 Controlo da Actividade Ovarica

Nas modernas exploracdes ovinas, o controlo da actividade reprodutiva constitui
uma técnica de maneio fundamental, pois permite elevar a sua rentabilidade. Possibilita
um melhor planeamento das seguintes actividades:

— Alimentacao, conforme as disponibilidades alimentares e o estadio fisiologico

das ovelhas (Valentim et al., 2006b).

— Epocas de cobricio e de paricdo, segundo as variagdes anuais da procura do
mercado e dos recursos de mao-de-obra (Valentim et al., 2006Db).

— Maneio sanitario, de acordo com as principais patologias locais, o estadio
fisiolégico das ovelhas e o momento da venda dos produtos finais
(particularmente, de carne e/ou de leite). Deste modo, aumentam-se as taxas de
fertilidade e de prolificidade, a produtividade do sistema (nUmero de
carcacas/numero de ovelhas cobertas) e a obtencdo de produtos de maior
qualidade e homogeneidade (Valentim et al., 2006b).

A resposta das ovelhas aos tratamentos é muito variavel e depende de factores
como: a raga, o individuo, a idade, a estacdo do ano, 0 maneio, o estado de lactacédo, o
estado nutricional, o estado sanitario, o protocolo utilizado, as hormonas administradas,
as doses empregues, o sistema de beneficiacdo adoptado (monta natural ou inseminagéo
artificial), entre outros (Valentim et al., 2006b).

Nos ovinos, o controlo da actividade ovérica continua assente na utilizacdo de
progestagénios e/ou de PGF,, e de gonadotropinas hipofisarias e/ou coriénicas. Novos
métodos, baseados no uso combinado de outras hormonas como a GnRH (hormona
gonadotrdpica) e os estrogénios e/ou de agonistas da GnRH, continuam envoltos em
controvérsia. Os custos e as exigéncias técnicas adstritas a estes novos métodos
determinam que a sua aplicacdo esteja praticamente restrita a programas MOET
(Valentim et al., 2006b).

3.1 Sincronizacéo de cios

3.1.1 Utilizacdo de Progestagénios

Os progestagénios sdo analogos sintéticos de progesterona, com efeito bioldgico

superior ao da propria molécula natural, e que, por isso mesmo, sdo administrados em



doses mais reduzidas (Valentim et al.,, 2006b). Actuam inibindo a accdo das
gonadotropinas e, consequentemente, o normal desenvolvimento folicular e a ovulagéo,
ou seja, mimetizam os efeitos naturais da progesterona que impedem a ovulagéo e
prolongam a fase lutea. Os progestagénios possuem uma semivida curta, ja que sao
rapidamente metabolizados (Valentim et al., 2006b). Assim, terminada a sua
administracdo produz-se um répido regresso a actividade ovérica (Valentim et al.,
2006b). Sdo vérios 0s progestagénios disponiveis no mercado, embora 0s mais
utilizados, em ovinos, sejam o FGA (acetato de fluorogesterona) e o MAP (acetato de
medroxiprogesterona) (Valentim et al., 2006b). Comparativamente, 0 FGA permite um
controlo mais preciso da actividade ovarica, particularmente importante quando a
beneficiacdo é assegurada por IA (Valentim et al., 2006b). As esponjas vaginais
constituem o veiculo mais comum e pratico de administracdo de progestagénios
(\Valentim et al., 2006b).

N&o existe um protocolo Gnico de tratamento com progestagénios. De um modo
geral, a duracdo do tratamento com progestagénios esta, de alguma forma, relacionada
com a duracédo natural da fase latea (Valentim et al., 2006b). Geralmente, propde-se que
os tratamentos com FGA tenham uma duracdo de 12-15 dias e os com MAP de 10-16
dias (\Valentim et al., 2006b). O MAP deve ser administrado em doses préximas dos 60
mg, independentemente das ovelhas se encontrarem na estagdo reprodutiva ou na de
anestro (Valentim et al., 2006b). Quanto ao FGA, é presentemente utilizado na dose
Unica de 20 mg, tanto na estacdo reprodutiva como na de anestro (Valentim et al.,
2006b).

Na estacdo reprodutiva, a administracdo prolongada de progestagénios pode
afectar negativamente o0 eixo hipotadlamo-hip6fise-gonadas, determinando uma
diminuicdo da taxa de fertilidade (\Valentim et al., 2006b). Para além de condicionar a
secrecdo de GnRH/LH e os mecanismos foliculares e ovulatério, diminuem as
manifestacbes detectaveis de cio e prejudicam a formacdo de depositos de
espermatozoéides no canal cervical e o transporte destes ao longo do aparelho genital
feminino (Valentim et al., 2006b). O uso sistematico destas hormonas parece aumentar
estes problemas (Valentim et al., 2006b). Tratando-se de hormonas sintéticas sdo
reconhecidas como tal pelo sistema imunitario da fémea, originando a formacédo de
anticorpos contra os progestagénios (Valentim et al., 2006b).

Na estacdo de anestro, pelo contrério, recomenda-se a aplicagdo de um tratamento

curto com progestagénios, pois este parece elevar a taxa de fertilidade através dos



efeitos positivos que exerce sobre o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas e,
consequentemente, sobre a actividade ovérica, as manifestacdes de cio, o transporte de
espermatozdides no aparelho genital feminino e a fungdo latea (Valentim et al., 2006b).

3.1.2 Utilizacao de Prostaglandinas Faq

A destruicdo natural do corpo luteo, que ocorre no final de cada ciclo éstrico,
resulta, fundamentalmente, da accdo das PGF,, produzidas no Utero (Valentim et al.,
2006b). Assim, a administracdo de PGF,, exdgena ou de substancias analogas
sintéticas, sempre que e apenas quando exista um corpo luteo activo, determina a
destruicdo desta estrutura ovarica, a diminuicéo dos niveis circulantes de progesterona e
0 comeco de um novo ciclo éstrico (Valentim et al., 2006b). Efectivamente, durante a
estacdo de anestro ou nos periodos de transicdo entre as estagdes reprodutiva e de
anestro e vice-versa, € absolutamente inapropriado o uso de PGF,, no controlo da
actividade ovarica (Valentim et al., 2006b). Nos ovinos, o corpo luteo s é sensivel a
accdo das PGF,, entre 0 4° e o 14° dia do ciclo (Valentim et al., 2006b). A
administragdo destas hormonas a ovelhas recém ovuladas e, consequentemente, com um
corpo lateo pouco desenvolvido ou a ovelhas que se encontram no final da fase lutea
ndo produz qualquer efeito luteolitico (Valentim et al., 2006b). Neste sentido, a
administracdo de uma unica injeccdo de PGF,, ndo é normalmente suficiente para
sincronizar o cio de um grupo de ovelhas. H& que administrar duas injeccdes com 9-14
dias de intervalo (Valentim et al., 2006b). Geralmente, recomenda-se a administragéo
de aproximadamente 20 mg de PGF,,, ou de 125 ng de cloprostenol/injeccdo (Valentim
et al., 2006b). Porém, alguns autores sugerem a administracdo de doses muito diferentes
—de 35 a 250 g de cloprostenol/injeccdo (Valentim et al., 2006b).

Vérios autores afirmam que, nos ovinos, 0 uso de PGF,,. produz resultados
reprodutivos algo pobres e sugerem mesmo a sua ndo utilizagdo nestes animais
(Valentim et al., 2006b). Aparentemente, esta hormona pode ndo determinar a completa
regressao do corpo lateo, afectar negativamente os mecanismos foliculares e ovulatério
e prejudicar o transporte dos espermatozéides ao longo do aparelho genital feminino
(\Valentim et al., 2006b). N&o obstante, outros autores ndo encontraram diferencas
estatisticamente significativas nas taxas de fertilidade aparente, quando utilizaram

PGF,, ou progestagénios no controlo da actividade ovarica (Valentim et al., 2006b).



3.1.3 Utilizacdo de Progestagénios e de PGF,

Durante a estacdo reprodutiva, a fim de evitar os efeitos deletérios dos tratamentos
prolongados com progestagénios, aconselha-se o uso de um tratamento curto (Valentim
et al., 2006b). Normalmente, este tipo de tratamento tem uma duracéo que varia entre 7-
9 dias, embora possa reduzir-se a 4-5 dias sem afectar significativamente a taxa de
fertilidade aparente (\Valentim et al., 2006b). No final, h&4 que administrar uma injeccao
de PGF,,, com o objectivo de garantir o controlo da actividade ovérica das ovelhas que
ainda possuam um corpo luteo funcional (Valentim et al., 2006b). Mais recentemente,
alguns autores propGem que a administracdo de PGF,, seja feita antes do tratamento
curto com progestagénios (Valentim et al., 2006b). Desta forma, poder-se-do evitar o0s
efeitos negativos da PGF,, sobre o momento da ovulacgdo (Valentim et al., 2006b).

3.2 Indugéo da Ovulagéo

Na estacdo reprodutiva, apds a aplicacdo de tratamentos de controlo da actividade
ovarica, ocorre, normalmente, a libertacdo de gonadotropinas em doses capazes de
promover as manifestacbes de cio e a ovulagdo (Valentim et al., 2006b). Contudo,
recomenda-se a administracdo de gonadotropinas exogenas a fim de suportar a
actividade ovarica natural, contrariando possiveis efeitos negativos dos progestagénios
e/ou da PGF,, sobre o eixo hipotalamo-hipofise- gbnadas e, desta forma, elevar as taxas
de fertilidade aparente e/ou de prolificidade (Valentim et al., 2006b). Por seu turno,
durante a estacdo de anestro, a administracdo de gonadotropinas exodgenas €
imprescindivel ao aumento da percentagem de ovelhas que apresentam cio e/ou das que
ovulam (Valentim et al., 2006b).

As gonadotropinas exdgenas mais utilizadas sdo a FSH, a eCG (ou PMSG) e a
hCG (Valentim et al., 2006b). A FSH promove o crescimento folicular. Geralmente, é
administrada em preparados que contém uma pequena quantidade de LH (Valentim et
al., 2006b). Esta hormona é essencialmente utilizada na inducdo de superovulagdes.
Normalmente, recomenda-se a sua injec¢cdo cada 12 horas, durante 2-4 dias, em doses
preferencialmente decrescentes (Valentim et al., 2006b). A ultima injeccdo deve ser
aplicada 12-24 horas depois de ter terminado o tratamento com progestagénios e/ou
PGF,, (Valentim et al., 2006b). A administracdo de FSH exige que o criador disponha
de recursos financeiros e de mao-de-obra ndo desprezaveis e induz um consideravel
nivel de stress nos animais (Valentim et al., 2006b). Por isso mesmo, é essencialmente

utilizada em programas MOET.
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A eCG possui uma accdo FSH + LH. A accdo FSH é mais prolongada e a LH
menos marcada (Valentim et al., 2006b). A eCG tem uma semivida mais longa do que a
FSH e pode ser administrada huma Unica injeccdo (Valentim et al., 2006b). Devido a
sua maior semivida, a precisdo da eCG é inferior a da FSH, resultando em épocas de
cobricdo e de paricdo mais prolongadas (Valentim et al., 2006b). A fim de aumentar a
sua precisdo, podem utilizar-se preparados com substancias anti-eCG, que deverdo ser
administrados cerca de 2 dias apds a injeccdo de eCG. A eCG deve ser administrada
entre 48 horas antes e 0 momento exacto do término do tratamento de sincronizagdo ou
de inducdo da actividade ovarica (Valentim et al., 2006b). Normalmente, enquanto
doses de 450-600 Ul promovem a ovulacdo, doses proximas das 750 Ul induzem
superovulacdes (Valentim et al., 2006b). Doses mais elevadas podem resultar em
elevadas perdas embrionarias ou na formacdo de quistos ovaricos (Valentim et al.,
2006b). Segundo alguns autores, o uso frequente de eCG pode originar a instalacdo de
um estado refractario a esta mesma hormona, provavelmente devido a formacdo de
anticorpos especificos (Valentim et al., 2006b). Porém, outros autores afirmam que se
podem aplicar varios tratamentos com eCG sem que ocorra o estabelecimento do estado
refractario ou a formacao de anticorpos especificos (Valentim et al., 2006b).

A hCG é uma hormona com ac¢do idéntica a LH. Além de induzir a ovulacdo de
foliculos maduros, possui efeitos luteotrépicos (Valentim et al., 2006b). Eventualmente,
pode determinar até a ovulacdo de foliculos pequenos, ou seja, de baixa fertilidade
(Valentim et al., 2006b). Comparativamente, ainda que a hCG resulte numa pior
resposta ovarica e em taxas de fertilidade mais baixas, no final tende a produzir taxas de
prolificidade superiores as conseguidas através da administracdo de eCG (Valentim et
al., 2006b). Efectivamente, os efeitos luteotropicos da LH parecem diminuir as perdas
embrionarias (Valentim et al., 2006b). Neste sentido, varios autores sugerem 0 USO
combinado de eCG/hCG, com o intuito de melhor aproveitar os efeitos FSH da eCG
(melhorar as taxas ovulatdrias) e LH da hCG (melhor sobrevivéncia embrionaria)
(Valentim et al., 2006b). Geralmente, utilizam-se doses de hCG prdoximas das 500 Ul na
promocado da ovulacgdo (Valentim et al., 2006Db).

O “efeito macho” pode igualmente promover a ovulacdo e as manifestacoes de
cio. Ao que tudo indica, ele eleva rapidamente (nalguns minutos) a secrecdo de
GnRH/LH (Poindron et al., 1980, Chemineau, 1987 e Signoret, 1990). Por seu turno, a
secrecdo de FSH néo sofre qualquer alteragéo imediata (Poindron et al., 1980 e Ortavant

et al., 1985). O pico pré-ovulatério de LH surge, em média, 30 horas (6-54 horas) apds
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a juncao do(s) carneiro(s) e das ovelhas (Oldham et al., 1978 e Knight et al., 1978).
Segundo Martin et al. (1980) (citados por Signoret e Cognié, 1984), produz-se entdo um
aumento da secrecdo de FSH. De acordo com Signoret e Cognié (1984), cerca de 48
horas depois da introducdo do(s) carneiro(s) a maioria das ovelhas ovulam. Alguns

autores afirmam que o “efeito macho” pode induzir superovulacdes.

3.3 Melatonina

Ainda que a melatonina possa actuar a varios niveis do eixo hipotalamo-hipofise-
gonadas, a sua ac¢édo principal produz-se a nivel do sistema nervoso central e relaciona-
se com a modificacdo da frequéncia de libertacdo de GnRH/LH e da actividade das
gonadas (Valentim et al., 2006a). Esta ac¢do da melatonina é conseguida através de dois
mecanismos complementares: modulacdo directa da secre¢cdo de GnRH (esterdide-
independente) e alteracdo da sensibilidade do eixo hipotalamo-hipofisario face a
retroaccdo negativa exercida pelos esterdides gonadais (esterdide-dependente)
(Valentim et al., 2006a). Durante a estagdo de anestro sazonal, a actividade ovarica
completa das ovelhas desaparece ou é fortemente condicionada pela eficacia deste
mecanismo de retroaccdo negativa, responsavel pelo bloqueio da ocorréncia do pulso
pré-ovulatorio de GnRH/LH e, consequentemente, da ovulacao (Valentim et al., 2006a)

Nos ovinos, a actividade reprodutora sazonal pode ser manipulada através da
aplicacdo de tratamentos luminosos ou da administracdo de melatonina exdgena
(Valentim et al., 2006a). A adequada aplicacdo de tratamentos luminosos é pouco
exequivel numa exploracdo ovina comum e é particularmente cara, pois implica a
utilizacdo de instalagcbes apropriadas, cuja construcdo e manutencdo sdo bastante
onerosas (Valentim, 2006a). A utilizacdo de implantes subcutaneos de melatonina,
ainda que ndo seja propriamente barata (=10€/implante), sempre ¢ economicamente
mais vantajosa (Valentim et al., 2006a).

Nas ovelhas anéstricas, a administragdo de melatonina exdgena mimetiza os perfis
de secrecao de melatonina dos “dias curtos”, ou seja, eleva a secre¢do de GnRH/LH e,
consequentemente, promove a ovulacdo, melhora a funcdo litea e aumenta a taxa de
sobrevivéncia dos embrides (Forcada et al., 2001; citados por Valentim et al., 2006a).
Na verdade, possibilita a obtencdo de resultados reprodutivos semelhantes aos que
ocorrem, naturalmente, em plena estacdo reprodutiva — altas taxas de fertilidade
aparente e de prolificidade (Forcada et al., 2001, Sanchez et al., 2003 e Santander et al.,

2003; citados por Valentim et al., 2006a). O uso de implantes subcutaneos de
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melatonina € absolutamente desaconselhado em animais impuberes (folhetos da
SANOFI Santé Nutrition Animal, 1999 e da CEVA Santé Animal, 2001; citados por
Valentim et al., 2006a).

Nos ovinos, a melatonina exdgena pode ser facil e comodamente administrada,
através da colocacdo de implantes subcutaneos desta hormona, na base posterior das
orelhas (Valentim et al., 2006a). Contudo, os resultados reprodutivos obtidos por
diferentes investigadores sdo, por vezes, aparentemente contraditérios, devido a
diferencas relacionadas com o animal (patrimonio genético, idade, condigcdo corporal,
etc.), com o maneio (tamanho dos rebanhos, alimentacéo, interferéncia na organizagédo
social, estado sanitario, duracdo do intervalo parto/colocacdo dos implantes, producdo
de leite, etc.) e com a metodologia empregue (parametros avaliados, momento da
aplicacdo dos implantes, dose administrada, duracdo do intervalo colocacdo dos
implantes/introducdo dos machos ou realizacdo da inseminacdo artificial, etc.)
(Valentim et al., 2006a).

O momento correcto para se proceder a administracdo de melatonina exdgena
depende da “historia” fotoperiodica do animal (Valentim et al., 2006a). A aplicacdo de
implantes subcutaneos de melatonina, no final da estacdo reprodutiva/comeco da
estacdo de anestro, pode ndo resultar no “prolongamento” da estagdo reprodutiva, mas
sim na instalacdo de um estado “fotorrefractario” ao sinal “dias curtos” (Valentim et al.,
2006a). Assim, antes de se colocarem implantes subcutdneos de melatonina, ha que
submeter os animais a um sinal fotoperiddico inibidor — “dias longos” —, de modo a
ressensibilizar-se o seu sistema neuroenddcrino relativamente ao sinal “dias curtos”
(Valentim et al., 2006a). Segundo varios autores, as transicdes progressivas do
fotoperiodo (crescente ou decrescente) parecem promover uma resposta fisioldgica mais
forte do que a que se regista quando estas transicdes sdo abruptas (passagem repentina
de um regime luminoso de “dias curtos” para “dias longos” e vice-versa). Sob condicoes
de campo, a ressensibilizacdo do sistema neuroendocrino dos ovinos face ao sinal “dias
curtos” tem passado pela sujeicdo dos animais ao fotoperiodo naturalmente crescente,
no periodo de Inverno/Primavera (Valentim et al., 2006a).

O numero de implantes a colocar, por animal, varia em fungdo do sexo e do seu
peso corporal (Valentim et al., 2006a). Cada implante subcutaneo de melatonina (18 mg
de melatonina) liberta, progressivamente, melatonina em doses semelhantes as
segregadas naturalmente durante a noite, por um periodo de 3-4 meses (folhetos da
SANOFI Santé Nutrition Animal, 1999 e da CEVA Santé Animal, 2001; citados por
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Valentim et al., 2006a). Cerca de 30-40 dias ap0s a colocacdo dos implantes
subcutaneos de melatonina, as ovelhas reiniciam a sua actividade ovarica (folhetos da
SANOFI Santé Nutrition Animal, 1999 e da CEVA Santé Animal, 2001; citados por
Valentim et al., 2006a), mas esta so se torna semelhante a da estacdo reprodutiva nos
trés ciclos ovaricos seguintes (2-4 ciclos pos-tratamento), ou seja, até cerca de 70 dias

apos a colocacédo dos referidos implantes.

4 Inseminacdo Artificial em Pequenos Ruminantes

A 1A é uma técnica reprodutiva baseada na recolha de sémen e posteriormente
deposicao no tracto reprodutivo feminino, com o auxilio de instrumentos e sem que haja
contacto directo entre macho e fémea (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt,
1999). As primeiras investigacdes sobre a IA, em ovinos, foram realizadas por Ivanov
(1907, 1912), no inicio do século XX (Gillan et al., 1999 e Salamon e Maxwell, 2000).
Apbs a Primeira Guerra Mundial, novos estudos intensivos foram desenvolvidos por
Milovanov e, no inicio dos anos 30, a IA, com sémen fresco e refrigerado, era usada, em
grande escala, em programas de melhoramento animal, por toda a EX-URSS (Gillan et
al., 1999 e Salamon e Maxwell, 2000). De entre os varios paises da Unido Europeia, a
Franca é aquele em que a pratica da IA, entre 0s ovinos, se encontra mais difundida
(Perret et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Neste pais, a IA é assegurada, todo o
ano, fundamentalmente pelas associacdes de criadores. De um modo geral, 0s técnicos
destas associacOes trabalham com sémen fresco e refrigerado. Em Portugal, a IA de

ovinos é muito rara e quase que exclusivamente experimental.
4.1 Vantagens e Inconvenientes da Inseminacao Artificial

As principais vantagens da IA sao:

— Estende os limites geogréficos e temporais da cobricdo natural.

— Aumenta o rigor dos registos reprodutivos.

— Contribui fortemente para 0 melhoramento genético dos efectivos.

— Viabiliza a aplicacao de programas de conservagdo do patrimonio genético.
— Eleva o controlo de doencas sexualmente transmissiveis.

— Melhora o controlo das actividades reprodutiva e produtiva dos efectivos, o que

comporta claras vantagens econoémicas.

14



— Facilita o maneio dos efectivos, aumentando a seguranca fisica dos criadores.
Por outro lado, porque possibilita a criacdo de lotes, permite a implementagéo
de técnicas de maneio tdo simples como o flushing, o steaming up e a
assisténcia a partos, as quais tém igualmente importantes repercussoes

economicas.

— Maior economia. Com o sémen de um sé macho pode inseminar-se um grande
numero de fémeas, logo o numero de machos que é necessario existir na

exploracédo reduz-se significativamente.

— Permite o desenvolvimento de novas tecnologias reprodutivas e genicas.
Quando devidamente realizada, as desvantagens da IA séo reduzidas:

— Existéncia de pessoal qualificado na exploragdo, capaz de implantar programas
de indugdo/sincronizacdo da actividade ovérica, de deteccdo de cios, de recolha
de sémen, de tecnologia seminal e de A propriamente dita.

— Proceder a uma atempada detec¢do das fémeas em cio e a restricdo dos seus
movimentos, 0 que nem sempre é facil, particularmente, nas exploracdes que

funcionam em regime extensivo.

A dissociacdo espacial, entre o local de producdo dos gametas masculinos e o
local de deposicdo dos mesmos no genital feminino, € um dos factores com maior
interesse na 1A, permitindo uma maior disseminacdo de material genético superior
(Hafez, 1987; citado por Bettencourt, 1999). A manutencdo dos machos reprodutores,
separados das fémeas, em instalacGes préprias, da mais garantias, as organizagdes
competentes, relativamente a sua origem (ascendéncia, valor genético, aptiddes
individuais, estado sanitario, etc.), bem como possibilita uma melhor gestdo reprodutiva
dos mesmos (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Por outro lado, facilita
o transporte de material genético, nomeadamente, entre paises que ndo permitem a
entrada de animais vivos (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt, 1999). A
conservacdo prolongada de sémen, de animais de elevado valor genético, facilita o seu
uso apos a morte do dador (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt, 1999).

A aplicacdo desta técnica garante a existéncia de registos mais seguros,
aumentando a precisdo de seleccdo e a eliminagdo de caracteres indesejaveis (Evans e
Maxwell, 1987; citados por Bettencourt, 1999).
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A 1A desempenha um papel importante em varias fases da execucdo de um
programa de melhoramento genético (Foulley et al., 1990; citados por Bettencourt,
1999). Na realidade, o recurso a IA permite a avaliacdo de reprodutores, facilitando a
criacdo de ligacBes genéticas entre diferentes exploracfes (Foulley et al., 1984; citados
por Bettencourt, 1999) e permite o uso simplificado do teste de descendéncia, em
diferentes condigcdes ambientais e de maneio (Hafez, 1987; citado por Bettencourt,
1999). O sémen de um mesmo carneiro pode ser utilizado em vérias exploragdes,
aumentando a sua descendéncia e facilitando a identificacdo da importancia de alguns
parametros ambientais e de maneio. Determina um progresso genético mais rapido das
racas, com maior ganho genético, na medida em que facilita a existéncia de
acasalamentos perfeitamente dirigidos, mais eficazes do que o0s que resultam de
cobricdo natural. Eleva a precisdo da avaliacdo das diferentes metodologias estatisticas
presentemente utilizadas no melhoramento genético (Bodin et al., 1997; citados por
Bettencourt, 1999).

O papel da IA, em programas de conservagdo genética, in situ ou ex situ, de ragas
em vias de extingdo, é fundamental (Schulte-Coerne, 1992; citado por Bettencourt,
1999), pois facilita o controlo do nimero e do tamanho das familias (Bodin et al., 1997;
citados por Bettencourt, 1999). Torna mais facil e eficiente a aplicacdo de sistemas de
cobricdo rotativa (Chevalet e Rochambeau, 1979; citados por Bettencourt, 1999), ap6s
divisdo da populacdo, segundo uma matriz de parentescos, independentemente da
separacao fisica das exploracdes (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Se
utilizada correctamente, permite ainda controlar os riscos de consanguinidade,
particularmente quando h& trocas de material genético entre efectivos de pequena
dimensdo.

Em termos de eficcia produtiva, esta técnica comporta também varias vantagens.
Facilita a identificacdo de machos inférteis. Permite a utilizacdo de machos
incapacitados (por lesdes ou por idade) e a reducdo do numero de machos presentes na
exploragdo. Presentemente, um carneiro adulto pode produzir mais de 550 doses de
sémen por ano (valor médio =386 doses/ano) (Bodin et al., 1997; citados por
Bettencourt, 1999). Na Primavera, a aplicacéo da IA é particularmente importante, pois
nessa altura do ano a libido dos machos é menor e a quantidade e a qualidade do semen

produzido s&o inferiores (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999).
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A utilizagdo da IA diminui os riscos sanitarios, pois o estado de satide dos machos
reprodutores é monitorizado regularmente, ndo existe contacto directo macho/fémeas e
sO é usado o sémen de reprodutores comprovadamente saos.

O controlo da actividade reprodutiva (ovulacdes e manifestacfes de cio), inerente
a aplicacdo da técnica de IA, facilita 0 maneio geral dos efectivos e resulta num
aumento da eficiéncia produtiva (Boichard et al., 1984; Bodin et al., 1997; citados por
Bettencourt, 1999). Permite um melhor ajustamento entre a producéo e as necessidades
de mercado (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Faculta uma escolha
mais precisa das épocas de cobricdo e de paricdo. Facilita a criacdo de lotes de animais
mais uniformes (destinados a venda) e/ou na mesma fase do ciclo produtivo. Permite
ainda a programagéo mais precisa da utilizacdo da méo-de-obra. Todas estas vantagens
produtivas tém, obviamente, importantes repercussdes econdmicas.

O desenvolvimento e a aplicacdo da IA facilitam a utilizacdo de outras técnicas
reprodutivas (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt, 1999). Por outro lado,
possibilitam a implementacdo de trabalhos experimentais, desenhados com o objectivo
de identificar genes com importancia econdmica (Bodin et al., 1997; citados por
Bettencourt, 1999).

Os principais inconvenientes da inseminacdo artificial estdo associados a
necessidade de se proceder ao controlo da actividade reprodutiva das fémeas, o que
encarece obrigatoriamente a sua aplicacdo. Do ponto de vista genético, a utilizacdo
intensiva e indiscriminada de 1A pode conduzir a diminuicdo da variabilidade genética,
associada a um aumento da taxa de consanguinidade (Evans e Maxwell, 1987; Bodin et
al., 1997; citados por Bettencourt, 1999).

A imprecisdo dos emparelhamentos, devido a hipotéticos erros de deciséo e/ou de
identificacdo do sémen, a utilizacdo de um macho reprodutor incorrectamente
valorizado e a disseminacdo de doencas ndo identificadas, sdo outros factores a ter em
conta.

Nos ovinos, a IA deve resultar, no minimo, numa taxa de fertilidade aparente
(indicador mais preciso do sucesso da sua aplicacdo) de 50% (Perret et al., 1997; citados
por Bettencourt, 1999). Caso contrario, a sua utilizagdo torna-se economicamente

inviavel (Perret et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999).
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4.2 Técnicas de 1A

Tal como ja foi anteriormente referido, um dos maiores obstaculos a difusdo da
técnica de IA, entre os ovinos, relaciona-se com a impossibilidade de ultrapassar,
naturalmente, o canal cervical, de forma a depositar 0 sémen no corpo ou nos cornos
uterinos. Na verdade, o local onde é deixado o sémen denomina a técnica de 1A
utilizada: vaginal, cervical, transcervical e intra-uterina.

A inseminacdo vaginal é frequentemente designada por “tiro no escuro” e consiste
na deposicdo do sémen na vagina, o0 mais profundamente possivel, sem, no entanto, ter a
preocupacdo de o fazer préximo da entrada do canal cervical (Mylne et al., 1997;
citados por Bettencourt, 1999). E, normalmente, realizada com sémen fresco diluido.
Um programa de 1A, assente na inseminacdo vaginal, se bem conduzido, podera resultar
em taxas de fertilidade aparente de 60%, com sémen fresco diluido, e de até 40%, com
sémen congelado (Buckrell et al., 1991; citados por Bettencourt, 1999). Porém, para se
alcancarem estas taxas ha que utilizar um elevado numero de espermatozoides,
frequentemente superior a 500 milhdes de células espermaticas vidveis/dose de
inseminacdo (Buckrell et al., 1991; citados por Bettencourt, 1999).

A inseminacdo transcervical é uma técnica de IA ndo cirdrgica, em que 0S
espermatozéides sdo depositados no Utero, via vagina e canal cervical (Hill et al., 1998
e Salamon e Maxwell, 2000). E uma técnica facil de ensinar, mesmo a pessoas
inexperientes. Um dos métodos transcervicais de inseminacdo (porventura, o mais
conhecido) é o GUELPH. Ele permite a ultrapassagem completa do canal cervical em
80-90% das ovelhas (Buckrell et al., 1992). Porém, varios sdo os autores franceses e
australianos que ndo conseguiram obter resultados tdo bons (Eppleston et al., 1994). Na
verdade, os resultados da inseminacao transcervical sdo muito variaveis, pois dependem
de multiplos factores: caracteristicas individuais de cada fémea, momento da
inseminagdo, processamento do sémen, local de deposicdo do sémen, dose de
inseminacdo, numero de inseminacdes/ciclo estrico, equipamento utilizado, pericia do
inseminador, entre outros.

A inseminag&o intra-uterina é uma técnica de 1A que consiste na deposicao directa
de sémen no corpo do utero (Eppleston et al., 1994) ou nos cornos uterinos (Killeen e
Caffery, 1982 e Eppleston et al., 1994), via laparoscopia (Keisler, 1991; Mylne et al.,
1997, Hill et al., 1998 e Salamon e Maxwell, 2000). Embora seja uma intervencao
cirdrgica, que requer material sofisticado e mao-de-obra especializada (custos mais

elevados), possibilita a obtencdo de taxas de fertilidade aparente bastante satisfatorias -
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até 75%, com sémen congelado (Buckrell et al., 1991). Um inseminador experiente
consegue inseminar, rapidamente, um elevado nimero de ovelhas normais (Hill et al.,
1998; citados por Bettencourt, 1999). Porém, o uso sistematico desta técnica pode
resultar na formacdo de aderéncias uterinas e, consequentemente, numa rapida
diminuicdo da sua aplicabilidade.

Na inseminagéo intra-uterina, as taxas de fertilidade aparente sdo mais elevadas
quando o semen ¢ depositado nos dois cornos uterinos do que quando o € em apenas um
deles (Findlater, 1991; citado por Bettencourt, 1999).

4.2.1 Inseminacao Cervical

Na IA cervical, o sémen é depositado dentro do canal cervical, o mais
profundamente possivel (Mylne et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). A IA
cervical com sémen fresco é a técnica mais utilizada, uma vez que € facil e rapida de
aplicar, comporta custos relativamente baixos e permite a obtencdo de resultados
reprodutivos satisfatérios (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999). Em
Franca, 99% das IA realizadas séo efectuadas por via cervical, com taxas de fertilidade
aparente méedia de 65%, com sémen fresco (Bodin et al., 1997; citados por Bettencourt,
1999).

As baixas taxas de fertilidade aparente obtidas com sémen congelado, ap6s
inseminacao cervical, limitaram, durante muito tempo, a utilizacdo do sémen congelado
em ovinos. O aumento da concentracdo de espermatozodides, resultante de uma menor
diluicdo, realizada antes da congelacdo, ou da reconcentracao das doses seminais, apos
descongelacéo, por centrifugacdo ou filtracdo, permite melhorar as taxas de fertilidade
aparente (Evans e Maxwell, 1987, Salamon e Maxwell, 1995b; citados por Bettencourt,
1999). Outra opcdo € a inseminacdo dupla, que, no entanto, apresenta resultados muito
dispares. Alguns autores referem uma melhoria significativa na prolificidade, apds
inseminacdo dupla, quando o numero de espermatozoides depositados é o dobro do de
uma inseminagdo unica (Salamon e Maxwell, 1995b; citados por Bettencourt, 1999).
Porém, as taxas de prolificidade revelaram-se similares quando o numero total de
espermatozéides administrados € 0 mesmo, na inseminacao Unica e na dupla, dentro do
intervalo de tempo Optimo de 12 a 24 horas pos-deteccdo do cio (Salamon, 1977; citado
por Bettencourt, 1999).

A taxa de fertilidade aparente, conseguida ap0s inseminacéao cervical, com sémen

congelado, é normalmente baixa (Salamon e Maxwell, 2000). Este problema pode ser
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resolvido aumentando a profundidade de deposicdo do sémen, embora continue a ser
dificil conseguir uma penetracdo capaz de proporcionar elevadas taxas de fertilidade
aparente (Salamon e Maxwell, 2000). De acordo com Salamon e Maxwell (1995b)
(citados por Bettencourt, 1999), a taxa de fertilidade aparente pode ser predita segundo
a profundidade da inseminacdo, através da seguinte formula — F = 30 + 12,5 p (onde F
representa taxa de fertilidade aparente e p a profundidade da inseminagao).

A utilizacdo de oxitocina, de PGF,, ou de choques eléctricos, a fim de facilitar o
transporte dos espermatozoides ao longo do canal cervical (atraves da estimulagdo das
contracgdes uterinas), ndo resultou num aumento significativo da taxa de fertilidade
aparente. No mesmo sentido, o uso de relaxina ou de cocaina, com o objectivo de se
conseguir uma inseminacdo cervical mais profunda, ndo se traduziu em melhores
resultados reprodutivos (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt, 1999).

As inseminagdes cervicais profundas permitem uma diminuicdo significativa do
numero de espermatozoides presentes em cada dose seminal — 20-40 milhdes de células

espermaticas viaveis (Salamon e Maxwell, 1995b; citados por Bettencourt, 1999).

4.3 Momento Optimo para a Inseminacéo

Qualquer que seja a técnica considerada, a determinacdo exacta do momento da
ovulacdo é crucial para o sucesso da inseminacdo, ja que o 6vulo tem uma duracéo de
vida fértil muito curta (12 a 24 horas) (Evans e Maxwell, 1987; citados por Bettencourt,
1999). E importante que os espermatozdides alcancem a ampola imediatamente antes
dos odcitos viaveis ai chegarem. Neste sentido, o aproveitamento de um cio natural, o
método de sincronizacgdo/inducdo de cios empregue, a técnica de inseminacao utilizada
e o tipo de sémen aplicado (fresco ou conservado), afectam significativamente a escolha
do momento dptimo para a IA (Mylnes et al., 1997; citados por Bettencourt, 1999).

A inseminacdo de ovelhas, em cio natural, deve ser feita 12-18 horas ap0s o inicio
do cio. Nestas ovelhas, a concentracdo de espermatozéides presentes na ampola é
maxima 12-24 horas apds a inseminag&o cervical (Evans e Maxwell, 1987; citados por
Bettencourt, 1999).

Em programas de IA, com recurso a sincronizagdo da actividade ovérica, a
deteccdo dos cios ndo € indispensavel, realizando-se a 1A em tempo fixo (pos-término
do tratamento). Assim, a inseminacdo cervical deverad ser feita 48-60 horas apds a
remocao das esponjas vaginais (Buckrell et al., 1991; citados por Bettencourt, 1999).

Contudo, a maioria dos autores sugere, como momento Optimo para a inseminacao, as
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55 horas, quando a inseminacdo € unica, e as 48 e as 60 horas, quando a inseminagéo é
dupla (Buckrell et al., 1991, citados por Bettencourt, 1999). De acordo com Evans e
Maxweel (1987), citados por Bettencourt (1999), a inseminagdo intra-uterina, por
laparoscopia, com sémen congelado, devera efectuar-se 60-66 horas apds a remoc¢édo das
esponjas vaginais. Em fémeas superovuladas, o intervalo entre o fim do tratamento
progestagénico e a inseminacgdo deverd ser de 36-48 horas, com sémen fresco, e de 44-
48 horas, com sémen congelado.

Se a sincronizacdo da actividade ovarica foi feita com recurso a um tratamento
com PGF,,, a IA deverd processar-se 72-96 horas ap6s a Ultima administracdo das
mesmas (Buckrell et al., 1991; citados por Bettencourt, 1999).

A utilizacdo repetida de eCG pode originar a producdo de anticorpos anti-eCG.
Estes podem alterar o0 momento em que se produz o pulso pré-ovulatério de LH e,
consequentemente, 0 momento da ovulacdo. Assim, a IA efectuada 55 horas apo6s o
término do tratamento de sincronizagdo da actividade ovérica pode resultar em baixas
taxas de fertilidade aparente e de prolificidade (Bodin et al., 1997; citados por
Bettencourt, 1999).

Geralmente, nos programas de IA, com recurso a aplicacdo de tratamentos de
sincronizacdo da actividade ovarica, 0 uso de carneiros vasectomizados € muito pouco
frequente (destinado a deteccdo de cios). Porém, eles podem ter um efeito benéfico
sobre a taxa de fertilidade aparente. Na verdade, a exposi¢cdo das ovelhas ao(s)
carneiro(s) induz uma maior sincronia da ovulacéo e permite que apenas as ovelhas em

cio sejam inseminadas (taxas de fertilidade aparente superiores).
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111 Procedimento Experimental
1 Material e Métodos

Este estudo foi realizado na cidade de Braganca (latitude 41° 49' N, longitude
6° 40' W e altitude 720 metros), mais especificamente na Quinta de Santa Apolonia,
pertencente a Escola Superior Agréaria de Braganga (ESAB), entre 18 de Fevereiro e 1
de Julho de 2008.

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

1.1 Animais

Todas as ovelhas Churras Bragangcanas (n=74), pertencentes ao rebanho
experimental da ESAB, com idades compreendidas entre os 1-8 anos, foram utilizadas
neste estudo. Posteriormente, por diferentes motivos, 5 foram excluidas. Todas as

ovelhas primiparas e multiparas tinham parido a, pelo menos, 6 meses.

1.2 Avaliagéo da Ciclicidade Inicial das Ovelhas

A fim de avaliar a ciclicidade de todas as ovelhas, durante duas semanas (18 de
Fevereiro a 3 de Marco), pela manhd, com 3-4 dias de intervalo, procedeu-se a recolha
de amostras de sangue periférico, com o auxilio de tubos de ensaio vacuonizados e
heparinizados, através da puncdo da veia jugular. Apos a centrifugagcdo do sangue, a
3.000 r.p.m., durante 15 minutos, procedeu-se a separacdo do sobrenadante, ou seja, do
plasma sanguineo. A técnica de RIA utilizada na determinacdo dos niveis plasmaticos
de progesterona foi a indicada pelo fabricante dos kits (Diagnostic Products
Corporation). Os coeficientes médios de variacdo intra e inter-ensaio foram,
respectivamente, de 8,7 e 15,8%.

Considerou-se que as ovelhas estavam em anestro sazonal quando, na totalidade
das amostras recolhidas, os niveis plasmaticos de progesterona se revelaram inferiores a

0,5 ng/ml.
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1.3 Pesagem e Determinacéo da Condic&o Corporal

No inicio deste trabalho, todas as ovelhas foram pesadas numa balanca com jaula
(sensibilidade minima de 100 gramas). A sua condicdo corporal foi determinada de

acordo com a tabela de classificacao australiana (Russel, 1969).

1.4 Tratamentos Aplicados

No dia 3 de Marco, as ovelhas foram aleatoriamente divididas em dois grupos —
Controlo (n=33) e Melatonina (n=36). Nesse mesmo dia, as ovelhas do grupo
Melatonina receberam um implante subcutdneo de melatonina (18 mg; Melovine®;
CEVA Saude Animal). Sessenta e cinco dias mais tarde (7 de Maio), todas as ovelhas
dos dois grupos — Controlo e Melatonina — foram tratadas com uma esponja vaginal
impregnada com 20 mg de FGA (Acetato de Fluorogestona; Chrono-Gest®; Intervet
Portugal). Doze dias depois (19 de Maio), procedeu-se a remogdo das esponjas vaginais
e a administracdo de 500 Ul de eCG/ovelha (Gonadotropina Coridnica equina;
Intergonan®; Intervet Portugal).

Nessa altura, 10 ovelhas de cada um dos grupos — Controlo e Melatonina — foram,
aleatoriamente, seleccionadas para serem sujeitas a Inseminacdo Artificial (1A) (n = 20).
As restantes ovelhas foram beneficiadas por Monta Natural (MN) (n = 48). Para o efeito
foram utilizados 4 carneiros adultos (2-4 anos de idade).

A A foi realizada, com sémen fresco, cerca de 55 horas apds a remocao das
esponjas vaginais (Chemineau et al., 1991). Foi utilizado o sémen de 2 carneiros adultos
(3-4 anos), recolhido através de electroejaculacdo. Depois de recolhidas, as amostras de
sémen foram temporariamente mantidas num banho-maria a 37°C. Posteriormente,
avaliou-se o seu volume, aspecto, odor e motilidade massal. Sé foram usadas amostras
de sémen com, pelo menos, 1,2 ml de volume, opacas uniformes, de odor sus generis e
de excelente motilidade massal (movimento ondulatério rapido, com redemoinhos;
Chemineau et al., 1991). A partir de cada ejaculado foram preparadas 10 palhinhas
(0,25 ml) de sémen diluido com soro fisioldgico isotonico (diluicdo feita a 37°C). A
ordem de inseminacdo das ovelhas foi aleatdria. O sémen foi depositado, sempre que

possivel, depois de ultrapassada a primeira prega do canal cervical.

1.5 Deteccéao dos Cios

A fim de se proceder a detecgdo das ovelhas em cio, equiparam-se todos 0s

carneiros com um arnés marcador. Adicionalmente, o carneiro colocado junto das
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ovelhas destinadas a IA foi equipado com um avental. Este carneiro foi deixado junto
das ovelhas apenas por 55 horas (até a I1A). Os restantes carneiros permaneceram com as
ovelhas durante uma semana. A identificagdo das ovelhas em cio foi feita duas vezes

por dia, de manha cedo e ao fim da tarde.

1.6 Diagnostico de Gestagéo

Quarenta e cinco dias apds a remocdo das esponjas vaginais, todas as ovelhas
foram sujeitas a diagnostico de gestacdo por ultrasonografia em tempo real, com o
auxilio de um ecografo ALOKA SSD-500 e de uma sonda abdominal de 5,0 MHz.

1.7 Andlise Estatistica

No sentido de identificar diferencas estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efectuaram-se analises de variancia (Steel e Torrie, 1980). A comparacao

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

intuito de se compararem frequéncias, utilizou-se o teste do X* (Snedecor e Cochran,
1980).

2 Resultados e Discussao

No inicio deste estudo, a idade média das ovelhas era de 3,7+ 2,0 anos
(c.v. = 54,5%) (Quadro I). O seu peso médio era de 49,9 + 6,5 kg (c.v. = 13,0%) e a sua

condicdo corporal média de 3,0.

QUADRO | — Valores méaximos e minimos da idade, peso e da condicdo corporal

das ovelhas estudadas

Idade (anos) Peso Corporal (kg)  Condicéo Corporal
Minimo 1 36,0 2,0
Méaximo 8 64,0 4,0

Entre 18 de Fevereiro e 3 de Marco (duas primeiras semanas de ensaio), 10,3%
(n=7) das ovelhas apresentaram, em pelo menos uma das tomas de sangue, niveis
plasmaticos de progesterona superiores a 0,5 ng/ml, ou seja, 89,7% das ovelhas estavam
ja em anestro sazonal. Este valor revelou-se claramente superior ao registado por

Correia (1996) — 66,0% —, num trabalho desenvolvido com ovelhas da mesma raca e

sujeitas a0 mesmo maneio geral (X = 16,783; P<0,001). Nem a idade, nem o peso, nem
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a condicdo corporal afectaram significativamente o estado fisioldgico inicial das ovelhas
estudadas (P>0,05).

2.1 Cios

A idade das ovelhas ndo influenciou significativamente a apresentacdo ou nao de
cio (P>0,05). Das 69 ovelhas utilizadas neste ensaio, 46 (66,7%) apresentaram cio, 24-

96 horas ap0s a remocdo das esponjas vaginais, ou seja, a maioria manifestou sinais
detectaveis de cio (X% = 23,120; P<0,001). Dezasseis (48,5%) destas ovelhas pertenciam

ao grupo Controlo e 30 (83,3%) ao grupo Melatonina (X* = 27,105; P<0,001) (Quadro
I1). Na verdade, em relacdo ao tratamento classico com progestagénios e eCG, o
tratamento com melatonina exdgena determinou um aumento da percentagem de
ovelhas que apresentou cio. As manifestagdes de cio dependem, essencialmente, do
correcto funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-gdnadas (Correia, 1996, Azevedo
et al., 2006 e Valentim et al., 2006). Neste sentido, tudo indica que o tratamento com

melatonina ditou uma melhor actividade deste eixo.

QUADRO Il — Percentagem de ovelhas que apresentaram cio, tendo em conta o

tratamento e o tipo de beneficiagdo aplicado

_ Tratamento Beneficiagéo
clo Controlo  Melatonina | Monta Natural Inseminacdo Artificial
Sim 485%"  83,3%" 70,6%" 55,5%"
N&o 51,5%" 16,7%" 29,4%" 44,5%"

a#b, para P<0,001 (entre tratamentos)
x#y, para P<0,05 (entre tipos de beneficiacdo).

Do grupo MN, 35 (68,6%) ovelhas manifestaram cio, contra 11 (55,0%) das

beneficiadas por 1A (X = 3,605; P>0,05). De qualquer modo, independentemente de
terem apresentado cio ou ndo, todas as ovelhas do segundo grupo foram inseminadas

artificialmente.

2.2 Diagnostico de Gestagao

A idade das ovelhas ndo influenciou significativamente a taxa de gestacéo

(P>0,05). Quarenta e cinco dias apds a remog¢édo das esponjas vaginais, 20 (60,6%) das

ovelhas Controlo e 29 (80,1%) das Melatonina estavam gestantes (X* = 8,679; P<0,01)

(Quadro I11). Deste modo, a administracdo de melatonina exdgena, comparativamente a
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aplicacdo de um tratamento classico com progestagénios e eCG, determinou um
aumento significativo da taxa de gestagdo. Resultado idéntico foi registado por
Santander et al. (2003), com ovelhas da raca Rasa Aragonesa. Pelo contréario, de la
Fuente et al. (2001) e Valentim et al. (2006) referem a existéncia de varios trabalhos
com conclusdes exactamente contrarias.

Por seu turno, 38 (76,0%) das ovelhas cobertas por MN e 11 (55,0%) das

beneficiadas por IA estavam gestantes (X2:9,758; P<0,01). De acordo com este
resultado, 3 ovelhas do grupo MN teréo sido cobertas sem que se tenha identificado o
cio. Algo tera falhado no processo de identificacdo das ovelhas em cio (sabdo colorido
sujo, méa interpretacdo da marcagdo — possivel confusdo com salto guloso ....). No que
concerne ao grupo de ovelhas sujeitas a IA, apesar da percentagem de fémeas que
apresentou cio ser igual a das que ficou gestante, nem todas as do primeiro grupo

ficaram efectivamente gestantes (4 ficaram vazias).

QUADRO Il — Percentagem de ovelhas gestantes, tendo em conta o tratamento e
o tipo de beneficiacdo aplicado
3 Tratamento Beneficiagao
Gestacéo i — _
Controlo  Melatonina | Monta Natural Inseminagdo Artificial
Sim 60,6%° 80,1%" 76,0%" 55,0%"
N&o 39,4%° 19,9%" 24,0%" 45,0%”

a#b, para P<0,01 (entre tratamentos)
x#y, para P<0,01 (entre tipos de beneficiacao)

De acordo com a generalidade dos trabalhos publicados, a diferenca acima
indicada, relativamente as percentagens de ovelhas que ficaram gestantes por MN e por
IA, pode ser explicada pelo facto da IA cervical, geralmente, resultar numa diminuigéo
da taxa de fertilidade aparente. Na realidade, o nimero de espermatozdides que é
colocado no canal cervical, na IA cervical, é significativamente inferior a que é
depositada, naturalmente, pelo macho, no fundo do saco vaginal.

Desconhece-se a publicacdo de qualquer trabalho cientifico anterior, relativo ao
uso da técnica de 1A em ovelhas da raga Churra Galega Bragancana. Mais, este estudo
constitui o primeiro contacto desta equipa de investigacdo com a IA em ovinos. Nestes
animais, o sucesso da aplicacdo da IA cervical depende muito da habilidade do
inseminador. Segundo Blasco et al. (2002), as equipas de inseminadores da

OVIARAGON obtiveram taxas de fertilidade aparente que variaram entre 32,0% e

26



68,0% (média = 50,0%), apds 6.053 inseminacdes. No trabalho publicado por Martin
(2008), a IA cervical traduziu-se numa taxa de fertilidade aparente média de 45,0%
(apo6s 2.311 inseminagdes). Assim sendo, o resultado alcangado pela nossa equipa é
altamente motivador e a experiéncia adquirida sera certamente utilizada em futuros

estudos.

3 Conclusoes

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

metodologia empregue e os resultados conseguidos, conclui-se que:

— Nos finais do Inverno, 89,7% das ovelhas Churras Bragancanas estudadas

estavam em anestro sazonal.

— O tratamento com melatonina exdgena determinou, relativamente ao tratamento
classico com progestagénios, um aumento das percentagens de ovelhas que

manifestaram cio e que ovularam.
— Setenta e seis porcento das ovelhas cobertas por MN ficaram gestantes.

— Cinguenta e cinco porcento das ovelhas beneficiadas por 1A cervical ficaram

gestantes.
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