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RESUMO

O maneio reprodutivo € extremamente importante, pois € a principal fonte de
ingressos econdémicos. O controlo da actividade reprodutiva é essencial a organizacao e
a gestdo adequada de qualquer explora¢do animal, pois permite adequar os ciclos de
nascimentos e de producdo as exigéncias sazonais do mercado de produtos de origem
animal e planificar da melhor o maneio alimentar, 0 maneio sanitario, a mao-de-obra, a
ocupacdo dos espagos, entre outros. A inseminacdo artificial permite de forma
sustentavel aumentar rapidamente o valor genético dos animais.

Neste trabalho realizou-se, primeiramente, uma breve reviséo bibliogréfica sobre a
fisiologia da reproducédo das ovelhas, os métodos de controlo da actividade reprodutiva,
as principais analises seminais efectuadas e a inseminacdo artificial com sémen fresco e
refrigerado e os efeitos de dois diluidores seminais — Andromed® e INRA 96 — sobre a
fertilidade.

Foram utilizadas 67 ovelhas adultas (2-8 anos) da raca autdctone portuguesa
Churra Galega Bragancana. O ciclo éstrico de metade das ovelhas foi sincronizado com
um tratamento curto de acetato de fluorgestona (FGA; 20 mg) e eCG (500 Ul) e o da
outra metade foi-o com um tratamento curto de acetato de acetato de
medroxiprogesterona (60 mg) e eCG (500 Ul). O sémen foi recolhido por vagina
artificial e depois de avaliado foi diluido com Andromed® ou INRA 96® e preparado
para ser inseminado fresco ou refrigerado. Cada dose seminal continha cerca de
200 x 10° espermatozéides. A inseminacdo artificial foi realizada cerca de 55+1 horas
pos-administracdo de eCG. Procurou-se avaliar alguns dos parametros que condicionam
0 sucesso da inseminacdo artificial: inseminador, cor da mucosa da vagina, grau de
lubrificacdo vaginal, tipo do orificio (Os) cervical externo, local de deposicao do sémen
e se houve refluxo cervical. A deposi¢do do sémen foi feita sempre o mais profunda
possivel, com o auxilio de férceps vaginais, luzes LED, pistoletes Quicklock com
bainhas (Minituib). O digndstico de gestacao foi feito 40 dias pds inseminacdo artificial.

Quando estudo teve inicio, a maioria das fémeas estavam ciclicas. Os tratamentos
progestagénicos curtos + eCG foram igualmente maximos. A IA as 55+1 horas produziu
excelentes resultados. Quarenta dias pos-inseminacdo 85,1% das ovelhas estavam
gestantes. Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre inseminadores,

na forma de conservacdo do sémen, no local de deposi¢do do sémen, entre a forma de

Xl



Os cervical e a corréncia ou ndo de refluxo cervical. Os diluidores usados ndo afectaram

a taxa de fertilidade.

Palavras-passe: Ovinos, Churra Galega Bragancana, controlo reprodutivo e

inseminacao artificial.
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ABSTRACT

Reproduction management is highly important since it is the main source of
money income. Reproduction control is essential to organize and manage every animal
production, since it turns possible the adjustment between production and market
demands and the best feed, health, labor and space use planning. Artificial insemination
allows a fast and sustainable increase of animal genetic value.

This thesis starts with a brief monography in ewes reproduction physiology,
reproduction control methods, main semen analysis used, artificial insemination with
fresh and cooled semen and the effects of two commercial extenders (Andromed® and
INRA 96°) in fertility.

Sixty-seven adult (2-8 years old) Portuguese Churra Galega Bragancana ewes
were used in this study. Ovarian activity of half ewes was synchronized with a short-
term treatment FGA (20 mg) + eCG (500 Ul) and the other half with a short-term MAP
(60 mg) + eCG (500 Ul). Semen was collected with artificial vaginas. After been
analyzed semen was diluted with Andromed® or INRA 96® and prepared to be
inseminated fresh or cooled. Each seminal dose had 200 x 10° sperm cells. Atrtificial
insemination was performed 55+1 hours after eCG administration. Different parameters
effects (inseminator, vagina mucosa color, degree of vagina lubrication, external cervix
Os form, sperm deposition local and cervical possible semen reflux) in fertility. Semen
was deposited as deeper as possible in the cervix without damaging the mucosa wall,
using vaginal forceps, LED lights, Quicklock guns and Minitub sheaths. Pregnancy
diagnosis was performed 40 days after artificial insemination.

At the start of this study the majority of ewes were cycling. Both short-term
progestogens and eCG treatments were absolute efficient. Al at 55+1 hours resulted in
excellent fertility. Forty days after insemination, 85.1% of all ewes were pregnant.
Significant statistical differences were found between inseminators, semen preservation,
local of semen deposition, Os cervix form and cervical reflux in fertility. Extenders had

no effect on fertility.

Pass-words: Sheep, Churra Galega Bragancana, reproduction control and artificial

insemination
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INTRODUCAO

Os ovinos originarios das regides temperadas continuam a apresentar
sazonalidade reprodutiva, caracteristica adaptativa que se desenvolveu ao longo de
milhGes de anos (Ortavant et al., 1988, Vijil, 1989, Martin et al., 1990, O"Callaghan et
al., 1993, Malpaux et al., 1996, Sirotkin e Schaeffer, 1997, Goldman, 2001 e Thiéry et
al., 2002).

Na natureza, a maioria dos mamiferos reproduz-se numa época especifica do ano,
para que os partos coincidam com a estacdo em que as condi¢bes climatéricas e
alimentares sdo mais favoraveis ao crescimento fetal final e a lactacdo (Sebastian
Lopez, 1989, Martin et al., 1990, Lincoln, 1992, Malpaux et al., 1996, Thimonier, 1996,
Martin et al., 2002, Thiéry et al., 2002 e Rosa e Bryant, 2003) (Figura 1). As crias
nascem numa época do ano, geralmente na Primavera, em que as condi¢des alimentares
e de temperatura do ar (termorregulacdo) sdo mais favoraveis ao comeco do seu
crescimento pos-natal (Vijil, 1989, Martin et al., 2002, Thiéry et al., 2002 e Rosa e
Bryant, 2003). Por outro lado, este mecanismo adaptativo permite que nas épocas em
que as condicBes climatéricas sao mais desfavoraveis, os nutrientes sejam direccionados
preferencialmente para as funcdes fisioldgicas essenciais a sobrevivéncia (Figura 1)
(Alvaro, 2014).

‘//! NUTRIENTES

Manutengio ' :

-

Crescimento ' \ 7

tacasio \f AFAT "’3 .

Crescimento fetl \vﬁ A /( AR /5\/\ ’3
Reprodugio \w/; A /( /s\ A b ,s\ X ’ﬂ

Reservas corporais ‘\v ,( ,\ K )\ £ ,\ £ /5\ "’3

Quando ha déficit
nutricional, o animal
mobiliza as suas reservas
corporais.

FIGURA 1 — Cascata de priorizacio da utilizago de nutrientes (Alvaro, 2014).



Nos ovinos, a sazonalidade reprodutiva constitui frequentemente uma importante
barreira ao seu maneio flexivel (Vijil, 1989, Haresign, 1993 e Vincent et al., 2000) e
diminui a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos comerciais (Vijil, 1989, Gates et al.,
1998, Vincent et al., 2000 e El-Alamy et al., 2001). Ainda que, geralmente, a
sazonalidade reprodutiva se coadune perfeitamente as disponibilidades naturais de
alimentos, os mercados tém normalmente muita dificuldade em absorver, em poucos
meses, a producdo total anual de carne fresca de borrego (Vijil, 1989 e Gates et al.,
1998).

O controlo da actividade reprodutiva € uma excelente ferramenta, uma vez que
permite induzir a actividade ovarica durante a estacdo de anestro sazonal ou sincronizar
os ciclos éstricos das vérias ovelhas durante a estacdo reprodutiva. Por outro lado,
possibilita um maneio reprodutivo mais eficiente, reduzindo os periodos improdutivos e
criando lotes de borrregos mais uniformes para venda. Na espécie ovina, este controlo
pode ser realizado através de métodos naturais (flushing, “efeito macho” e tratamentos
luminosos (Valentim et al, 2015a, 2016a), e hormonais [melatonina,
progesterona/progestagénios, prostaglandinas F,, (PGF,,) ou seus analogos sintéticos
e/ou gonadotropinas]) que promovem uma modificacdo na cadeia fisiologica dos
eventos envolvidos no ciclo sexual (Valentim et al., 2015b).

Aliado ao controlo da actividade reprodutivo, a inseminacdo artificial (1A)
incrementa 0 progresso genético dos efectivos, difundindo féacil e rapidamente o
material genético de carneiros melhoradores (Valentim et al., 2016b). A difusdo desta
técnica tem contado com alguns obstaculos como a composicdo das membranas
espermaticas, as suas dificuldades de preservacdo e a anatomia do canal cervical das
ovelhas (Valentim et al., 2016b).

A associagdo do controlo da actividade reprodutiva e da IA oferece um grande
potencial em termos de progresso genético e motiva a realizacdo de estudos adicionais
para melhorar ainda mais a sua eficiéncia e permitir o desenvolvimento de novas
biotecnologias reprodutivas.

O objetivo deste trabalho foi estudar a eficAcia de dois tratamentos
progestagénios curtos (FGA e MAP) + eCG sobre o controlo da actividade reprodutiva
de ovelhas da raga portuguesa Churra Galega Bragancana. Simultaneamente procurou-
se avaliar a eficécia da técnica de 1A, utilizando sémen fresco ou refrigerado, diferentes
diluidores — Andromed e INRA 96 — sobre a taxa de fertilidade.



| - REVISAO BILIOGRAFICA

1-FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA OVELHA

1.1 - Ciclo Estrico

Nas ovelhas, ap0s o estabelecimento da puberdade, desenvolve-se um padrao
ritmico de eventos fisioldgicos que promovem alteracfes andtomo-morfoldgicas no
tracto genital e comportamentais (Bearden e Fuquay, 1984; citados por Bettencourt,
1999). Este ciclo de mudancas € denominado de ciclo éstrico. Estas variacdes ciclicas
sdo interrompidas apenas pela gestacdo ou por condigdes ambientais (anestro sazonal) e
patoldgicas (Bearden e Fuquay, 1984; citados por Bettencourt, 1999).

As ovelhas apresentam um ciclo éstrico normal de 16-17 dias, com uma duracdo
de 24-36 horas de cio e a ovulacdo ocorre perto do fim, entre 30 a 36 horas (Costa,
2007). Por diferentes motivos (sazonalidade, alimentacdo, saude, entre outros), a
duracdo da fase lutea nas ovelhas pode alterar-se, dando origem a regressao prematura
do corpo luteo (CL) — ciclos curtos — ou a anovulacdo levando, por consequéncia, a
diminuicdo do ciclo éstrico (Hafez e Hafez, 2004). Os ciclos éstricos curtos sao mais
comuns nas estacfes de transicdo entre a estacdo de anestro e a estacdo reprodutiva
(Fonseca, 2005). Ja os ciclos longos sdo mais comuns na transicao entre a estacdo de
reprodutiva e a de anestro (Fonseca, 2005).

Nos periodos de transicdo entre estacdes reprodutivas e de anestro e durante o
anestro sdo mais frequentes as ovulagcbes silenciosas e 0s subestros (Valentim et al.,
2006).

O ciclo estrico apresenta varias fases: pro-estro, estro, metaestro, diestro e anestro
(Sebastian Lopez, 1989 e Hafez e Hafez, 2004). Porém, se consideradas as estruturas
presentes no ovario, observam-se duas fases: fase folicular (2 a 3 dias), caracterizada
pela presenca de um ou mais foliculos funcionais que produz estrogénios e uma fase
luteinica (13 a 14 dias), definida pela formacéo de, pelo menos, um CL, responsavel
pela secrecdo de progesterona (Sebastian Lopez, 1989 e Hafez e Hafez, 2004).

A duracdo do ciclo éstrico, do cio e a ocorréncia da ovulagdo, sdo variaveis,
devido a influencia de factores como: a raca, a idade, o peso, a condigdo corporal, a
alimentacdo, o estado fisiologico, o estado de saude, o fotoperiodo, as condicdes
climatéricas, as relagdes sociais, entre outros (Padilha, 2007).



1.2 - Endocrinologia do Ciclo Estrico

O controlo exercido pelo hipotdlamo sobre a secre¢do de gonadotrofinas — FSH
(Hormona Foliculo-Estimulante) e LH (Hormona Luteinizante) —, feita pela hipofise
anterior, ¢ mediado pela Hormona Libertadora de Gonadotrofinas (GnRH). Esta
hormona é produzida e secretada por neurdnios hipotaldmicos que alcancam a hipofise
anterior através do sistema porta-hipotdlamo-hipofisario (Eminéncia Mediana)
(Bettencourt, 1999).

As secrecdes de GnRH séo desencadeadas por estimulos externos (fotoperiodo,
alimentacdo, condicGes climatéricas, factores sociais, entre outros) e internos (condigao
corporal, estado de salde, producdo hormonal, entre outros) (Haresign, 1993).

A secrecdo pulsatil de FSH é mais frequente do que a secrecdo pulsatil de LH.
Porém, a secrecdo de LH esta mais relacionada com a secre¢do de GnRH, a qual varia
em funcédo da fase do ciclo éstrico (ou do anestro) em que a fémea se encontra (Perry,
1991). Uma descarga de FSH, ndo acompanhada de LH, estimula a mitose das células
da granulosa, acarretando o crescimento do foliculo, e a secrecdo folicular, com o
concumitante aumento dos niveis circulantes de estrogénios (Raju et al., 2013). A ac¢édo
combinada da FSH e do estradiol é responsavel pelo crescimento uniforme do foliculo.
A medida que a concentracdo de FSH se eleva, aumenta também o estimulo ao
aparecimento de receptores de LH (Levi-Setti et al., 2004).

No final da fase folicular, a secrecdo de FSH ¢ afetada negativamente, devido a
retroacdo negativa exercida pelos estrogénios e pela inibina, glicoproteina secretada a
nivel folicular (Abecia e Forcada, 2010). Nesse momento, os niveis de FSH descem
progressivamente até atingirem um minimo. A fase folicular, a acumulacdo de fluido
folicular ¢ um componente essencial ao desenvolvimento final do foliculo, pois as
células da granulosa segregam as quantidades de FSH necessarias a manutencdo do
crescimento e a maturacdo do foliculo, quando a concentracdo plasmaética de FSH ja
diminuiu (Levi-Setti et al., 2004).

No final da fase folicular, 0 aumento dos niveis de estrogénios, associado a niveis
basais de progesterona, promovem um efeito de retroac¢do positiva sobre o eixo
hipotalamo-hipofisario, induzindo o pico pré-ovulatorio de LH e um novo pico de FSH
(Figura 2) (Downey, 1980; citado por Fernandes, 2008). A elevada concentracdo da LH
provoca mudangas estruturais no foliculo que culmina com a expulsdo do odcito |

(Perry, 1991) e com a luteanizacao das células da granulosa.
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FIGURA 2 - Esquema representativo da secre¢cdo de hormonas ao longo do ciclo
éstrico na ovelha e na cabra (Chemineau et al., 1993).

A formacdo do CL caracteriza a fase luteinica. Nesta fase, os niveis de
progesterona elevam-se e actuam a nivel do hipotdlamo induzindo uma baixa frequéncia
na libertacdo de GnRH e consequentemente de LH. Os niveis basais de estrogénios
actuam na hipofise anterior diminuindo a sua capacidade de resposta a GnRH e,
consequentemente, a sintese de gonadotrofinas. Este efeito de retroac¢do negativo dos
estrogénios é potencializado pela progesterona (Hafez e Hafez, 2004).

Nas fémeas dos ruminantes, a regressdo do CL, caso ndo ocorra a gestacdo, leva
os foliculos em crescimento a segregar oxitocina que, por sua vez, estimula a libertacdo
pulséatil de PGF,, a partir do endométrio uterino (Bettencourt, 1999, Wathes e
Lamming, 1995). A ligacdo da oxitocina aos receptores do endométrio estimula a
producdo de PGF,,, estabelecendo-se uma retroacdo positiva entre a sintese de oxitocina
e a sintese de PGF,,, de modo a assegurar a luteolise (Silvia e Raw, 1993).

Apbs a lutedlise, diminuem os niveis de progesterona, o estradiol actua a nivel
hipotaldmico determinando um aumento da frequéncia pulsatil de GnRH que ira
estimular a hipdfise anterior a sintetizar gonadotrofinas, ditando o inicio de um novo

ciclo éstrico (Hafez e Hafez, 2004).



2 - SAZONALIDADE REPRODUTIVA EM OVINOS

As ovelhas sdo fémeas poliéstricas sazonais. Essa sazonalidade reprodutiva
caracteriza-se por alteracdes comportamentais e enddcrinas, que ddo origem a uma
alternancia anual entre dois periodos distintos (Rosa e Bryant, 2003). Uma estacédo de
reproducdo, caracterizada pela sucessdo de ciclos éstricos, caso nao se desenvolva uma
gestacdo e uma estacdo caracterizada pela cessacdo da atividade sexual (anestro) (Rosa
e Bryant, 2003).

Nas regides temperadas do globo terrestre, o fotoperiodo é o principal factor
ambiental que afecta a sazonalidade reprodutiva. Nos ovinos o estimulo para a
manifestacdo e/ou intensificacdo dos fendmenos reprodutivos ocorre quando ha
decréscimo no numero de horas diérias de luz (fotoperiodo decrescente), pelo que sdo
considerados poliéstricos sazonais de “dias decrescentes” (menores latitudes) ou de
“dias curtos” (maiores latitudes) (Rosa e Bryant, 2003; Valentim, 2004). Desta forma, a
atividade reprodutiva das fémeas comeca por volta do solsticio de Verdo e termina por
volta do solsticio de Inverno. Nos machos, o comeco e o fim da maior ou menor
producdo (quantitativa e qualitativa) de sémen estdo mais relacionados com o0s

equinacios de Primavera e de Outono (Figura 3) (Valentim, 2004).
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FIGURA 3 - Reproducao estacional da ovelha (Hafez e Hafez, 2004).

Tal como ja foi anteriomente referido, o fotoperiodo é um dos principais factores
condicionadores da sazonalidade nos ovinos. Contudo, a genética, a idade, o sexo, a
alimentacdo, o estado nutricional, as condi¢cdes climatéricas e os factores sociais

desempenham igualmente um papel relevante na regulacdo da atividade reprodutiva e
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na profundidade do anestro sazonal (Sadlier, 1969, Chemineau et al., 1993, Pérez et al.,
1998; citados por Valentim, 2004).

A sazonalidade reprodutiva € uma caracteristica adaptativa, pois ajusta 0s
nascimentos ao periodo do ano em que as disponibilidades naturais de alimentos e as
condicgdes climéaticas sdo mais adequadas ao inicio da lactacdo e ao desenvolvimento
pré-natal final e pos-natal (Valentim, 2004). Desta forma, afecta positivamente a taxa de
sobrevivéncia e o crescimento das crias (Valentim, 2004).

A sazonalidade é mais marcada nas racas ovinas originarias do Norte da Europa,
onde as variacGes anuais do fotoperiodo sdo maiores, do que nas racas do Sul da Europa
(Bodin et al., 1999; citados por Romé&o, 2002). Nas regides temperadas de maior
latitude (> 45°) a sazonalidade é marcada fundamentalmente pelo fotoperiodo. Em
regibes temperadas de menor latitude, a sazonalidade tende a ser cada vez menos
marcada pelo fotoperiodo e mais pela alimentacédo (preditiva) e pela termorregulacéo. Ja
nas regides tropicais ou subtropicais, a sazonalidade reprodutiva ¢ pouco marcada e
resulta essencialmente das disponibilidades presentes de alimentos (oportunista),
particularmente dependentes da pluviosidade (Hafez e Hafez, 2004 e Valentim et al.,
2004).

2.1 - Regulagdo Hormonal da Sazonalidade Reprodutiva

Nos mamiferos, a informacdo luminosa (fotonica) € apenas captada pela retina e é
transmitida, via nervosa, por etapas, até a glandula pineal (Sebastian Lopez, 1989,
Malpaux et al., 1996, Wehr, 2001, Forcada et al., 2002 e Rosa e Bryant, 2003).

Em primeiro lugar, a informacdo luminosa é transmitida directamente da retina
aos nucleos supraquiasmaticos (NSC), por intermédio da via monossinaptica retino-
hipotalamica (Malpaux et al., 1996, Wehr, 2001, Barrett et al., 2002 e Rosa e Bryant,
2003) ou indirectamente através de sinais emitidos a partir dos ndcleos da rafe do
mesencéfalo (Prosser, 2000) e do geniculo hipotaldmico (Kohler et al., 2000, Prosser,
2000 e Schwartz et al., 2001). Os NSC localizam-se no hipotalamo anterior, mais
precisamente na imediacdo dorsal (logo acima) do quiasma 6ptico (Hollander, 2001,
Dauvilliers, 2002 e Kennaway, 2002). A partir destes nucleos, o sinal € transportado até
ao nucleo hipotalamico paraventricular (PVN) (Malpaux et al., 1996, Schwartz et al.,
2001, Wehr, 2001 e Mikloés e Kovacs, 2002), cujas células neurosecretoras funcionam

como tradutores celulares que integram sinais estimuladores e inibidores (Miklés e



Kovéacs, 2002). Dai, o sinal segue para uma coldnia de células intermédio-laterais
situadas na medula torécica e, de seguida, para 0s ganglios cervicais superiores
(Bartness et al., 2001, Hollander, 2001 e Wehr, 2001). O sinal chega finalmente a
glandula pineal, através dos neurdnios simpaticos pos-ganglionares (Figura 4) (Borjigin
et al., 1999 Bartness et al., 2001 e Kennaway, 2002).
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FIGURA 4 — Desenho esquematico dos principais mecanismos envolvidos na sintese de
melatonina. A informacdo luminosa é percebida pela retina e é transmitida aos
Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ), gerador dos ritmos bioldgicos. O sinal é
entdo passado para o nucleo hipotalamico paraventrivular (NPV). Sai do sistema
nervoso central e segue para 0s ganglios cervicais superiores, antes de alcancar
0s receptores adrenérgicos (NA) pineais. AA-NAT: arilalkilamina-N-
acetiltransferase e HIOMT: hidroxindol-O-metiltransferase (Adaptado de Arrent,
1998).

A secrecdo de melatonina processa-se durante a noite, ocorrendo a duragdo de
maior producdo gquando o fotoperiodo é reduzido. A accdo da melatonina é exercida
através da duracdo do periodo de libertacio de melatonina e pela fase de
fotossensibilidade e ndo pela sua amplitude (Rosa e Bryant, 2003).

A melatonina afeta a reprodugdo quase exclusivamente via hipotalamo (GnRH)
e hipéfise (FSH e LH) (Souza et al., 2008). Contudo, também tem efeitos directos sobre
as gonadas (Valentim, 2004).



2.2 - Sazonalidade Reprodutiva nos Carneiros

A sensibilidade dos machos ao fotoperiodo é diferente das ovelhas. Nas fémeas, a
ovulacdo cessa. Nos machos, a espermatogénese e a libido do carneiro néo
desaparecem, reduzem-se. Embora ndo haja cessacdo de producdo espermatica, notam-
se alteracBes em pardmetros quantitativos e qualitativos dos testiculos, da producdo de
testosterona, da producéo espermatica e da libido (Rosa e Bryant, 2003).

Nos carneiros, a atividade sexual é geralmente estimulada mais cedo do que nas
ovelhas, em torno de 1-1,5 meses, permitindo que quando a actividade ciclica comegar
nestas ultimas, os primeiros ja atingiram um elevado nivel de desempenho sexual. Esta
antecipacdo é importante, pois, enquanto as fémeas em anestro conseguem ovular em
alguns (30-40) dias ap6s a estimulagdo hormonal, os machos precisam de
aproximadamente 49 dias so para completar o ciclo espermatico (Rosa e Bryant, 2003).

Os carneiros da raga Churra Galega Bragancana apresentam uma sazonalidade
reprodutiva pouco marcada (Valentim, 2004).

3-CONTROLO DA ACTIVIDADE REPRODUTIVA

O controlo da actividade reprodutiva traz vantagens para a exploracdo animal,
pois possibilita um maneio mais eficiente dos efectivos, reduz os periodos improdutivos
e, quando associado a IA, incrementa o progresso genético (Valentim et al.,2015a).

Nos ovinos, o controlo da actividade reprodutiva pode ser realizado
sincronizando ou induzindo a actividade ovarica. Normalmente, a sincronizacdo refere-
se a concentracdo de nimero de fémeas em estro num intervalo de tempo restrito (24 a
72 horas) durante a estacdo reprodutiva. Todavia, fora da estagdo de reprodutiva,
guando as fémeas estdo em anestro sazonal, ha necessidade de se induzir o estro
(Fonseca, 2005).

Este controlo pode ser efectuado utilizando varios métodos desenvolvidos nas
ultimas décadas. Alguns deles envolvem a administracdo de hormonas exdgenas, que
alteram a cadeia fisiologica de eventos do ciclo sexual (Abecia et al., 2011). Dentre
estes estd a administracdo de melatonina exdgena, de progesterona ou seus analogos
sintéticos — progestagénios — e/ou de prostaglandinas F,, (PGF,,) ou seus analogos
sintéticos. A administracdo de melatonina exogena simula o fotoperiodo de “dias
curtos”. Ja a progesterona/progestagénios e as PGF,, (ou seus anadlogos) alteram a

duracdo da fase latea do ciclo éstrico, enquanto os primeiros a prolongam, os segundos

9



reduzem-na. Outros métodos ndo incluem hormonas, considerados métodos naturais e —
flushing, “efeito macho” e tratamentos luminosos (Abecia et al., 2011; Azevedo et al.,
2006; e Valentim et al.,2015a).

3.1 - Progestagénios

Os progestagénios sdo farmacos sintéticos analogos da progesterona (Pa),
geralmente mais potentes e que simulam o efeito desta hormona natural produzida pelo
CL (Driancourt, 2012). Apos a sua aplicacdo o aumento dos niveis circulantes de
progestagénios inibem a secrecdo de LH, levando a mimetizacdo de uma fase luteinica
(Abecia et al., 2012).

Nos pequenos ruminantes, a forma mais comum de administragdo dos
progestagénios é a aplicacdo de esponjas vaginais impregnadas com analogos sintéticos
de P4. A nivel europeu, os mais utilizados sdo o acetato de fluorogestona (FGA) — 20
mg/esponja — e 0 acetato de medroxiprogesterona (MAP) — 60 mg/esponja (Abecia et
al., 2011). Séo utilizados tanto na sincronizagdo como na inducao da actividade ovarica
de ovelhas em anestro (Koyuncu e Alticekic, 2010). Na estacdo de anestro, 0s
tratamentos com progestagénios pré-sensibilizam o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas e
melhoram o armazenamento e o transporte de espermatozoOides no tracto genital
feminino, a actividade ovarica, as manifestagdes de cio e a funcdo lutea (Azevedo et al.,
2006).

Quando as esponjas sdo retiradas ocorre rapidamente uma elevacdo da secre¢édo
pulsétil de GnRH/LH, que estimula o crescimento folicular, o cio e a ovulagdo. Em
cerca de 24-48 horas as ovelhas apresentam cio. A ovulacdo surge, normalmente, 48-72
horas pds-tratamento. Esse regresso rapido a actividade ovarica ocorre em resultado dos
progestagénios possuirem uma semivida muito curta, por serem rapidamente
metabolizados (Azevedo et al., 2006 e Abecia et al., 2012).

Comparativamente, alguns autores afirmam que o FGA tem uma semivida mais
curta do que o MAP, permitindo um controlo mais preciso da actividade ovarica,
particularmente importante quando ha utilizacdo da IA. Porém, outros autores
demostram que ambos produzem resultados indénticos (Dogan et al., 2004 e Valentim
et al., 2006).

A duracgdo do tratamento progestagénico é equivalente a duracdo natural da fase
lutea. Os tratamentos com FGA devem estender-se por cerca de 12-15 dias e 0s com

MAP por 10-16 dias, considerados tratamentos longos (Valentim et al., 2006). Contudo,
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durante a estacdo reprodutiva, a administragdo prolongada de progestagénios pode
afetar negativamente o funcionamento do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadas,
condicionando a secre¢do de GnRH/LH e os mecanismos foliculares e ovulatorios,
diminuem as manifestacdes detectaveis de cio, prejudicam a formacéo de depdsitos de
espermatozéides no canal cervical e o transporte destes ao longo do tracto genital
feminino, levando a uma diminuicdo da taxa de fertilidade (Azevedo et al., 2006).

Uma forma de evitar esses efeitos negativos causados pelo tratamento longo é
diminuir o tempo de permanéncia das esponjas vaginais, durante a estacao reprodutiva —
tratamento progestagénico curto (duracdo de 5-7 dias) (Abecia et al., 2012). Esse
periodo é inferior ao tempo normal de duracdo da fase l(tea, tornando necessario a
administracdo de prostaglandina (PGF,,) ou seus analogos sintéticos para induzir a
lutedlise no inicio do tratamento progestagénico (Letelier et al., 2009 e Abecia et al.,
2012).

3.2 - Prostaglandina F, (PGFay)

Nos ruminantes, o factor luteolitico priméario é a PGF,,. Quando administrada a
ruminantes, esta hormona provoca a lutedlise do CL e induz uma nova fase folicular
(Abecia et al., 2011).

A forma de administracdo da PGF,, é por injecdo intramuscular ou subcutanea,
com menores efeitos sobre o bem-estar dos animais, quando comparado com a
colocacdo dos dispositivos intravaginais. A eliminacédo de residuos quimicos é reduzida
ou nula, uma vez que sdo rapidamente e quase totalmente metabolizadas (Abecia et al.,
2011).

Para que a PGF,, e seus analogos sintéticos sejam eficazes € necessario existir um
CL funcional, ou seja, com receptores para esta hormona. Nos ovinos, eles tendem a
surgir a partir do terceiro dia do ciclo éstrico, embora a sua plenitude funcional sé
ocorra no quinto dia (Moraes et al., 2008). Portanto a aplicagdo deste tratamento em
fémeas na fase folicular ou ltea precoce ou tardia ou em fase de anestro é totalmente
ineficaz (Abecia et al., 2012).

Num grupo de ovelhas existem, seguramente, fémeas em fases distintas do ciclo
éstrico. Logo, a administracdo de apenas uma injecdo de PGF,, ndo é suficiente para
sincronizar a actividade ovarica de todas elas. Por conseguinte, € necessaria a
administracdo de duas injec¢Bes com intervalos de 9-10 dias, pois todos os animais
terdo CL funcionais quando da segunda administracdo, respondendo ao tratamento, e
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desta maneira estardo todas na fase inicial do ciclo éstrico (Abecia et al., 2012). O uso
de PGF,, é obrigatéria em tratamentos progestagénios curtos (5-7 dias) (Azevedo et al.,
2006).

3.3 - Gonadotrofina Coridnica equina

A gonadotrofina corionica equina (eCG) é produzida pelas celulas trofoblasticas
do embrido com 40-130 da gestagé@o. Possui acgdo semelhante, simultaneamentemente,
as gonadotropinas — FSH (80%) e LH (20%) (Barret et al., 2004).

Na ovelha, a eCG eleva a taxa de ovulacdo pelo recrutamento de foliculos
antrais pequenos e eleva a sua taxa de crescimento (Driancourt e Frick, 1992; citado por
Uribe-Velasquez et al., 2010).

A eCG por si ndo permite o controlo da actividade reprodutiva, mas quando
associada a tratamentos com progestagénios ou com PGF,, melhora a resposta ovarica,
aumentando as taxas de fertilidade e de prolificidade e ainda diminuindo os efeitos
negativos causados pelos tratamentos progestagénicos longos (Evans e Robinson 1980).

Possui uma semivida longa — até 3 dias (Murphy e Martinuk, 1991), devido a sua
elevada concentracdo de acido sidlico (Hafez e Hafez, 2004). Alguns autores sugerem
que a aplicacdo da eCG deve ser feita quando da retirada das esponjas vaginais. Outros
recomendam que esta seja administrada 24-48 horas antes do fim do tratamento
progestagénico (Azevedo et al., 2006 e Abecia et al., 2012), particularmente no caso das
malatas (Valentim, informacéo pessoal 2017).

Nos ovinos, existem duas vias de administracdo da eCG (intramuscular e
submucosa vulvar). Estas vias foram comparadas por Antunes-Melo et al. (2015), ndo
tendo estes autores encontrado qualquer diferenca estatisticamente significativa quanto
a manifestacdo e a duracédo do cio.

Nas ovelhas, as doses de eCG variam de 250-750 Ul (Boland et al., 1981; citados
por Abecia et al., 2012). Abecia et al., (2012) prop6em que estas doses mudem com a
idade (250-300 Ul, em cordeiras e 350-500 Ul, em ovelhas adultas) e com a estacdo
reprodutiva (400-500 Ul, durante o anestro e 300-350 Ul, durante a época de
reproducdo). Para a indugdo de superovulagdes as doses deverdo ser proximas das 750
Ul. (Azevedo et al., 2006).

Segundo alguns autores, o uso frequente de eCG pode originar o apareciemento

de um estado refractario a esta homona, provavelmente devido a formacao de anticorpos
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especificos. Este estado promove uma diminuicdo de fertilidade, ditada pelo atraso nas
manifestaces de cio e pela inibicdo da actividade ovérica (Maurel et al., 2003). Outros
autores afirmam que se podem aplicar varios tratamentos com eCG sem que ocorra a
formacéo de anticorpos especificos (Maurel et al., 2003 e Azevedo et al., 2006).

Em todos os protocolos anteriormente referidos, a eCG pode ser substituida pela
gonadotrofina Corionica equina (hCG) (com um efeito mais LH do que FSH) para
aumentar a taxa de ovulacdo e a viabilidade do CL (Valentim, 2004).

4 - INSEMINACAO ARTIFICIAL EM OVINOS

A inseminacdo artificial € uma técnica que conduz a melhoria do potencial
genético dos efectivos, uma vez que permite acelerar o melhoramento genético através
do uso de reprodutores de alto valor genético ou com caracteristicas desejaveis, sem
necessidade de aquisicdo dos mesmos, em virtude de que um ejaculado permite
inseminar varias fémeas (Hafez e Hafez, 2004). Possibilita também o uso de
reprodutores ja& mortos ou incapacitados fisicamente e reduz o risco de propagacdo de
doencas venéreas (Hafez e Hafez, 2004). Para que estas vantagens sejam alcancadas é
necessario que esta técnica seja realizada adequadamente, por meio de grupos de
trabalho qualificados (Hafez e Hafez, 2004).

Nos ovinos, a técnica de IA é dificultada pela complexa estrutura interna do
cérvix — canal cervical. O canal cervical é um tubo fibroso, cujo limen é tortuoso
(Figura 5) devido a presenca de anéis em namero de 3-7, que se encontram desalinhados
(Kershaw et al., 2005).

FIGURA 5 — Fotografia da cérvix de ovelha da raga Santa Inés seccionada
longitudinalmente evidenciando os anéis cervivais, junto com seu respectivo

molde de silicone (Franco et al., 2014).
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Em geral, o segundo ou o terceiro anel situam-se fora do alinhamento com o
primeiro, formando uma barreira fisica contra contaminantes externos (Kershaw et al.,
2005).

Estas caracteristicas anatomicas impossibilitam a passagem do “pistolet” de
inseminacdo e impedem a deposicdo profunda do sémen. Quanto maior a profundidade
da deposicdo do sémen, maiores sdo as taxas de fecundacao (Kershaw et al., 2005).

Além desta caracteristica especifica, existem importantes variagdes quanto ao
formato do orificio cervical externo entre fémeas. Kershaw et al. (2005) num estudo da
anatomia do colo do utero de ovelhas identificaram cinco tipos de orificios externos
(Figura 6).

FIGURA 6 - Classificacdo da aparéncia da entrada no os cervical externo da ovelha
(Kershaw et al., 2005, Aral, Temamogullar e Aral, 2011).

A - Bico de pato: duas dobras opostas de tecido cervical com uma fenda
horizontal central como orificio externo.

B - Fenda: sem protrusGes na vagina anterior com uma fenda como a abertura
dando entrada para o canal cervical.

C - Rosa: um conjunto de dobras cervicais que se projetam na vagina anterior
obscurecendo o orificio externo.

D - Papila: uma papila que sobressai na vagina anterior com o orificio externo em

seu apice.
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E - Aba: uma dobra do tecido cervical que se projeta na vagina anterior e
sobrepbe completamente ou parcialmente o orificio externo criando o aspecto

de uma aba.

De acordo com Kershaw et al. (2005), o tipo de orificio externo difere com a
idade da fémea. O tipo rosa é mais comum em ovelhas multiparas, mais velhas.
Enquanto o tipo papila € mais comum em ovelhas nuliparas. Estes autores admitem que
o tipo do orificio cervical possa mudar com o parto, aumentando de tamanho e de
complexidade. Esta alteracdo anatémica pode ser consequéncia do prolapso do primeiro
anel cervical em ovelhas multiparas. Os tipos mais apertados, tais como a papila,
tornam-se mais esticados durante o parto e subsequentemente a sua conformacédo é

alterada durante o processo de involugéo.

4.1 - Técnicas de Inseminacédo Artificial em Ovinos

As técnicas de IA variam de acordo com o local de deposicdo do sémen
(Chemineau et al.,1993). Na inseminacdo vaginal, o sémen € depositado no fundo do
saco vaginal, sem qualquer tentativa de localizacdo do canal cervical. Na inseminagéo
cervical, o semen é depositado dentro do canal cervical, o mais profundamente possivel.
Estas duas técnicas sdo consideradas simples, empregando-se um forceps com fonte de
luz fria que permita a abertura vaginal e a visualiza¢do da entrada no cérvix (Abecia e
Forcada, 2010). Nestas duas técnicas, 0 uso de sémen fresco ou refrigerado resulta em
taxas de fertilidade satisfatorias. Porém, as taxas de fertilidade obtidas com sémen
congelado tendem a ser ndo aceitaveis (Bicudo et al., 2005 e Faigl et al., 2012). A
inseminacdo transcervical implica o uso de farmacos e/ou de equipamentos que
procuram alargar o canal cervical e facilitar a ultrapassagem das pregas cervicais
(Abecia e Forcada, 2010).

Na técnica de inseminacdo intra-uterina por laparoscopia, 0 sémen é depositado
directamente no limen dos cornos uterinos, num ponto proximo do oviducto. Esta
necessita de uma intervencdo cirdrgica — laparoscopia ou laparotomia —, equipamentos
laparoscopicos ou cirurgicos e de conhecimentos técnicos especializados (Abecia e
Forcada, 2010). Contudo, permite obter taxas de fertilidade mais elevadas com o uso de
sémen criopreservado e tem potencial para facilitar a disseminagdo generalizada de

genotipos notaveis (Faigl et al., 2012). Permite ainda utilizar um menor numero de
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espermatozéides por dose seminal. Tem como grande desvantagem a criacdo de

aderéncias uterinas (Abecia e Forcada, 2010).

5 - AVALIACAO DO SEMEN
5.1 - Caracteristicas Macroscopicas do Sémen

5.1.1 - Volume

O volume do ejaculado é avaliado através de um tubo coletor graduado colocado
na extremidade do cone da vagina artificial. O volume de ejaculado no carneiro varia
entre 0,5 e 2,0 ml. A leitura é feita sem ter em conta a parte espumosa do ejaculado
(Evans e Maxwell, 1987, Artiga et al., 1995, Mylne et al., 1997 e Paulenz et al.,2002;
citados por Roméo 2002).

5.1.2 - Cor e Cheiro

O sémen de carneiro tem normalmente uma coloracdo de branca a pérola,
considerando-se existir qualquer anormalidade caso apresente coloracGes e cheiros
anormais (Bettencourt, 1999). A cor rosada indica a presenca de sangue. A amarelada
(com duas fases de densidade) contaminado por urina, tendo neste Ultimo caso um
cheiro caracteristico a urina (Evans e Maxwell, 1987; Artiga et al., 1995; Ax et al.,
2000 citados por Romao, 2002). Contudo, 0 sémen pode ter uma cor amarela devido
apenas a presenca de elevados teores de carotenos (inofensivos para o sémen).
Finalmente, a cor amarela pode ser indicativa de uma infeccdo no tracto genital

masculino (Chemineau et al.,1993).

5.1.3 - Consisténcia ou Densidade

A avaliacdo visual da concentracdo de espermatozdides através da densidade
(Quadro 1) pode ser uma técnica utilizada, porém, € pouco rigorosa (Chemineau et
al.,1993).
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QUADRO | — Estimativa da concentracdo espermatica através das caracteristicas de
densidade (Evans e Maxwell, 1987).

Caracteristicas Espermatozéides por ml (x 10°°)
Transparente, Aqu0so Insignificantes
Turvo 0,3-1,0
Leitoso 1,0-2,5
Cremoso/liquido 2,5-3,5
Cremoso 3,5-4,5
Cremoso espesso 4,5-6,0

5.2 - Caracteristicas Microscopicas do Sémen

5.2.1 - Concentracgéo

A concentracdo espermatica pode ser estimada num microscopio de contraste de
fase, com platina aquecida, e uma cdmara de Neubaeur ou através de métodos mais
precisos como: um hemocitdbmetro, um espectrofotometro, que mede a concentracdo
através da absorvancia da luz ou de um sistema CASA (computer-assisted sémen
analysis) (Bettencourt, 1999).

No hemocitémetro, a concentracdo é determinada pela contagem microscépica do
namero de espermatozdides contidos numa cdmara com volume e diluicdo conhecidos
(Chemineau et al, 1993).

A contagem por espectrofotometro por comprimento de onda de 540 a 550 nm é
determinada apds comparagdo com uma tabela padréo definida através de contagens em
camaras de Neubaeur (Chemineau et al., 1993) ou com o hematocitémetro (Chemineau
et al, 1993). Como o sémen de carneiro € muito concentrado, € necessario fazer uma
diluicdo de 1:100 a 1:400 com uma solucdo de cloreto de sodio a 0,9% e 0,02% de
formalina (Artiga et al., 1995).

O método mais rigoroso de avaliacdo da concentragdo € o sistema CASA, que

continua a ter custos elevados (Ehlers et al., 2011).

5.2.2 - Motilidade Massal

Esta € uma medicdo rapida e simples que requer um exame microscopico do

ejaculado, logo que recolhido. Uma gota do ejaculado puro é depositado sobre uma
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lamina de vidro (37-38°C) utilizando-se de uma ampliacdo de 80 X (Chemineau et al,
1993).

QUADRO Il — Sistema de classificacdo para motilidade massal do sémen ovino

Escala Nelson e Lin (1983) Chemineau et al., (1993)
Descrigdo Descrigdo
5 Movimento vigoroso, agitado e em
turbilhdo. Movimentos podem ser Muito bom
vistos “a olho desarmado”
4 Movimentos de massa activos, sem
. Bom
0 vigor de 5).
3 Movimentos massivos lentos, sem
o Normal
turbilhdo.
2 Movimento individual,  pouco
. Pobre
movimento de massa.
1 Muito sémen, mas essencialmente .
— . Muito pobre
ndo ha movimento.
0 Sem movimento Morto

Quando observado ao microscépio, o ejaculado apresenta um movimento em
turbilhdo, denominado correntemente de movimento de onda. A avaliacdo é feita com
base no vigor das ondas. Aplica-se uma escala (Quadro Il) que varia de 0 (nenhum
movimento) a 5 pontos (movimento muito intenso) (Chemineau et al, 1993 e
Bettencourt, 1999).

5.3 - Motilidade Individual

Para estimar a motilidade individual determina-se, por observacdo microscopica,
sobre uma platina aquecida (37°C), de uma gota de sémen diluido em soro fisiologico
isotonico, colocada entre uma lamina de microscopio e uma lamela (Bettencourt, 1999).

Para que a motilidade individual seja avaliada corretamente € necessario que 0
sémen esteja suficientemente diluido e que a técnica de colheita e de manutencdo do
ejaculado tenham sido efectuadas corretamente, uma vez que a motilidade € afetada por
factores como o choque térmico e a contaminacdo por urina (Sharkey et al., 2001,
citados por Romao, 2002). Considera-se uma motilidade aceitdvel quando 40% dos
espermatozoéides apresentam movimento progressivo (Kimberling e Marsh, 1997;

citados por Romao, 2002).
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Os movimentos de rotacdo, circulares, oscilantes ou convulsivos ndo séo

movimentos considerados normais (Chemineau et al, 1993).

5.4 - Morfologia

Existem varias técnicas de avaliacdo da morfologia dos espermatozoides.
Todavia, a mais utilizada, em trabalhos de campo, consiste na coloragdo vital de
eosina/negrosina (Chemineau et al, 1993).

Através da avaliacdo da morfologia pode ser determinada a percentagem de
formas anormais encontradas num ejaculado. A morfologia anormal dos
espermatozdides pode ser classificada em: cabecas anormais e soltas, gotas
citoplasmaticas unidas a parte anterior, média ou distal da peca intermédia, caudas
enroladas ou dobradas, entre muitas outras anormalidades (Chemineau et al, 1993).

Uma percentagem de espermatozéides anormais superior a 20% influencia a

fertilidade e ndo devem ser utilizadas em inseminacéo artificial (Hafez e Hafez, 2004).

6 - CONSERVACAO DO SEMEN

Ndo hd como desvincular o avango da IA com a necessidade de evoluir das
técnicas de colheita, de manipulacdo e principalmente de conservacdo do sémen
(Maxwell e Watson, 1996).

O principal objetivo é encontrar métodos que ampliem o periodo de conservacédo e
mantenham a capacidade fecundante dos espermatozoides. Para a correcta fecundacao
do od6cito, o espermatozdide tem de manter atributos basicos como um bom
metabolismo energético, uma boa motilidade progressiva, uma boa integridade
acrossémica e uma adequada porcao proteica e fosfolipidica da membrana (Squires et
al., 1999; citados por Alberti, 2007).

A preservacdo do sémen é fundamental a sua conservacao por periodos de tempo
limitados ou “ilimitados™, facilitando a promocdo da difusdo de material genético de
elevado valor, no tempo e no espago, eliminando os custos de transporte, de
manutencdo e de manuseamento dos machos (de Souza Castelo et al., 2008).

A criopreservacdo expde as células espermaéticas a diferentes situacdes de stress
(Maxwell e Watson, 1996). As grandes mudancas de temperatura podem induzir danos
as membranas celulares, provavelmente causando alteragdes na disposicdo dos seus

constituintes, ocasionando alteracdes na seletividade da permeabilidade da membrana
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(Maxwell e Watson, 1996). Os espermatozoides tém ainda de enfrentar a formacéo de
cristais de gelo pontiagudos que provocam rupturas nas membranas espermaticas e o
stress osmatico pelos elevados gradientes de concentracdo de solutos do meio diluidor
(Medeiros et al., 2002). Os espermatozdides que conseguiram ultrapassar estes
problemas tém ainda que ser capazes de superar o stress da descongelacdo (Maxwell e
Watson, 1996).

A susceptibilidade aos danos da criopreservacdo varia entre espécies e esta
correlacionada com a composicao fosfolipidica da membrana espermatica. Animais que
produzam concentracdes reduzidas de esterdides e concentracfes elevadas de acidos
gordos polinsaturados sdo mais predispostos aos danos causados pelo choque térmico
(Darin-Bennett et al., 1973; citados por Alberti, 2007).

O sémen de ovino apresenta grande sensibilidade ao choque térmico e calcula-se
que 40-50% dos espermatozOides ndo sobrevivam ao  processo  de
congelagdo/descongelacdo, mas aqueles que sobrevivem mantém a sua capacidade
fertilizadora (Maxwell e Watson, 1996 e Watson, 2000).

Depois de ejaculados, os espermatozéides sofrem algumas mudancas estruturais,
do material genético, bioquimicas e da estrutura das membranas espermaticas que 0s
tornam capazes de se fundir com o odcito. Elas ocorrem durante os processos de
maturacdo, capacitacdo e reac¢do acrossomica (Maxwell e Watson, 1996). O processo
de congelacdo/descongelacdo antecipam alteragbes semelhantes a da capacitacéo,
encurtando a vida fértil das células espermaticas (Maxwell e Watson, 1996). Deste
modo, quando utilizados na inseminagéo artificial cervical, eles podem possuir um
tempo de vida fértil curto e ndo alcangar o o6cito em condicdes fertilizantes. Contudo,
qguando depositados no Utero ou no oviducto, resultam em altas taxas (85-93%) de
fertilidade (Maxwell e Watson, 1996).

A Unica maneira de promover a deposicao do sémen no Utero é por laparoscopia
ou laparotomia, aumentando marcadamente 0s seus custos e o impacto sobre o bem-
estar animal. Deste modo, a IA com sémen fresco ou refrigerado, porque requerem
menores recursos humanos e materiais, tornam-se numa realidade mais aceitavel em
exploracBes que procuram comecar a aderir a esta técnica reprodutiva (Bicudo et al.,
2003).
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6.1 - Sémen Refrigerado

O sémen refrigerado de ovino é armazenado na forma liquida, através da reducdo
da sua temperatura, apos a sua correcta diluicdo. O arrefecimento leva a célula a um
estado de quiescéncia, reduzindo o metabolismo e proporcionando uma diminui¢do nos
gastos energéticos e na formacdo de residuos toxicos, contribuindo para a preservacao
das células, possibilitando o aumento do tempo de armazenamento e de utilizagdo
(Watson, 2000 e Camara e Guerra, 2011).

A reducdo da temperatura do sémen diluido deve ser feita de maneira constante e
homogénea, uma vez que a queda brusca da sua temperatura provoca o choque térmico,
letal para as células espermaticas. A diminui¢do de temperatura de forma muito lenta
também pode resultar na diminuicdo da viabilidade espermatica (Medeiros et al., 2002).
A reducdo da temperatura deve ser progressiva, sendo necessarias, pelo menos, 1 a 1.30
horas para atingir os 15°C e 2 a 3 horas, para alcancar os 5°C (Maxwell e Watson,
1996).

As temperaturas de armazenamento mais frequentes sdo de 15°C ou 5°C (Abecia e
Forcada, 2010). Estas se diferenciam no tempo de conservacdo. A 15 C, o sémen de
ovino possui um curto periodo de conservacao — 6 a 12 horas —, enquanto que 0 sémen a
5°C pode ser conservado por um periodo de tempo mais longo — 12 a 24 horas
(Fernandez-Abella et al., 2003 citados por Naim et al., 2009). O limite de 24 horas nao
deve ser ultrapassado, uma vez que € o limite em que os niveis de fertilidade se mantém
aceitaveis na inseminacdo cervical (Menchaca et al., 2005; Fernandez-Abella et al.,
2003 citados por Naim et al., 2009).

O’Hara et al. (2010) avaliaram a viabilidade espermatica do sémen de carneiros
refrigerado a 5°C ou a 15°C e armazenado até 72 horas apds a colheita, De acordo com
os resultados, o sémen refrigerado da 5°C manteve a viabilidade espermética no periodo
de 24 a 72 horas. Porém, passadas 24 horas, estes autores verificaram uma queda na
proporcdo de espermatozoides vivos observada. Por seu turno, o sémen refrigerado a
15°C apresentou um declinio linear na viabilidade espermatica logo ap6s as primeiras
12 horas de armazenamento.

As doses seminais para inseminar com sémen refrigerado devem conter, por dose
de inseminacdo, entre: 320 — 350x10° ou 400 x 10° espermatozoides viaveis
(Chemineau et al., 1993) ou 200 x 10° — 400 x 10° espermatozdides viaveis (Cseh et al.,

2012). Num estudo realizado por Naim et al. (2009), para avaliar a inseminagéo cervical
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com sémen de carneiro refrigerado a 5°C, comparando duas doses seminais (150 ou 300
milhdes de espermatozoides), armazenadas pelo periodo de 12 horas, obtiveram taxas
de gestacéo superiores quando foram usadas as doses de 300 milhdes (38%) do que as
de 150 milhdes (25%).

O armazenamento do sémen a 5°C promove a reducdo no metabolismo dos
espermatozdides, economiza as suas reservas energéticas e garante a conservagdo da
motilidade. A preservagdo seminal a 15-20°C mantém a actividade celular “clevada”,
tornando os espermatozoides mais sensiveis aos metabdlicos tdxicos (Decuadro-hansen,
2004).

6.2 - Sémen Fresco

Nos ovinos, o uso do sémen fresco na IA cervical requer pouca sofisticacdo e gera
taxas de gestacdo muito satisfatorias. Porém deve ser utilizado no menor tempo possivel
pos-colheita (1 hora), devido ao curto periodo de vida dos espermatozdides assim
conservados. Nestas condi¢des, a motilidade e a viabilidade espermaticas reduzem-se
rapidamente (O’Hara et al., 2010). Ocorre a acumulacéo de catabolitos provenientes da
actividade metabdlica dos espermatozoides, que acabam por se tornar toxicos para 0s
mesmos (Rojero et al., 2009).

Na producdo de energia, 0s espermatozoides sdo capazes de oxidar a frutose
presente no plasma seminal (ou até a glicose) produzindo CO, sob condicBes aerdbicas.
Também sdo capazes de metabolizar estes aclcares em acido lactico, em condicdes
anaerobias. Se a concentracdo de CO, for demasiado elevada no meio de diluicdo, pode
ocorrer uma inibicdo temporaria da motilidade do esperma. A producdo elevada de
elevados niveis de acido lactico pode afectar irreversivelmente o esperma. Outros
substratos podem ser utilizados pelos espermatozdéides, tais como o acido lactico, o

pirdvico e o acético, o glicerol e o sorbitol (Chemineau et al, 1993).

7 - DILUIDORES

Nos ovinos, o reduzido volume do ejaculado (0,5-2,0 ml) e a alta concentragdo
espermatica (2-5x 10° espermatozéides/ml), determina o uso de diluidores para
aumentar o volume total do ejaculado e assim obter mais doses seminais (Gongalves et
al., 2001). Além de aumentar o volume, os diluidores devem fornecer substratos

necessarios ao metabolismo espermatico, ter capacidade tampdo e osmolaridade
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adequadas e devem interagir com o sémen, proporcionando protecdo as diferentes
estruturas do espermatozéide durante o arrefecimento ou a congelagdo/descongelacéo e
inibir o crescimento bacteriano e fangico (Araujo et al., 2016).

Para que as células espermaticas possam sobreviver, quando expostas a
temperaturas ndo fisioldgicas (muito baixas), a presenca de um composto crioprotetor
no diluidor é essencial. Estes agentes podem ser classificados como ndo penetrantes e
penetrantes. Os crioprotectores ndo penetrantes actuam contra o desequilibrio osmético,
promovendo a desidratacdo parcial dos espermatozoides pela accdo osmotica do meio
hipertonico, ou seja, eles agem no meio extracelular, reduzindo assim a possibilidade da
formagé&o de cristais de gelo pontiagudos intracelular (Bittencourt et al., 2013; Maxwell
e Salamon, 1993). Os diluidores mais testados sdo feitos a base de glicina-gema,
glicina-gema-leite, agua de céco, citrato-aclcar, gema, leite ou leite desnatado, lactose,
sacarose, rafinose e os formulados a base de Tris-gema de ovo (Salamon e MaxwelL,
2000; citados por Bittencourt et al., 2013).

Os crioprotetores penetrantes séo substancias que tém a capacidade de penetrar no
interior da célula espermatica. Destes, o0 mais utilizado ¢ o glicerol. O efeito intracelular
do glicerol é exercido através da sua capacidade de ultrapassar a membrana celular,
substituir parcialmente a agua intracelular, necessaria a manutencdo do volume celular,
e reduzir o seu ponto de congelagédo evitando a sua cristalizagcdo pontiaguda. O glicerol
tem sido o crioprotetor mais usado na criopreservacdo de sémen de ovino, embora
muitos autores refiram que ele tem efeitos tdxicos sobre as células espermaticas,
dependendo da sua concentracdo (Bittencourt et al., 2013). Segundo Salamon e
Maxwell 2000 citados por Bittencourt et al., 2013 a melhores taxas de sobrevivéncia
espermatica sdo conseguidas quando néo se ultrapasssa 0s 2-4% de glicerol no diluidor.

Outro ponto critico é a taxa de diluicdo. Esta depende das caracteristicas do
gjaculado (particularmente do volume, da motilidade e da concentracdo espermatica) e
do nimero de espermatozdides viaveis que se quer em cada dose seminal (Bicudo et al.,
2003).

As elevadas taxas de diluicdo resultam em baixa viscosidade devido & baixa
concentracdo espermatica, o que facilita a ocorréncia de refluxo ap6s a deposicdo da
dose seminal no canal cervical. Uma proporcdo de diluicdo desejavel para
concentracdes entre 300-400 x 10° é de 1:1, nesta situacdo metade da dose inseminante

sera constituida por sémen e a outra metade por diluidor. Contudo, os carneiros com

23



elevadas concentracdes espermaticas possibilitam o uso de proporc¢des de diluicdo mais
altas (1:2 a 1:4) (Bicudo et al., 2003).

Apos a diluicdo é necessario um periodo de equilibrio. Este periodo de tempo a
uma temperatura de equilibrio, que varia de espécie para espécie, € necessaria a
ocorréncia da diminuicdo do metabolismo espermatico e ao inicio das interac¢cdes com
0s componentes do diluidor (Watson, 1979; citado por Alberti, 2007).

24



II-TRABALHO EXPERIMENTAL

1 - MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na cidade de Braganga, 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 4 de Abril e 8 de Julho 2016.

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

Este ensaio teve inicio com a pesagem das ovelhas em uma balanca com jaula
(sensibilidade minima de 100 gramas) e a determinacdo da sua condi¢do corporal (CC)

segundo a tabela de classificacao australiana (Russel et al., 1969).

1.1 — Animais

Neste trabalho foram utilizadas 68 ovelhas adultas da raca Churra Galega
Bragancana pertencentes ao rebanho experimental do Instituto Politécnico de Braganca-
Escola Superior Agraria (IPB-ESA), com idades compreendidas entre os 2-8 anos. A

ultima parigdo tinha ocorrido cerca de 6 meses antes.

1.2 — Avaliacdo da Actividade Ovarica

A actividade ovarica das ovelhas foi avaliada através da determinacdo dos niveis
plasméticos de progesterona (P4). A recolha das amostras de sangue foi feita com o
auxilio de tubos de ensaio vacuonizados e heparinizados, através de puncdo da veia
jugular. Apés centrifugacdo do sangue, a 3.000 r.p.m., durante 15 minutos, procedeu-se
a separacdo do sobrenadante, ou seja, do plasma sanguineo, que foi pipetado para tubos
de Eppendorf devidamente identificados, que de seguida foram congelados numa arca
ultracongeladora (-70°C) (Thermo Electron Cooperation, Marlotta, EUA).

Posteriormente foram determinados os niveis plasmaticos de P4 através da técnica
de RIA (radioimunoensaio). O teste de RIA foi feito com recurso a um leitor de
cintilagdes DPC® Gamma C12, segundo a técnica indicada pelo fabricante dos kits
(DiaSource ImmunoAssays, Beélgica). Os coeficientes médios de variagéo intra e inter-

ensaio foram, respectivamente, de 5,5 e 12,1%.
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1.2.1 — Avaliacdo da Ciclicidade Pré-tratamentos

Nas primeiras duas semanas de ensaio (4 e 18 de Abril), com o objectivo de
determinar o estado fisiologico inicial (ciclicas ou anestro) das ovelhas, procederam-se a
colheitas de amostras de sangue, com 3-4 dias de intervalo, realizadas sempre no
periodo da manha. A metodologia utilizada foi a mesma indicada no item 1.2.

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

1.2.2 — Avaliagdo da Resposta Ovarica aos Tratamentos

Com o intuito de identificar a formagcdo do primeiro CL pos-tratamentos
progestagénicos curtos + eCG, nos cinco dias pos-administracdo de eCG procedeu-se a
recolha de amostras de sangue periférico, para posterior determinagdo dos niveis
plasmaticos de progesterona. A metodologia utilizada foi a mesma indicada no item 1.2.

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

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

1.3 — Tratamentos Aplicados

No dia 20 de Abril, as ovelhas foram divididas em dois grupos — FGA (n =34) e
MAP (n = 34) (Quadro IlI).

QUADRO Il — Divisdo das ovelhas segundo os tratamentos de controlo da

actividade reprodutiva

Total (n = 68)

FGA + 100 pg de cloprostenol MAP + 100 pg de cloprostenol
(n=234) (n=34)

Remocao das esponjas vaginais
+

500 Ul eCG
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As ovelhas do grupo FGA foram tratadas com esponjas vaginais impregnadas com
20 mg de FGA (Acetato de Fluorogestona; Chrono-Gest®, Intervet, Portugal) e as
ovelhas do grupo MAP com 60 mg de MAP (Acetato de Medroxiprogesterona; Sincro-
Gest®, Laboratorios Ovejero, Espanha). Nessa altura, todas as ovelhas foram injectadas
intramuscularmente com 100 pg de cloprostenol (Estrumate®, MSD Animal Health,
Portugal) — anélogo sintético da prostaglandina.

O tratamento progestagénico teve a duracdo de 7 dias. Quando da remocdo das
esponjas vaginais (27 de Abril), as ovelhas receberam uma injeccéo intra-muscular de
500 Ul de eCG/ovelha (Intergonan®, Intervet, Portugal).

Durante o periodo de tratamento, uma das ovelhas tratadas com uma esponja

vaginal impregnada com FGA perdeu-a, pelo que ela foi excluida do estudo.

1.4 — Recolha de Sémen

O sémen foi recolhido com recurso a vaginas artificiais pré-aquecidas a 42°C
(Minitub, Tiefenbach, Alemanha) e ao uso de uma ovelha em cio induzido com 5 ml de
uma solucéo oleosa de 17 B estradiol. Foram recolhidos quatro ejaculados (2 de manhé e
2 de tarde), todos do mesmo macho (3 anos de idade); este ja ndo ejaculava ha 3 dias
(Ollero et al., 1996; citados por Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011). Depois da colheita,
o0s tubos colectores foram transportados para o laboratério, em menos de 10 minutos
(com uma excepcao em que este tempo foi duplicado) (Cebrian et al., 2010a), onde
foram mantidos a 37°C em um banho-maria (Grant International, Cambridge,
Inglaterra). Os dois ejaculados podem ser usados na inseminacgdo artificial, embora,
geralmente, o segundo apresente melhor qualidade do que o primeiro (Cebrian et al.,
2010a). No mesmo equipamento foram conservados os diluidores seminais devidamente

preparados.

1.5 — Anélises Seminais

O volume 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®, Minitib, Tiefenbach, Alemanha), constituido por um
microscopio de contraste de fase Carl Zeiss Axio Lab Al (Gottngun, Alemanha), com
placa aquecida (37°C) e uma camera de video (Basler camera A301b, Basler AG,
Ahrensburg, Alemanha). Foram tiradas cerca de 30 fotos/0,5 minutos. Foram usadas

laminas ndo reutilizaveis com 4 camaras Leja 20 (Leja Products, B.V., Nieuw-Vennep,
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Holanda). O software foi programado para gravar 7 campos (motilidade) e 30 campos
(concentracdo espermaética) sob contraste de fase negativo e uma ampliagdo de X 200.
No laboratério existiam duas placas de aquecimento (37°C) que permitiam manter todos
0s demais materiais (pontas de pipetas, tubos, laminas com 4 camaras Leja 20) (Cebrian
et al., 2010a).

Os e¢jaculados utilizados tinham um volume > 1,7 ml, uma motilidade

progressiva > 75% e uma concentracio espermatica > 3,0 x 10° espermatozdides/ml.

1.6 — Doses Seminais (Frescas e Refrigeradas)

Depois de realizadas as analises seminais, cada ejaculado foi inicialmente diluido
(1:1) com um de dois diluidores comerciais Andromed® (Minitiib, Tiefenbach,
Alemanha) e INRA 96° (IMV Technologies, L’Aigle, Franca) (Quadro IV). Os
diluidores seminais sdo essenciais a diluicdo dos elementos toxicos do plasma seminal,
ao fornecimento de nutrientes aos espermatozoides armazenados in vitro, conferem um
efeito tampédo sobre os metabdlitos esperméticos e seus sub-produtos e destrdi as

bactérias que nele se possam desenvolver (Cebrian et al., 2010b e Morrell, 2011).

QUADRO IV — Doses de sémen fresco ou refrigerado diluidos com Andromed®

ou com INRA 96° aplicadas ao conjunto das ovelhas tratadas

FGA MAP
(n=33%) (n=34)

Fresco Refrigerado Fresco Refrigerado

(n=17) (n = 16) (n=17) (n=17)

Andromed | INRA96 | Andromed | INRA96 | Andromed | INRA96 | Andromed | INRA96
(n=18) (n=9) (n=7) (n=9) (n=28) (n=9) (n=18) (n=9)

* _ Uma ovelha foi excluida por ter perdido a esponja vaginal.

Posteriormente, a taxa de diluicdo foi acertada com os valores indicados pelo
programa Androvision® (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha). De seguida a temperatura
dos ejaculados recolhidos de manha foi reduzida, durante cerca de 120 minutos, de 37°C
para 15°C (Neslab® RTE 221, Newington, EUA). Os espermatozéides dos ovinos s&o

especialmente sensiveis ao choque térmico pelo frio devido, particularmente, a
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composicdo da sua membrana plasméatica, com uma relagdo entre colesterol e
fosfolipidos muito baixa em comparagdo com os espermatozéides de espécies mais
resistentes ao frio (Cebrién et al., 2010a).

Apdbs 10 minutos de repouso, o semen diluido foi aspirado para palhinhas de
sémen francesas de 0,25 ml e seladas com pé polivinilico. Cada palhinha de sémen
continha, pelo menos, de 200 x 10° espermatozéides (Cseh et al., 2012). As palhinhas
brancas continham sémen diluido com Andromed® (n=31) e as vermelhas sémen
diluido com INRA 96® (36). As inseminagdes ocorreram todas no intervalo maximo de
120 minutos pos-refrigeracdo (15°C).

Os espermatozoides recolhidos de tarde também foram inicialmente diluidos (1:1)
— Andromed® ou INRA 96°. Posteriormente, o volume foi acertado com os valores
fornecidos pelo programa Androvision® (Minitiib, Tiefenbach, Alemanha). Apés 10
minutos de repouso, o sémen diluido foi aspirado para palhinhas de sémen francesas de
0,25 ml e seladas com po6 polivinilico. Cada palhinha de sémen continha, pelo menos,
de 200 x 10° espermatozdides (Cseh et al., 2012). As palhinhas brancas continham
sémen diluido com Andromed® e as vermelhas sémen diluido com INRA 96°.

As palhinhas de sémen refrigerado foram transportadas numa arca congeladora da
Minitub (Tiefenbach, Alemanha) & 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 o término do processo de refrigeracdo e de preparacdo das doses de sémen
refrigerado (n = 33) e de sémen fresco (n = 34) e 0 comeco da IA passaram menos de 30

minutos.

1.7 — Inseminacgéo Artificial a Tempo Fixo

Todas as ovelhas foram inseminadas, independentemente de terem manifestado
cio, cerca de 55+1 horas pos-administracdo de eCG (Baril et al., 1993, Palacios, 2010 e
Greyling et al., 1997). Comecou-se por inseminar as ovelhas com sémen fresco.

Cerca de metade das ovelhas tratadas com FGA +eCG foram inseminadas com
sémen fresco e a outra metade com sémen refrigerado. O mesmo sucedeu com as
ovelhas tratadas com MAP + eCG. Em ambos os grupos cerca de metade das ovelhas
foram inseminadas com sémen diluido com Andromed® e a outra metade com sémen
diluido com INRA 96°.

Registrou-se o inseminador (A e B), a cor da mucosa da vagina (rosa, rosa Vvivo,

rosa hemorragico), o grau de lubrificacdo (abundante ou reduzida), o tipo do orificio
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cervical externo (Figura 7), o local de deposicdo do sémen (vaginal, 1% prega ou 22
prega) e se houve refluxo (sim, ligeiro, ndo). A deposi¢cdo do sémen foi feita sempre o
mais profunda possivel, com o auxilio de férceps vaginais, luzes LED, pistoletes
Quicklock e bainhas (Minitib, Alemanha).

FIGURA 7 — Classificacdo quanto a aparéncia externa do orificio cervical: a) bico de
pato, b) fenda, c) rosa, d) papila e e) aba (Kershaw et al., 2005).

Terminadas as inseminacOes e retirado todo o pessoal envolvido no processo de
inseminacdo calmamente, as ovelhas foram libertadas e ndo foram manipuladas
intensamente (vacinacOes, desparasitacBes, corte de cascos, alteracdo de pastagem) e
sobre tudo ndo se diminuiu o aporte energético da dieta (durante, pelo menos 20 dias),
com o objectivo do stress ndo prejudicar a fecundacdo e a implantacdo (Cebrian et al.,
2010b).

1.7.1 — Posicao das Fémeas Durante a Inseminagdo

A contencdo das fémeas a inseminar foi realizada mediante elevagdo dos
membros posteriores (Figura 8), permanecendo com 0s membros anteriores no solo.
Essa posicdo era assegurada por um dos membros da equipa, no sentido do facilitar a

observacdo da entrada do canal cervical (Baril et al., 1993).
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FIGURA 8 — Posicao da fémea para realizacdo da inseminacao.

1.8 — Diagnostico de Gestacao

Quarenta dias (08/06/16) ap6s a remocdo das esponjas vaginais (29/04/2016),
procedeu-se ao diagnostico de gestacdo por ultrasonografia em tempo real, com o
auxilio de um ecografo Mindray Z5Vet (multi-frequéncia) e de uma sonda rectal de 7,5
MHz (Vazquez et al., 2010).

1.9 — Anélise Estatistica

No sentido de identificar diferengas estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efectuaram-se analises de variancia (Steel e Torrie, 1980). A compara¢do
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).
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I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

1 - IDADE, PESO E CONDICAO CORPORAL

No inicio deste estudo, a idade média das ovelhas era de 4,1+1,8 anos
(c.v. =44,5%), dentro do indicado por Esmailizadeh et al. (2009) (citados por
Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011). De acordo com estes autores o aumento da idade
entre 0s 2-7 anos eleva a taxa de fertilidade. As diferencas de idade registadas entre as
ovelhas tratadas com FGA e com MAP revelaram-se estatisticamente ndo significativas
(P>0,05) (Quadro V). O mesmo sucedeu relativamente as ovelhas que foram
inseminadas com sémen fresco e com sémen refrigerado (P>0,05). Pelo contrario, as
ovelhas inseminadas com sémen diluido com INRA 96® eram mais velhas do que as
inseminadas com sémen diluido com Andromed® (P<0,05).

As ovelhas pesavam, em média, 52,2 + 7,8 kg (c.v. = 14,9%) e apresentavam uma
CC media de 3,4 £ 0,5 (c.v. = 14,0%). Este valor é ligeiramente superior ao aconselhado
na bibliografia para a época de cobri¢do (2,5-3,0) (Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011 e
Valentim et al., 2015a). As diferencas de peso corporal e de CC entre ovelhas tratadas
com FGA +eCG ou MAP +eCG, inseminadas com sémen fresco ou refrigerado,
diluido com Andromed® ou com INRA 96® foram estatisticamente ndo significativas
(P>0,05).

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)

FGA 41°+18 51,9°+8,4 35%+0,5
MAP 41°+18 52,5%+ 7,2 3,5%+0,5
Fresco 4,0°+18 52,6% + 8,3 3,4%+0,5
Refrigerado 4,2 +1,8 51,8%+7,3 34%+0,5
Andromed® 3,72+ 20 50,5°+7,3 3,42+ 0,5
INRA 96° 44°+16 53,7°+7,9 3,42+ 0,5

a=a, para P>0,05; a#b, para P<0,05 (entre colunas, mesmo tratamento).

De acordo com Esmailizadeh et al. (2009) citados por Santolaria, Palacin e Yaniz,

(2011) o aumento da idade entre os 2-7 anos eleva a taxa de fertilidade. Santolaria,
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Palacin e Yaniz (2011) recomendam que as ovelhas s6 sejam inseminadas com idades
compreendidas entre 0s 2-5 anos de idade. Por outro lado, as ovelhas apresentavam uma

CC superior a exigida quando da inseminagao artificial (= 3).

2 - ESTADO FISIOLOGICO PRE-TRATAMENTOS

O estado fisiologico das ovelhas (ciclicas ou em anestro) pré-inseminacao
artificial condiciona a resposta a mesma (Kukovics et al., 2011). Nas ovelhas da raca
Churra Galega Bragancana, a estacdo de anestro sazonal estende-se de Marco a Maio,
ou seja, nestes meses mais de 50% das ovelhas ndo apresenta actividade ovarica
completa (Correia, 1996).

Nas duas semanas anteriores a aplicagdo dos tratamentos progestagénicos
curtos + eCG (4-18 de Abril), 74,6% (n = 50) das ovelhas apresentaram em, pelo menos
uma das recolhas de sangue, niveis plasmaticos de progesterona superiores a 0,5 ng/ml,
ou seja, estavam “ciclicas”. As demais 25,4% (n=17) estavam em anestro sazonal
(x* = 50,0; P<0,001). E possivel que esta diferenca resulte de disparidades anuais nas
condicdes climaticas (Anel et al., 2005; citados por Kukovics et al., 2011) que
condicionam o desenvolvimento das pastagens naturais, as condigcdes climéticas e,
consequentemente o estado de salde e os gastos em termorregulacdo. Por outro lado, no
presente trabalho, as ovelhas estavam instaladas em melhores condi¢fes (menos perdas
de energia em termorregulacdo, logo maiores disponibilidades de energia para a
reproducéo).

Nem a idade, nem o peso corporal, nem a CC afectaram significativamente o
estado fisioldgico pré-tratamentos progestagénicos curtos + eCG (P>0,05). Na verdade,
a maioria das ovelhas tinha uma boa idade reprodutiva e um excelente peso e CC (2,5-
3,0) (Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011), o que lhes tera permitido melhorar a resposta
ovulatéria. Nas dificeis condi¢cGes de semi-arido da regido mediterranica, em que o
fornecimento regular de alimentos ndo é uma garantia, um bom peso ou CC (Gunn e
Doney, 1979 e Thomson e Bahhady, 1988; citados por Santolaria, Palacin e Yaniz,
2011) ou a aplicacdo da técnica nutricional de flushing pode promover melhores
respostas ovulatorias (Younis, et al., 1978, Landau e Molle, 1997 e Branca et al., 2000;

citados por Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011).
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3-RESPOSTA OVARICA AOS TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS
CURTOS + ECG

A eficacia dos dois tratamentos progestagénicos curtos + eCG foi absoluta —
100%. As condicGes ambientais particularmente favoraveis, a ciclicidade apresentada
pela maioria das ovelhas pré-tratamentos, a idade média do rebanho, o seu peso e a CC
serdo alguns dos factores que contribuiram para este resultado. A primeira elevacao dos
niveis plasmaticos de progesterona surgiu, em média, 57,0 £16,1 horas (c.v. = 28,3%)
poOs-tratamentos progestagénicos curtos + eCG. A diferenca entre progestagénios
utilizados foi estatisticamente nédo significativa (FGA — 53,1 £ 15,6 horas vs. MAP —
60,7 £ 15,9 horas) (P>0,05). Segundo Romano (1996), nos pequenos ruminantes, o
FGA tem uma semivida mais curta do que o MAP. Aparentemente, 0 FGA promove um
regresso mais rapido a actividade ovarica ciclica e ao cio (maior precisdo e
concentracdo dos cios) do que o MAP, ainda que ndo altere a duracdo do cio (Romano,
1996). Contudo, Ungerfeld e Rubianes (2002), Zeleke et al. (2005) e Mateus (2014) nao
encontraram qualquer diferenca significativa na resposta reprodutiva de ovelhas tratadas
com FGA + eCG e com MAP + eCG. Os dados encontrados no presente estudo também
apontam no sentido destes Ultimos autores.

O tempo da inseminagdo artificial pds-tratamento de sincronizacdo de cios é
muito importante (Kukovics et al., 2011). A melhor altura difere segundo o autor: 46
horas (Fernandez-Abella et al., 2003; citados por Kukovics et al., 2011), 48-72 horas
(Karagiannidis et al., 2001; citados por Kukovics et al., 2011), 55 horas (Baril et al.,
1993, Valentim et al., 2009) e 58-63 horas (Donovan et al., 2004; e Donovan et al.,
2001). A escolha das 55 horas po6s-tratamento progestagénico curto e eCG parece ter

sido a adequada, tendo em conta os resultados obtidos.

3.1 - Diagnéstico de gestacdo por Ultra-sonografia

Aos 40-45 dias de gestacdo visualizam-se as primeiras imagens correspondentes
ao inicio da ossificacdo (Vazquez et al., 2010). Os pontos de ossificacdo podem ser
observados como pequenas estruturas hiperecogénicas a nivel do cranio da coluna
vertebral e membros toracicos e pélvicos (Vazquez et al., 2010). A taxa de acerto é de
100% (Vazquez et al., 2010).

Quarenta dias ap0s a inseminacéo artificial, 85,1% das ovelhas estavam gestantes.

Este valor surpreendeu pela positiva, pois o0s valores médios indicados para ovinos na
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bibliografia rondam os 40-60 (Anel et al., 2005 e Fair et al., 2005; citados por Masoudi
et al., 2017), 50-65% (Baril et al., 1993, Ax et al., 2004 e Valentim et al., 2009), 65-
75% (Colas e Guérin 1979; citados por Cognié, 1988). Contudo, alguns autores referem
valores de 70-82% (Donovan et al., 2001, 2004), de 82,2% (Hill et al., 1998 e Ehling et
al., 2003; citados por Kukovics et al., 2011) e de 80-90% (Kukovics et al., 2011). Anel
et al. (2005) (citados por Kukovics et al., 2011) garantem que os resultados da

inseminacdo artificial variam igualmente de ano para ano.

4 — CARNEIRO

Segundo Anel et al. (2005) citados por Santolaria, Palacin e Yaniz, (2011), o
carneiro dador influéncia significativamente a taxa de fertilidade pos-inseminacao
artificial cervical, particularmente quando esta é feita com semen refrigerado. Salamon
e Maxwell (1995) acreditam que estas diferencas entre carneiros podem ser tanto

genéticas como ambientais.

5 - DOSE DE GONADOTROPINA

De acordo com Hill et al. (1998) citados por Kukovics et al., (2011), a taxa de
fertilidade pos-inseminacdo artificial depende da quantidade de eCG que é administrada
por ovelha: 200 Ul -62,4%, 250 Ul — 72,9%, 300 Ul — 79,1% e 375 Ul — > 69,4%. A
experiéncia adquirida, embasada nos trabalhos de pesquisa realizados ao longo de 26
anos pela equipa de pesquisadores do laboratério de Reproducdo Animal do Instituto
Politécnico de Braganca, diz-nos que os melhores resultados surgem com a
administracdo de 500 Ul de eCG/ovelha.

6 — PROCESSO DE REFRIGERACAO

Durante o processo de refrigeracdo do sémen ocorrem perdas de motilidade,
alteracdes morfoldgicas e um declinio da sua capacidade de sobrevivéncia no tracto
genital feminino, reduzindo a taxa de fertilidade e aumentando a taxa de mortalidade
embrionaria (Paulenz et al., 2002 e O’Hara et al., 2010). No presente trabalho, a melhor
taxa de fertilidade foi obtida com sémen refrigerado (90,9%) do que com sémen fresco
(79,4%) (x> =5,6; P<0,05). De um modo geral, as taxas de fertilidade s&o mais baixas

com sémen refrigerado (Aral, Temamogullar e Aral, 2011) — 56,7% (Fernandez-Abella
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et al., 2003; citados por Kukovics et al., 2011) ou 74-76% (Gergatz e Gyokér, 1997;
citados por Kukovics et al., 2011).

No presente trabalho esta diferenca pode ter resultado do periodo refractario
anormalmente longo (= 20 minutos) verificado entre o0 primeiro e 0 segundo saltos, o
que atrasou a chegada e o processamento do primeiro ao laboratdrio. Neste caso, 0
primeiro ejaculado pode ter sido diluido algo tardiamente, alterando a composigdo do
plasma seminal e a estrutura das membranas espermaticas, afectando o seu poder
fecundante. Na verdade, o papel do plasma seminal sobre os espermatozdides é
controverso (Cebrian et al., 2011b). Se por um lado ditam a sua quiescéncia no
epididimo (aumentanto a sua durabilidade), por outro os espermatozoides vivos e
mortos, entre outras coisas, sdo capazes de produzir substancias peroxidantes, que
oxidam os lipidos das membranas espermaticas (Cebrian et al., 2011b).

De acordo com Neves et al. (1983), a elevada concentracao espermatica determina
uma intensa actividade metabolica, com rdpido acumulo de catabdlitos no plasma
seminal, extremamente prejudicial a celula espermatica. Deste modo, os diluidores
seminais sdo essenciais ao fornecimento de nutrientes aos espermatozdides
armazenados in vitro, a diluicdo dos elementos tdxicos do plasma seminal, efeito
tampdo sobre os metabolitos espermaticos e seus sub-produtos e destroem as bactérias e
fungos que neles se possam desenvolver (Morrell, 2011).

7 - DILUIDORES

O tipo de diluidor seminal ndo afectou significativamente a taxa de fertilidade
(Andromed®: 83,9% vs. INRA 96°: 83,3%) (;° = 0,0; P>0,05). Ainda que o Andromed®
[que contém fosfolipidos, TRIS (hidroximetil aminometano; (HOCH,)sCNH,), acido
citrico, acucares, antioxidantes, tamp®es, antibioticos, glicerol e 4gua ultra pura] tenha
sido desenvolvido para criopreservacéo de sémen de bovinos e o INRA 96® [tenha uma
composi¢cdo baseiada em fraccdes purificadas de proteinas micelares de leite,
antibidticos e um antifungico (Gil et al., 2011)] para preservacdo de sémen de equinos,
ambos revelaram o seu valor na preservacdo de sémen de ovino (Batellier et al., 1998;
citados por Gil et al., 2011; e O’Hara et al., 2010).
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8 - INSEMINADOR

Na inseminacéo artificial, a taxa de sucesso depende igualmente do trabalho do
inseminador (Gordon, 1997, Donovan et al., 2004; e Anel et al., 2005; citados por
Kukovics et al., 2011). A ultrapassagem do canal cervical depende muito da aptidao do
inseminador (Eppleston e Maxwell, 1993; citados por Santolaria, Palacin e Yaniz,
2011). Neste trabalho, a taxa de sucesso do inseminador A foi de 75,5% e a do
inseminador B foi de 97,1% (;* = 18,8; P<0,001). Este resultado esta, provavelmente,
associado ao facto do Inseminador B sempre que tinha dificuldade na inseminacdo de

uma ovelha a passava para o Inseminador A.

9 - COR DA MUCOSA VAGINAL

A cor da mucosa vaginal afectou a taxa de fertilidade (Quadro V1). Neste trabalho
a relacdo entre a cor da mucosa vaginal e a taxa de fertilidade tem de ser vista com
especial cuidado. Na verdade, um dos inseminadores usou uma lampada de cor branca e
outro de cor amarela. Este facto afectou, seguramente, a classificacdo da cor da mucosa
vaginal. E um ponto que tera de ser corrigido no futuro para que a interpretacdo deste
parametro possa ser feito correctamente. A ovelha que apresentava uma cor rosa
hemorréagica ndo ficou gestante, indo ao encontro do sugerido por Palacios (2010) da
nédo inseminacdo de ovelhas com vaginites, com muco sanguinolento, ou com cores ou

odores estranhos (Palacios, 2010).

QUADRO VI — Cor da mucosa vaginal quando da inseminacdo artificial e sua

relacdo com a taxa de fertilidade

Cor da Mucosa Vaginal Taxa de Fertilidade
Rosa 47/56 (83,9%°)
Rosa vivo 11/11 (100%")
Rosa hemorragico 0/1 (0,0%°)

a#h, para P<0,001; a#c, b#c, para P<0,0001.

10 - TIPO DE ENTRADA NO CANAL CERVICAL

A entrada no canal cervical condicionou a taxa de fertilidade (Quadro VII).
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QUADRO VII — Configuracdo anatdmica da entrada no canal cervical e sua

relacdo com a taxa de fertilidade

Entrada no Canal Cervical Taxa de Fertilidade
Bico de Pato 17/21 (81,0%°%)
Ranhura 7/7 (100,0%")
Rosa 17/22 (77,2%°)
Papila 6/6 (100,0%)
Prega 8/9 (88,9%)

a#h, b#c, para P<0,01; a#c, a#d, b#c, c#d para P<0,0001.
As que produziram melhores resultados foram a Papila (100%) e a Fenda (100%),
curiosamente as duas consideradas mais dificeis pelos inseminadores. Neste sentido, é
possivel que um maior empenho por parte deles nestes casos tenha sido um dos motivos

para esta eficacia total.

11 - LUBRIFICACAO

A inseminacgdo artificial deve ser feita o mais depressa possivel, evitando
traumatizar ou inflamar o canal cervical e evitando o stress (Palacios, 2010). Quando as
ovelhas tém um fluxo abundante ou muito reduzido a fertilidade diminui, pelo que é
conveniente eliminar o excesso de muco (Palacios, 2010). A esmagadora maioria das
ovelhas inseminadas apresentava uma lubrificacdo vaginal abundante (Boa: 89,6% vs.
Pouca: 10,4%) (y*=128,0; P<0,0001). Foi frequente ter de deixar escorrer para o
exterior da vulva a maioria das secre¢des presentes no tracto genital feminino, pois estas
chegavam a impedir a observacgdo da entrada do canal cervical. Contudo, o0 estado de
lubrificacdo afectou a taxa de fertilidade (Abundante: 84% vs. Reduzida: 100%)
(x* = 17,4; P<0,0001). Na IA cervical, o sémen é depositado na porcéo anterior do canal
cervical e o transporte do esperma é afetado pela qualidade do muco cervical
(Santolaria, Palacin e Yanez, 2011). Aparentemente, o excesso de lubrificacdo tera
promovido uma maior diluicdo da dose seminal nas secrecfes do tracto genital feminino
(removendo rapidamente os efeitos protectores do plasma seminal) (Morrell, 2011 e

Santolaria, Palacin e Yanez, 2011) e eventualmente um aumento do refluxo vulvar.
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12-LOCAL DE DEPOSICAO DO SEMEN NO TRACTO GENITAL
FEMININO

Na inseminacdo cervical, a taxa de fertilidade é maior quanto mais profundamente
é depositado o sémen no canal cervical ou no corpo do utero (Kaabi et al., 2006 e
Candappa e Bartlewski, 2011). Contudo, devido a conformacéo do canal cervical das
ovelhas (4-7 pregas desalinhadas) o sémen é normalmente depositado na vagina ou na
entrada do canal cervical (Kaabi et al., 2006). Efectivamente, na maioria das ovelhas, o
sémen foi colocado logo apds a primeira prega (Quadro VIII). A taxa de fertilidade foi
elevada quando o sémen foi depositado tanto no fundo do saco vaginal quanto para la da
12 prega. O volume interno do canal cervical dos ovinos é muito reduzido (0,1-0,2 ml)
(Gordon, 1997 e Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011), pelo que na inseminacéo cervical as
doses seminais devem ser pequenas e muito concentradas (Santolaria, Palacin e Yaniz,
2011): 200 x 10° — 400 x 10° espermatozéides (Marcus, 1982; citados por Santolaria,
Palacin e Yaniz, 2011).

QUADRO VIII — Local da deposicdo do sémen e sua relacdo com a taxa de
fertilidade
Local deposicao do sémen Taxa de Fertilidade
Vaginal 8/9 (88,9%%)
12 prega 45/51 (88,2%%)
24 prega 416 (66,7%")

a=a, para P>0,05; a+b para P<0,0001.

A deposicdo do sémen apds a 22 prega produziu os piores resultados de fertilidade.
Segundo alguns autores, a possivel inflamacdo ou lesdo que a tentativa de ultrapassar a
22 prega comporta determina um decréscimo da fertilidade, por afectar o transporte e a
viabilidade dos espermatozoides no tracto genital feminino (Candappa e Bartlewski,
2011), originando um maior fluxo de células imunitarias ao lumen do canal cervical
(Troedsson et al., 2001; citados por Morrell, 2011).

12.1 - Refluxo

A maioria das ovelhas inseminadas depois de ultrapassar a 12 ou a 22 prega nao fez

refluxo (Quadro IX) e as taxas de fertilidade foram muito elevadas. Pelo contrério, as
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ovelhas que apresentaram refluxo seminal apresentaram uma taxa de fertilidade mais
baixa (Candappa e Bartlewski, 2011).

QUADRO IX — Refluxo seminal e sua relacdo com a taxa de fertilidade

Refluxo Seminal Taxa de Fertilidade
Sem 32/39 (88,9%%)
ligeiro 15/16 (93,8%°%)
Com 3/4 (75,0%")

a=a, para P>0,05; a#b para P<0,01.

Segundo Marcus (1982) (citados por Santolaria, Palacin e Yaniz, 2011),Cseh et al.
(2012), a inseminacédo cervical de uma pequena (0,25 ml), mas concentrada dose de
sémen (200 x 10° espermatozéides), é a mais apropriada a uma cérvix dificil de
ultrapassar e reduz a ocorréncia de refluxo cervical. Esta pode ser a explicagdo para a
n&o diminuicdo da taxa de fertilidade quando o refluxo foi ligeiro.
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IV-CONCLUSOES

Tendo em conta as condicbes em que este trabalho foi desenvolvido, a
metodologia empregue e os resultados alcancados, pode concluir-se que:

— Entre 4 e 18 de Abril, 74,6% das ovelhas Churras Bragancanas estavam ciclicas.

— A eficiéncia dos tratamentos progestagénicos curtos (FGA ou MAP) +eCG

foram igualmente maximos (100%).

— O tempo fixo de inseminacéo artificial de 55 horas conduziu a excelentes taxas
de fertilidade.

—Quarenta dias ap6s a inseminacdo artificial, 85,1% das ovelhas estavam

gestantes.

— As melhores taxas de fertilidade foram obtidas com sémen refrigerado (90,0%)

e ndo com sémen fresco (79,4%).

— Os diluidores utilizados —Andromed® (90,9%) e INRA 96® (79,4%)- revelaram-

se igualmente eficazes.

— Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas entre inseminadores
(A: 75,5% e B: 97,1%).
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