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RESUMO

Do ponto de vista da Producdo Ovina é importante conhecer a eficécia da aplicacdo das
técnicas de controlo reprodutivo e de inseminacdo artificial (I1A) em explora¢fes comerciais.

O presente trabalho teve como principal objectivo avaliar a eficacia da aplicacdo de um
tratamento prévio com melatonina e de dois tratamentos progestagénicos curtos (FGA vs.
MAP) + eCG (750 Ul) no controlo da actividade reprodutiva de ovelhas cruzadas
Awassi x Sarda, durante 0 més de Maio. Simultaneamente procurou-se avaliar os efeitos da
utilizacdo de dois diluidores seminais — Andromed® vs. OviXcell® — e do método de
preservacdo do sémen — Fresco vs. Refrigerado — na IA destes animais.

O ensaio foi realizado em Carvigais, Torre de Moncorvo, mais precisamente na
Exploragdo Comercial (Mateus Lda.), entre os meses de Abril e de Julho de 2017. Nele foram
utilizadas 110 ovelhas lactantes cruzadas de Awassi x Sarda e dois carneiros Assaf. Inicialmente
as ovelhas foram divididas em dois grupos: Controlo (n = 47) e Melatonina (n = 63). As ovelhas
do grupo Controlo ndo receberam qualquer tratamento. As ovelhas do grupo Melatonina
receberam um implante subcutaneo (18 mg) de melatonina/fémea. Sessenta dias depois, 83
ovelhas foram tratadas com esponjas vaginais de 20 mg de FGA e 27 ovelhas com esponjas
vaginais de 60 mg de MAP. Nessa altura, todas as ovelhas foram injectadas via subcutanea com
100 ng de Prostaglandina F2q (PGF2.). Os tratamentos progestagénicos duraram 7 dias. Quando
da remocdo das esponjas vaginais, todas as ovelhas receberam uma injeccao de 750 Ul de eCG.
A 1A foi realizada 55 + 1 horas depois da remogéo das esponjas. Cinquenta e seis ovelhas foram
inseminadas com sémen fresco: 29 com doses seminais diluidas com Andromed® e 27 com
OviXcell®. As demais 54 ovelhas foram inseminadas com sémen refrigerado: 29 das doses
seminais foram diluidas com Andromed® e 25 com OviXcell®. Avaliou-se a ciclicidade pré e
pos-tratamentos progestagénicos curtos + eCG e a percentagem de ovelhas gestantes 38 dias
pds-inseminacéo.

Na segunda quinzena de Maio, todas as ovelhas Awassi x Sarda estavam ciclicas. Ambos
o0s tratamentos progestagénios curtos (FGA ou MAP) + eCG foram eficazes. A administracdo
prévia de melatonina ndo afectou a percentagem de ovelhas que ovularam em resposta aos
tratamentos progestagénicos + eCG. O FGA e o MAP foram igualmente eficazes na
sincronizacdo do momento de formacdo do primeiro CL. Trinta e oito dias ap6s a 1A, 74,5%
das ovelhas Awassi x Sarda estavam gestantes. A taxa de fertilidade foi significativamente
influenciada pela idade das ovelhas, pelo carneiro dador de sémen, pelo tipo de Os externo,
pelo local de deposicdo do sémen e pelo refluxo cervical. A taxa de fertilidade ndo foi

Xl



significativamente alterada pelo nimero de partos (Primiparas vs. Multiparas), método de

preservacdo do sémen (Fresco vs. Refrigerado), pelo tipo de diluidor (Andromed® vs.
OviXcell®).

Palavras-chave: Ovinos, Awassi x Sarda, melatonina, FGA, MAP, super-ovulacdo, IA.
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ABSTRACT

The knowledge of the efficiency of reproduction control techniques and artificial
insemination (Al) is very important in commercial farms.

This work aimed to assess the effectiveness of a prior melatonin and two short
progestogen treatments (FGA vs. MAP) + eCG (750 Ul) in the control of the ovarian activity
of cross-bred Awassi x Sarda sheep at May. Simultaneously, the effects of two seminal
extenders — Andromed® vs. OviXcell® - and two method of semen preservation — Fresh vs.
Cooled -in the Al of these ewes were evaluated.

This experiment took place in Carvicais, Torre de Moncorvo, at a commercial farm
(Mateus Ltd) between April and July of 2017. One-hundred and ten lactating Awassi x Sarda
ewes and two Assaf rams were used. Primarily ewes were divided into two groups: Control
(n = 47) and Melatonin (n = 63). Control ewes received no treatment. Melatonin ewes were
treated with a subcutaneous melatonin implant (18 mg). Sixty days later, 83 ewes were treated
with a vaginal sponge of FGA (20 mg) and 27 with a vaginal sponge of MAP (60 mg).
Simultaneously all ewes received a subcutaneous injection with 100 pg of Prostaglandin Fq
(PGF2.). Progestogen treatments lasted for 7 days. At sponges removal all ewes received an
injection of 750 Ul of eCG. Al was performed 55 + 1 hours after sponge removal. Fifty six
ewes were inseminated with fresh semen: 29 with semen extended with Andromed® and the
other 27 with semen extended with OviXcell®. The remaining 54 ewes were inseminated with
cooled semen: 29 with semen extended with Andromed® and the other 25 with semen extended
with OviXcell®. Pre and post short-term progestogen + eCG treatments ovarian activity was
assessed as well as the fertility rate (38 days after Al).

All Awassi x Sarda ewes ovulated at the second fortnight of May. Both short-term
progestogen treatments (FGA or MAP) + eCG were quite efficient. Previous administration of
melatonin did not affect the percentage of ewes responding to the progestogen +
eCG treatments. FGA and MAP were equally efficient. About 74.5% of the Awassi x Sarda
ewes were pregnant 38 days after Al. Fertility rate was significantly influenced by age, semen
donor, type of external Os, place of semen deposition and cervical reflux. On the contrary
fertility rate was not significantly affected by parity (Primiparous vs. Multiparous), semen

preservation method (Fresh vs. Cooled) or seminal extender (Andromed® vs. OviXcell®).

Keywords: Ovine, Awassi X Sarda, melatonin, FGA, MAP, superovulation, Al.
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INTRODUCAO

A produgdo ovina foi umas das primeiras actividades zootécnicas desenvolvidas pelo
homem, uma vez que os ovinos foram dos primeiros animais a ser domesticados (Filho, 2006,
Viana, 2009 e Fonseca et al., 2012). O homem tera comecado por utilizar os ovinos como uma
fonte de alimento (carne e leite) antes de os utilizar como produtores de 1& (Hyde, 1988). Porém,
assim que comecou a confeccionar o seu vestuario a fim de se proteger do frio e do calor,
depressa aprendeu que os ovinos podiam valer mais vivos do que mortos (Hyde, 1988).

Ao longo do processo evolutivo, os animais desenvolveram mecanismos que lhes
permitem em periodos de escassez de alimentos direccionar os nutrientes para a manutencao de
funcdes fisioldgicas essenciais a vida em detrimento de outras que ndo contribuem no imediato
para a sua sobrevivéncia (caso da actividade reprodutiva) (ElI-Maati e El-Gawad, 2014 e
Dendena, 2017). A sazonalidade reprodutiva € uma consequéncia destes mecanismos
(Scaramuzzi et al., 2006, Abecia et al., 2017 e Dendena, 2017). Ela garante que a maioria dos
animais se reproduz numa época especifica do ano, para que os partos coincidam com o0
momento do ano em que as disponibilidades naturais de alimentos e as condi¢Bes climatéricas
sdo mais favoraveis ao crescimento fetal final e a lactacdo (Martin et al., 2002, Thiéry et al.,
2002, Rosa e Bryant, 2003, Duarte et al., 2008, Menassol et al., 2012 e Dendena, 2017),
aumentando assim as probabilidades de sobrevivéncia da mée e da(s) cria(s) (Hugo e
Chemineau, 2004, Scaramuzzi et al., 2006, Duarte et al., 2008, Safari et al., 2012 e Dendena,
2017).

Nas exploracfes ovinas 0s principais custos de producao estdo associados a alimentacao,
pelo que existe sempre uma grande presséo no sentido de os reduzir e para que estes originem
0s maiores beneficios possiveis (Martin et al., 2004). A reproducédo € a principal actividade
geradora de beneficios econdmicos, ainda que seja dispendiosa do ponto de vista nutricional
(Martin et al., 2004, Blache et al., 2008, Viana, 2009, Fonseca et al., 2012 e Mateus et al.,
2016). Para que a rentabilidade das exploracfes seja maxima ha que minimizar os periodos
improdutivos, optimizar as taxas reprodutivas (mais fémeas gestantes e mais crias mascidas) e
produtivas (maiores taxas de sobrevivéncia, de crescimento e um consequente maior nimero
de crias vendidas), controlar a actividade reprodutiva de modo a que o periodo de maior
producdo coincida com o periodo de maior procura por parte dos mercados (Mateus et al.,
2016).



Para que haja um bom desempenho reprodutivo é necessario “equilibrar” os factores que
o condicionam. Estes podem ser internos — genética e individuo (idade, sexo, peso, condi¢do
corporal, estado fisiologico, estado de salde, entre outros) — e externos: alimentacédo, condictes
ambientais (fotoperiodo, temperatura, humidade do ar, dinamica atmosférica, entre outros) e
relagdes sociais (dominancia, permanéncia ou ndo dos machos junto das fémeas, relagbes mée-
cria, entre outros) (Baril et al., 1993, Hafez e Hafez, 2004 e Morello e Chemineau, 2004 e

Mateus et al., 2016) (Figura 1). Factores externos

Reproducio

Factores internos Factores externos

Figura 1 — Equilibrio entre os factores condicionadores da actividade reprodutiva.

O controlo da actividade reprodutiva é uma das técnicas mais importantes em qualquer
uma das modernas exploracgdes de producao ovina (Mateus et al., 2016). Todavia a resposta dos
animais aos tratamentos de controlo da actividade reprodutiva é muito variavel, pois ela é
multifactorial (Azevedo et al., 2006, Lépez-Sebastian et al., 2007, Bartlewski et al., 2008,
Gonzéalez-Bulnes et al., 2010 e Bukar et al., 2012). N&o existe um tratamento ideal (Azevedo
et al., 2006). Existem varios tratamentos e a sua eleicdo deve ter em conta as condicbes
presentes de cada exploracdo (Azevedo et al., 2006).

A técnica de IA comporta vantagens tdo importantes como melhorar a gestdo da
exploracdo, promover um rapido progresso genético (utilizacdo de machos melhorados,
mesmos que eles estejam geograficamente afastados, inclusive, outro Pais), prevenir doencas
sexualmente transmissiveis, reduzir o nimero de machos presentes na exploracdo, baixar 0s
custos de producdo e aumentar o rendimento da exploragdo (Baril et al., 1993, Haresign, 1993,
Chemineau et al., 1996, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 20044a,b, El-Shahat e Alsafy, 2009, Bucak et
al., 2010, Fonseca et al., 2010, Cseh et al., 2012, Konyali et al., 2013, Santolaria et al., 2014, Palacios
e Abecia, 2015, Abecia et al., 2016, Valentim et al., 2016b, Yotov et al., 2016, Abecia et al., 2017,
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Abecia et al., 2017, Banday et al., 2017 e Romano et al., 2017). A IA pode ser feita com sémen
fresco (puro ou diluido), sémen refrigerado (diluido) ou congelado (diluido) (Ferra e Sereno,
2006, Palacios, 2010, Morrell, 2011 e Ledo, 2017). O sémen pode ser depositado no fundo do
saco vaginal, no canal cervical ou no utero (Anel et al., 2006, Granados et al., 2006, Fonseca
et al., 2010, Valentim et al., 2016d e Le&o, 2017).

O presente trabalho teve como principal objectivo avaliar a eficécia da aplicagdo de um
tratamento prévio com melatonina e de dois tratamentos progestagénicos curtos (FGA vs.
MAP) + eCG (750 Ul) no controlo da actividade reprodutiva de ovelhas cruzadas
Awassi x Sarda, durante 0 més de Maio. Simultaneamente procurou-se avaliar os efeitos da
utilizacdo de dois diluidores seminais — Andromed® vs. OviXcell® — e do método de

preservacdo do sémen — Fresco vs. Refrigerado — na 1A destas fémeas.






| - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1-FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA OVELHA

As ovelhas sdo animais poliéstricos sazonais, uma vez que possuem um padréo
reprodutivo regido pela estacdo reprodutiva ou pela estacdo de anestro (Baril et al., 1993,
Morello e Chemineau, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Simonetti, 2008, Fonseca et al.,
2010 e Bartlewski et al., 2011). Durante a estagdo reprodutiva (“dias decrescentes” ou “dias
curtos”) se as ovelhas ndo ficarem gestantes, os ciclos éstricos sucedem-se de forma regular
(Morello e Chemineau, 2004 e Bartlewski et al., 2011), garantindo-lhes repetidas oportunidades
de copularem e de ficarem gestantes (Morello e Chemineau, 2004). Sdo multiplas as alteracGes
neuroendocrinas que estdo associadas ao ciclo éstrico e que resultam da interac¢do coordenada
de varios orgdos: glandula pineal, hipotalamo, hipofise, ovarios, Utero e placenta (Morello e
Chemineau, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Bartlewski et al., 2011). Esta actividade é
condicionada por factores genéticos, individuais, fisioldgicos, ambientais e sociais (Baril et al.,
1993, Hafez e Hafez, 2004 e Morello e Chemineau, 2004).

1.1 - SAZONALIDADE REPRODUTIVA

A sazonalidade reprodutiva constitui um dos maiores obstaculos a gestdo flexivel das
exploragdes ovinas uma vez que condiciona a eficiéncia reprodutiva e produtiva dos rebanhos
comerciais (Quirke et al., 1986, Vijil, 1989, Fitzgerald e Sellflug, 1991, Haresign, 1993, Gates
etal., 1998, Vincent et al., 2000, EI-Alamy et al., 2001, Morello e Chemineau, 2004, Valentim,
2004 e Mateus, 2014). Mantém a sua utilidade nos sistemas de exploracdo extensivos
tradicionais dado que a alimentacdo dos animais assenta nas disponibilidades naturais de
alimentos (Mateus, 2014). Contudo, os mercados tém normalmente muita dificuldade em
absorver, em poucos meses, a producado total anual de carne fresca de borrego (Vijil, 1986,
Gates et al., 1998 e Valentim, 2004).

A duracdo da estacdo reprodutiva varia em funcéo da latitude — diminui com o aumento
da latitude (Chemineau et al., 1992, Valentim, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Fonseca
etal., 2010). Nas regides temperadas mais setentrionais e meridionais (> 40°-45°), o fotoperiodo
(duracdo do periodo diério de luz) é o principal factor ambiental regulador da sazonalidade
reprodutiva (Chemineau et al., 1992, Baril et al., 1993, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Fonseca
et al., 2010 e Santolaria et al., 2011). A estacdo reprodutiva ocorre no Outono (Pérez-Clariget
e Porras, 2008 e Bartlewski et al., 2011). Nas regides temperadas intermédias (Reino Unido e
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Norte e Centro de Franca), a actividade ovérica ciclica surge no fim do Verdo/inicio de Outubro
e prolonga-se pelo Inverno (Baril et al., 1993, Fonseca, 2005, Pérez-Clariget e Porras, 2008 e
Forcada, 2010) (Figura 2). Nas regides temperadas de menor latitude, a sazonalidade tende a
ser cada vez menos marcada e a importancia relativa do fotoperiodo parece ser
progressivamente substituida pela alimentacdo (Chemineau et al., 1992, Baril et al., 1993 e
Mateus, 2014). No Sul da Europa, a sazonalidade reprodutiva € pouco marcada e a estacdo
reprodutiva estende-se sensivelmente do Solsticio de Verdo ao Solsticio de Inverno (Valentim,
2004, Abecia et al., 2012 e Afonso, 2015).

Em Portugal os factores ambientais que mais condicionam a actividade reprodutiva sao:
o fotoperiodo, a temperatura do ar, a pluviosidade, a disponibilidade natural de alimentos e as
relacBes sociais (Mateus et al., 2016). Estes factores condicionam as reservas corporais de
energia que podem vir a ser usadas na reproducédo (Ledo et al., 2016 e Valentim et al., 2016a).
Na prética, a actividade sexual apenas se reduz durante alguns meses ou semanas do ano
(Correia, 1996, Bettencourt, 1999, Sacoto, 2012 e Valentim et al., 2016). Contudo, o genétipo
desempenha sempre um importante papel (Hafez, 1987, Chemineau e Delgadillo, 1990 e Pérez-
Clariget e Porras, 2008).
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Figura 2. Sazonalidade reprodutiva entre os ovinos no Norte da Europa.

Nas regides tropicais onde o fotoperiodo pouco ou nada varia, as cobri¢des ocorrem ao
longo de todo o ano (Chemineau et al., 1992, Baril et al., 1993 e Fonseca et al., 2010). Ainda
assim, algumas ragas de pequenos ruminantes originérias ou adaptadas as condicGes tropicais

apresentam sazonalidade reprodutiva (Walkden-Brown et al., 1999). Nestes animais, a



temperatura e a pluviosidade séo os factores ambientais mais importante, por condicionar as
disponibilidades naturais de alimentos (Baril et al., 1993, Thatcher e Hansen, 1993, Rosa e
Bryant, 2003, Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Fonseca et al., 2010).

1.1.1 — CicLO ANUAL E SUA REGULACAO

O ciclo anual de actividade ovarica é determinado por um padrdo reprodutivo constituido
por uma estagdo reprodutiva e uma estacdo de anestro (Correia, 1996, Morello e Chemineau,
2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Fonseca et al., 2010, Bartlewski et al., 2011 e Valentim et
al., 2015). Na estacdo reprodutiva, as ovelhas manifestam ciclicamente comportamento sexual
e ovulagdes espontaneas (Simonetti, 2008 e Forcada, 2010). Na estagdo de anestro, as fémeas
tendem a ndo apresentar manifestagdes de cio e/ou a ndo ovularem de forma ciclica (Correia,
1996, Simonetti, 2008 e Fonseca et al., 2010).

A duracdo da estacdo reprodutiva varia em funcdo da espécie, da raca, do individuo, das
condi¢des ambientais e das relagdes sociais (Hafez, 1987, Baril et al., 1993, Correia, 1996,
Hafez e Hafez, 2004 e Morello e Chemineau, 2004, Valentim et al., 2015 e Mateus et al., 2016).
O nascimento das crias deve ocorrer na altura do ano em que as condi¢Bes naturais Sa0 mais
favoravel a sobrevivéncia e ao crescimento das crias (Hafez, 1987, Chemineau et al., 1992,
Baril et al., 1993, Correia, 1996, Forcada, 2010, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015).
Independentemente da duragéo da estacdo reprodutiva, todas as ragas ovinas alcangam a sua
plenitude reprodutiva no Outono (Correia, 1996, Simonetti, 2008 e Valentim et al., 2015).

Sédo dois os principais mecanismos de controlo da sazonalidade reprodutiva: a) o ritmo
enddgeno circanual da actividade neuroenddcrina, que se manifesta sempre que 0s animais sao
mantidos sob um fotoperiodo constante (Correia, 1996, Valentim, 2004 e Simonetti, 2008) e b)
alteracdo do periodo diario de luz (fotoperiodo) e sua interpretacao pelo sistema neuroendocrino
(Correia, 1996, Valentim, 2004 e Simonetti, 2008).

1.2 - CICLO ESTRICO

Nas ovelhas apds o estabelecimento da puberdade desenvolve-se um padrdo ritmico de
eventos fisioldgicos que promovem alteragbes comportamentais e anatomo-morfologicas no
tracto genital (Baril et al., 1993, Bettencourt, 1999, Morello e Chemineau, 2004 e Dendena,
2017). Este ciclo de mudancas é denominado de ciclo éstrico (Quadro 1) (Bettencourt, 1999,

Morello e Chemineau, 2004 e Dendena, 2017). Estas variagcdes ciclicas sdo interrompidas



apenas pela gestacdo, por condi¢cdes ambientais desfavordveis e por patologias (Baril et al.,
1993, Bettencourt, 1999, Morello e Chemineau, 2004 e Dendena, 2017).

Na estacdo reprodutiva a duracdo do ciclo éstrico é notavelmente consistente (Bartlewski
et al., 2011). A duracdo média ¢é de 16,5 dias (Baril et al., 1993) ou de 17 dias (Pérez-Clariget
e Porras, 2008 e Forcada, 2010). Contudo, ela pode variar entre 14-19 dias (Morello e
Chemineau, 2004 e Pérez-Clariget e Porras, 2008), 15-19 dias (Maia, 2010), 16-17 dias (Hafez,
1987 e Bartlewski et al., 2011) ou 16-19 dias (Forcada, 2010). A duracéo do ciclo éstrico varia
com a idade, a raca e a estado fisioldgico (Pérez-Clariget e Porras, 2008). Os efeitos da idade
sdo muito reduzidos (Bartlewski et al., 2011). Por seu turno, as diferencas entre ragas ndo
ultrapassam normalmente mais de 1 dia (Bartlewski et al., 2011). Uma elevada frequéncia de
ciclos “curtos” — insuficiente luteinizacdo e destrui¢do precoce do corpo luteo (CL) (Hunter,
1991) — e “longos” — prolongamento da actividade do CL (Bartlewski et al., 1999) — séo
detectaveis nos periodos de transicdo entre as estagdes reprodutiva e de anestro e vice-versa
(Baril et al., 1993, Correia, 1996, Morello e Chemineau, 2004 e Pérez-Clariget e Porras, 2008)

e durante o anestro (Correia, 1996).

Quadro 1. Ciclo éstrico na ovelha (Morello e Chemineau, 2004)

i Duragdo  Hormona . . . Genital
Fase Periodo . . Ovario Cérvix Vagina Comportamento
(dias) dominante externo

CL a regredir. R L
. Fémea inquieta,
FSH, LH,  Desenvolvimento

Proestro 25 i . Muco Secrecédo Normais que procura o
E, do foliculo pré-
. macho
ovulatério
Folicular Pico pré- Muco
1-2 ovulatério  Ovulagéo (24-30 espesso. . o
. . Secrecdo Vulva Imobilidade
Estro (=30 de LH (6- horas pés-inicio  Congestéao

. copiosa  congestionada.  perante a monta
horas) 12 horas do cio) das pregas

p6s-cio) do cérvix

Aumento  Formagédo do CL.
Fecho do

da Desenvolvimento . Epitélio . o
Metaestro 2-4 B orificio . Vulva normal Fémea inactiva
secrecdo das ondas . palido
. uterino
. de P4 foliculares
Latea )
CL funcional. o
P, e FSH . Orificio
. Desenvolvimento . . . .
Diestro 4-11/13 PGF,, uterino Palida Vulva normal Fémea inactiva
] das ondas
(lutedlise) . fechado
foliculares

Legenda: FSH (Hormona Foliculo-Estimulante), LH (Hormona Luteinizante), E, (Estrogénios), P, (Progesterona) e PGF,, (Prostaglandina

Faq).

Nas ovelhas a duracdo do cio é de aproximadamente 30 horas (Pérez-Clariget e Porras,
2008), oscilando entre as 24-36 horas de cio (Costa, 2007, Fonseca et al., 2010 e Maia, 2010),



a 24-40 horas (Forcada, 2010) ou as 24-48 horas (Pérez-Clariget e Porras, 2008). Este tende a
ser mais prolongado nas ovelhas mais prolificas e mais velhas (Pérez-Clariget e Porras, 2008 e
Forcada, 2010). Varia ainda em funcéo da época do ano (Steyn, 2003, Pérez-Clariget e Porras,
2008 e Forcada, 2010). Se a cobricdo ocorrer no inicio do cio, a duracdo deste pode ser
encurtada (Steyn, 2003 e Pérez-Clariget e Porras, 2008). Pelo mesmo motivo, quando 0s
carneiros séo deixados junto das ovelhas para identificar os cios, estes podem durar apenas
metade do tempo (Pérez-Clariget e Porras, 2008). O pico pré-ovulatorio de LH surge 2-6 horas
(Forcada, 2010), 8-12 horas (Pérez-Clariget e Porras, 2008) ou 12 horas (Morello e Chemineau,
2004) apos o inicio do cio. Os niveis de LH mantém-se elevados (100-200 ng/ml; 50-100 vezes
0s niveis basais) durante cerca de 10 horas (Morello e Chemineau, 2004) ou 12 horas (Pérez-
Clariget e Porras, 2008) e depois caem para niveis basais (Morello e Chemineau, 2004). A
ovulacéo ocorre cerca de 24 horas ap6s o pico pré-ovulatério de LH (Baril et al., 1993 e Pérez-
Clariget e Porras, 2008), ou seja, no ultimo terco do cio (Robinson, 1965, Steyn, 2003, Freitas
e Rubianes, 2004 e Fonseca et al., 2010): 24-30 horas (Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Maia,
2010), 24-32 horas (Forcada, 2010), 25-30 horas (Baril et al., 1993 e Steyn, 2003), 30 horas
(Morello e Chemineau, 2004) ou 30-36 horas apds o inicio do cio (Costa, 2007). O intervalo
entre o pico pré-ovulatério de LH e a ovulacdo € muito constante (Pérez-Clariget e Porras,
2008).

O ciclo éstrico pode ser dividido em duas fases: folicular e lutea (Baril et al., 1993 e
Morello e Chemineau, 2004). A fase folicular tem uma duracéo de cerca de 3-4 dias (McDonald,
1991, Fernandéz Abella, 1999 e Forcada, 2010), ou seja, 20% do ciclo éstrico (Morello e
Chemineau, 2004). Estende-se entre a lutedlise e a ovulacdo (Morello e Chemineau, 2004) e
inclui duas subfases: proestro (quando os niveis circulantes de P4 se tornam inferiores a 1 ng/ml)
e estro (McDonald, 1991, Fernandéz Abella, 1999 e Morello e Chemineau, 2004). No decurso
desta fase, a estrutura ovarica primaria € o foliculo pré-ovulatorio, secretor de elevadas
quantidades de estradiol (Morello e Chemineau, 2004). Dependendo da espécie e da raca o
proestro pode durar 2-5 dias (Morello e Chemineau, 2004). E nesta subfase que os foliculos
ovaricos sao seleccionados para a ovulacdo (Morello e Chemineau, 2004). De acordo com a
raca, 1-4 foliculos tornam-se dominantes e ovulam (Morello e Chemineau, 2004, Granados et
al., 2006 e Bartlewski et al., 2011). A fase lutea estende-se por 11 dias (Forcada, 2010), 12-14
dias (Keyes et al., 1983 e Fernandez Abella, 1999) ou 13-14 dias (Legan e Karsch, 1979), ou
seja, cerca de 80% da duragdo do ciclo éstrico (Morello e Chemineau, 2004). Esta fase
compreende duas subfases: metaestro e diestro (Sebastian Lopez, 1989, Baril et al., 1993 e

Morello e Chemineau, 2004). O metaestro (2-3 dias) inicia-se ap6s a ovulagdo, quando o
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foliculo De Graff se enche de sangue e se transforma em corpo hemorragico (Morello e
Chemineau, 2004). O diestro é a subfase do ciclo éstrico mais longa (11-13 dias) e caracteriza-
se pela producédo de P4, sintetizada a partir do CL (Morello e Chemineau, 2004). Os valores
plasmaticos desta hormona elevam-se entre o 4°-5° dia, para atingirem um plateau por volta do
8° dia (3-4 ng/ml) (Morello e Chemineau, 2004). A secrecdo de P4+ mantém-se até ter inicio a
lutedlise do CL (Morello e Chemineau, 2004). Se a fémea néo ficar gestante, 11-12 dias depois

o CL transforma-se em corpo branco ou de albicans (Morello e Chemineau, 2004).
1.2.1 — ENDOCRINOLOGIA DO CICLO ESTRICO
1.2.1.1 — PRE-OVULACAO

O ciclo éstrico é controlado pelo eixo hipotalamo-hipofise, que interage com 0s ovarios
e 0 Utero através da secrecdo de varias hormonas (Figura 3) (Baril et al., 1993, Morello e
Chemineau, 2004, Simonetti, 2008, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). A nivel de sistema
nervoso central, o hipotalamo produz GnRH (Hormona Libertadora de Gonadotropinas) (Baril
et al., 1993, Morello e Chemineau, 2004, Simonetti, 2008 e Forcada, 2010). A sua semivida é
muito curta: 4-5 minutos (Baril et al., 1993). Esta hormona controla a secrecdo de
gonadotropinas hipofisarias — FSH (Hormona Foliculo-estimulante) e LH (Hormona
Luteinizante) (Baril et al., 1993, Morello e Chemineau, 2004, Simonetti, 2008, Forcada, 2010
e Bartlewski et al., 2011).
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Dias do ciclo éstrico
Fase Liutea Folicular

Figura 3. Variacdo das principais hormonas envolvidas na regulacdo do ciclo éstrico da

ovelha: FSH, LH, estrogénios (E>) e progesterona (P4) (Simonetti, 2008).



A secrecdo das gonadotropinas é ainda regulada através de mecanismos de retroaccao
exercido por outras hormonas ou factores de origem ovarica (Binkley, 1995, Morello e
Chemineau, 2004, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011).
Neste sentido, existem mecanismos de retroac¢do negativa ou positiva que envolvem 0s
esterdides sexuais — estrogénios (E2) e progesterona (Ps) — na libertagdo de FSH e de LH
(Binkley, 1995, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011) ou um
mecanismo de retroac¢do negativa exercida pela inibina folicular sobre a secrecdo de FSH
(Baird et al., 1991, Binkley, 1995, Morello e Chemineau, 2004, Forcada, 2010 e Bartlewski et
al., 2011). Consequentemente, os foliculos dominantes impedem o crescimento de outros
foliculos e limitam a taxa de ovulagdo (Morello e Chemineau, 2004 e Bartlewski et al., 2011).
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Figura 4. Variacdo da secrecdo pulsatil de LH ao longo do ciclo éstrico da ovelha
(Forcada, 2010).

As gonadotropinas sdo sintetizadas e armazenadas nas células da adeno-hipofise, para
logo serem libertadas por exocitose (Simonetti, 2008). As gonadotropinas actuam a nivel
ovarico (Baril et al., 1993, Morello e Chemineau, 2004, Simonetti, 2008, Forcada, 2010 e
Bartlewski et al., 2011). A FSH condicionando o recrutamento, o crescimento folicular e,
conjuntamente com a LH, a maturacdo final do(s) foliculo(s) ovulatorios (Baril et al., 1993,
Simonetti, 2008 e Forcada, 2010). Na realidade, a FSH participa na formagao dos receptores
membranares de LH que tornam as células foliculares sensiveis a acgéo da LH (Baril et al.,

1993). A LH promove a maturagdo dos oocitos, a ovulacao e a fungéo lutea (Simonetti, 2008,
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Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011) (Figura 4). De um modo geral, as hormonas peptidicas
ligam-se a receptores de membrana e desencadeiam reacgdes em cascata no interior da célula
(Forcada, 2010). Os seus efeitos sdo rapidos, uma vez que determinam, fundamentalmente, a
activacdo enzimatica (sintese de outros produtos) ou a alteracdo da permeabilidade da

membrana plasmatica (secre¢do hormonal) (Binkley, 1995 e Forcada, 2010).
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Figura 5. Crescimento dos foliculos antrais que emerge com 2-3 milimetros nas ovelhas
(Bartlewski et al., 2011). Cada ciclo éstrico tem 3 (esquerda) ou 4 (direita) ondas

foliculares. Os foliculos de maior dimens&o que crescem mais de 5 milimetros, antes de regredirem ou

de ovularem, emergem numa sucessdo ordenada de 3-4 ondas foliculares. Legenda: OV — ovulagéo, C —

fase de crescimento, E — fase estatica, R — fase de regressdo e mm — milimetros.

No decurso do ciclo éstrico, a LH nédo é segregada de uma forma continua, mas por pulsos
ou episddios (Baril et al., 1993, Binkley, 1995, Morello e Chemineau, 2004, Simonetti, 2008 e
Bartlewski et al., 2011). Cada pulso corresponde a elevacdo dos niveis circulantes desta
hormona, por um breve periodo de tempo, seguido do seu declinio até niveis basais, que se
mantém até ao pulso seguinte (Baril et al., 1993, Binkley, 1995 e Simonetti, 2008). Cada pulso
de LH é precedido de um pulso de GnRH (Baril et al., 1993). A frequéncia e a amplitude dos
pulsos de LH variam ao longo do ciclo éstrico (Figura 4) (Simonetti, 2008). Por seu turno, a
secre¢do da FSH segue um padrdo de “ondas” coincidente com as ondas foliculares — padrdo
mais continuo do que pulsatil (Bister e Paquay, 1983, Baril et al., 1993, Morello e Chemineau,
2004 e Forcada, 2010) (Figura 5). O padrdo predominante € de 3-4 ondas foliculares, que
emergem por volta dos dias 0, 6 e 11 (Salamonsen et al., 1973, Vifioles et al., 2000, Forcada,
2010) ou dos dias 0, 5, 9, 12 do ciclo éstrico (Bartlewski et al., 2011). Nas ovelhas que

apresentam 3 ondas foliculares, as duas primeiras terminam em atresia folicular e a Gltima dara
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lugar ao foliculo dominante (Forcada, 2010). Em algumas ragas podem ser observadas 2-5
ondas foliculares (Forcada, 2010).

Ao longo do ciclo éstrico a P4 parece regular a frequéncia dos pulsos de FSH atraves de
dois mecanismos: 1) a GnRH estimula a libertacdo hipofisaria de FSH e de LH, mas como a
pulsatilidade da secrecdo de GnRH permanece baixa a libertacdo de FSH é favorecida
relativamente a secrecdo de LH e 2) os niveis plasméticos de P4 determinam a metabolizacdo
das moléculas de FSH em circulacéo (Bartlewski et al., 2011).

O inicio de cada onda folicular é precedido de um aumento dos niveis plasmaticos de
FSH (Baril et al., 1993, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). Posteriormente o decréscimo
dos niveis de secrecdo de FSH é causado pelos elevados niveis de E2 segregados pelo foliculo
dominante de cada onda (retroaccdo negativa) (Goodman, 1988, Morello e Chemineau, 2004,
Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Forcada, 2010) e, sobretudo, pela secrecdo de inibina
(glicoproteina produzida pelas células da granulosa) (Baird et al., 1991, Morello e Chemineau,
2004 e Bartlewski et al., 2011). Todavia, os niveis circulantes de E> nunca chegam a alcancar
valores tdo elevados como os observados durante a fase folicular do ciclo (Morello e
Chemineau, 2004 e Forcada, 2010). O principal pico de FSH é coincidente com o pico pré-
ovulatorio de LH (Salamonsen et al., 1973 e Bartlewski et al., 2011). O segundo pico de menor
amplitude surge cerca de 18 a 24 horas (Salamonsen et al., 1973) ou 20-36 horas depois
(Bartlewski et al., 2011). Este segundo pico € marcado por uma menor amplitude da secrecéao
de FSH. Pelo contrério, a sua duracao (20-24 horas) é superior a do pico pré-ovulatorio de LH
(11-12 horas) (Bartlewski et al., 2011). Ao que tudo indica, a FSH controla fundamentalmente
o crescimento inicial dos foliculos antrais (Bartlewski et al., 1999). O desenvolvimento
folicular posterior é independente das flutuacdes na secrecdo de FSH (Bartlewski et al., 1999).
Por outro lado, o facto de mais do que um foliculo poder atingir o estado ovulatorio nas
diferentes ondas foliculares e dos foliculos de duas ondas consecutivas ovularem
simultaneamente indicia que os efeitos do foliculo dominante é fraco ou inexistente nos ovinos
(Bartlewski et al., 2011).

As variagOes na secrecdo de E» sdo um reflexo das ondas foliculares (Bartlewski et al.,
2011), ja que sdo segregados pelas células da granulosa dos foliculos ovaricos em
desenvolvimento (Baril et al., 1993, Morello e Chemineau, 2004 Simonetti, 2008 e Forcada,
2010). Durante o ciclo éstrico, as ovelhas produzem 3-4 picos de E> coincidentes com o
desenvolvimento do foliculo dominante (Souza et al., 1998, Bartlewski et al., 1999, Bister et
al., 1999, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). O primeiro pico de E> ocorre cerca de 24
horas apds a lutedlise e € necessario ao aumento da frequéncia da secrecédo pulsatil de LH
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(Bartlewski et al., 2011). O aumento progressivo da secre¢do de E» é necessario a formacao de
receptores de LH nos foliculos pré-ovulatdrios (Bartlewski et al., 2011). O pico pré-ovulatorio
de LH é precedido de um pico de E> — retroacgéo positiva (Baril et al., 1993). Nas fémeas, a
alternancia dos mecanismos de retroaccao negativa e positiva exercidos pelos E2 sobre o eixo
hipotadlamo-hipofisario € um fendmeno essencial no controlo da actividade gonadotrdpica
(Baril et al., 1993).

1.2.1.2-OVULAGAO

O pico pré-ovulatério de GnRH e subsequentemente os de FSH e de LH ocorrem cerca
de 14 horas antes da ovulacdo (Bartlewski et al., 2011). Na fase final do ciclo éstrico, o pico
pré-ovulatério de LH é determinado e mantido pelo decréscimo da secrecdo de Ps e pelo
aumento da secrecdo de E» (Bartlewski et al., 2011). Nas ovelhas, o ritmo pulsatil de secrecéo
de LH prevalece em todas as fases do ciclo éstrico (Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). O
pico pré-ovulatorio de LH resulta da elevacdo da frequéncia e da amplitude dos pulsos de
secrecédo desta hormona (Bartlewski et al., 2011).

Apdbs o pico-pre-ovulatorio de LH iniciam-se os processos que dardo lugar a ovulagédo
(Morello e Chemineau, 2004 e Forcada, 2010). O odcito Il (maduro) segrega um factor que
permite a expansdo das células do cimulo e que precede a ovulagéo propriamente dita (Forcada,
2010). Por outro lado, as células da granulosa comegam a sofrer alteragdes funcionais que ddo
lugar a producdo de substancias pro-inflamatdrias e a uma reducdo da sua capacidade de
secrecdo de E» (Forcada, 2010). Seu efeito eleva a expressdo das enzimas que participam
activamente na ruptura folicular da membrana do ovdcito, ou seja, a ovulacgéo (Forcada, 2010).
Entre elas estdo enzimas capazes de degradar o colagénio, a elastina, os proteoglucanos, entre
outras (Forcada, 2010). Por seu turno, imediatamente apds o pico pré-ovulatorio de LH, as
ceélulas da teca comecam a produzir P4 (Forcada, 2010). A P4 induz as células da teca a sintetizar
colagenase, enzima cuja acc¢do € essencial a ocorréncia do processo fisico da ovulacdo (Forcada,
2010). Outras enzimas, com origem nas células da granulosa, sdo as gelatinases (Forcada,
2010). Elas participam igualmente na degrada¢do da membrana basal do foliculo e que separa
as células da granulosa das da teca interna (Forcada, 2010). Mais, o pico pré-ovulatoério de LH
origina um aumento significativo do fluxo sanguineo ao ovario e ao foliculo dominante,
aumentando a pressao folicular e os niveis foliculares de PGF2« que aumentam as contrac¢es

da musculatura lisa do ovario (Forcada, 2010).

1.2.1.3-P0s-OVULACAO
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Se a ovulagdo é um processo de destruicdo tecidular e esta relacionada com eventos
inflamatorios, a luteinizagdo, que se inicia imediatamente depois da ovulagdo, € um processo
de reparacdo em que a fibronectina e o colagénio desempenham um papel crucial (Forcada,
2010). O CL ou corpo amarelo desenvolve-se a partir do foliculo ovulatério, num processo
denominado de “luteinizagdo” (Baril et al., 1993, Morello e Chemineau, 2004, Simonetti, 2008,
Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). A LH é fundamental ao inicio do crescimento luteo e
da diferenciacdo celular (Bartlewski et al., 2011). As estruturas e as células foliculares sofrem
grandes alteracOes estruturais (aumento de tamanho e de vascularizacéo) e funcionais (Morello
e Chemineau, 2004, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). Nos ruminantes o CL s6 se torna
funcional (com receptores de PGF2) 1-2 dias depois da ovulagéo (Moraes et al., 2003 e Sousa
etal., 2012).

1.2.1.3.1 — Luteinizacéo

O CL é constituido por 4 grandes tipos de células: pequenas células luteas, grandes células
luteas, fibroblastos e células capilares endoteliais (Bartlewski et al., 2011). As células
foliculares da teca passam a formar as pequenas células ldteas (reduzida secrecdo de P4, mas
sensiveis a LH) e as células da granulosa transformam-se em grandes células luteas (Baril et
al., 1993, Morello e Chemineau, 2004 e Forcada, 2010). As grandes células lGteas sdo
responsaveis pela secrecdo de grandes quantidades de P4 e sdo insensiveis & LH (Morello e
Chemineau, 2004). O aumento da vascularizagcdo ocorre a partir dos vasos da teca (Simonetti,
2008 e Forcada, 2010). Este processo esta relacionado com a maior capacidade esteroidogénica
do CL (secrecdo de androgénios e de E») a partir do colesterol extracelular presente nas
lipoproteinas circulantes (Forcada, 2010). O principal produto da secrecdo do CL é a P4 (Baril
et al., 1993, Simonetti, 2008, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). Esta hormona actua,
fundamentalmente sobre o eixo hipotalamo-hipofisario-génadas e o tracto genital feminino,
sendo responsavel pelo estabelecimento e manutencdo da gestacdo (Alila e Dowd, 2001).
Durante o ciclo éstrico, 0 CL mantem elevados os niveis circulantes de P4 por aproximadamente
13-14 dias (Simonetti, 2008) ou 12-15 dias (Bartlewski et al., 2011). A atrofia do CL é abrupta
e dura 2-3 dias (Bartlewski et al., 2011).

A manutencdo e a regressdo do CL dependem respectivamente de mecanismos
luteotropicos e luteoliticos (Simonetti, 2008 e Forcada, 2010). A accéo luteotrdpica € exercida
pela LH e pela prolactina (PRL) (Baril et al., 1993, Simonetti, 2008 e Forcada, 2010). O numero

de receptores destas hormonas presentes nas células luteas aumenta progressivamente até
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metade da fase lutea (Forcada, 2010). Existem outros factores luteotrdpicos: a melatonina e a
P4 (Lau et al., 1993 e Forcada, 2010). Os efeitos da P4 sdo autdcrinos (Forcada, 2010). Durante
a fase lGtea, os niveis plasmaticos de P4 aumentam progressivamente até alcancarem valores de
1-5 ng/ml, no intervalo de 6-7 dias (Forcada, 2010). No periodo de dominio da P4 ocorrem
varias ondas de crescimento folicular (Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011).

Durante a fase ltea os elevados niveis circulantes de P4 induzem a reducdo da frequéncia
da secrecdo pulsatil de GnRH e consequentemente dos niveis circulantes de LH (Pérez-Clariget
e Porras, 2008 e Forcada, 2010). Este efeito € potencializado pelos reduzidos niveis circulantes
de E> (secretado pelos foliculos em crescimento) que através de um mecanismo de retroacgdo
negativa inibem a resposta da adeno-hipofise a acgdo da GnRH (Forcada, 2010). Deste modo,
durante a fase lutea a frequéncia dos pulsos de LH é reduzida (1 pulso/3-4 horas) (Pérez-
Clariget e Porras, 2008), mas a amplitude da sua secrecdo é elevada o que impede o
desenvolvimento folicular final e consequentemente a ovulagdo (Goodman e Karsch, 1980,
Karsch, 1984, Bettencourt, 1999 e Forcada, 2010). Na verdade os niveis plasméticos de
GnRH/LH mantém-se basais (Forcada, 2010).

Na estacdo reprodutiva durante a fase lutea, a P4 possui um efeito inibidor sobre a
secrecdo de GnRH/LH superior ao dos E> (Morello e Chemineau, 2004 e Forcada, 2010).
Adicionalmente, os elevados niveis circulantes de P4 reduzem o nimero de receptores de GnRH
nas células da adeno-hipofise (Forcada, 2010). E importante salientar que os neurénios
hipotalamicos secretores de GnRH ndo possuem receptores de P4 (Forcada, 2010). A maioria
deles pode ser encontrada na area pré-éptica e no hipotdlamo médio-basal (Forcada, 2010).
Portanto, a P4 ndo inibe directamente a secrecdo de GnRH/LH (Forcada, 2010). Fa-lo, de forma
indirecta através de outros sistemas neuronais que contactam com 0s neurénios secretores de
GnRH (Forcada, 2010). Entre outros, ha que destacar os sistemas mediados pelos opioides
enddgenos, em particular, e pelas catecolaminas (Forcada, 2010).

Nos primeiros dois tercos da fase lUtea a secre¢do continua de P4 induz o endométrio a
elevar o armazenamento de fosfolipidos e a actividade enzimatica necessaria a conversdo do
acido araquidénico em PGF2q (Forcada, 2010). Nesta fase a P4 também bloqueia a formacéo de
receptores endométricos de E» e de oxitocina (Lau et al., 1993, McCracken et al., 1999 e
Forcada, 2010). No ultimo tergo da fase ltea a secre¢do continua de P4 acaba por promover
uma reducdo catalitica do numero dos seus préoprios receptores endométricos de que resulta o
desblogueio da formacao de receptores endométricos de oxitocina essenciais a ocorréncia da
lutedlise (McCracken et al., 1999 e Forcada, 2010). Na verdade, a reducdo da ac¢do da Pa

permite 0 regresso & ac¢do dos E», tanto a nivel do hipotalamo (central) como do Utero
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(periférica) (Baril et al., 1993 e McCracken et al., 1999). Estes sdo produzidos pelos foliculos
recrutados para o proximo ciclo ovérico e estimulam a sintese de receptores endométricos de
oxitocina (Lau et al., 1993, Simonetti, 2008 e Bartlewski et al., 2011) e a producédo de enzimas
envolvidas na sintese de PGF», (Baril et al., 1993 e Silvia et al., 1993).

1.2.1.3.2 — Lutedlise

Se a fémea ndo fica gestante a fase lGtea termina com a lise (destruicdo) do CL (Baril et
al., 1993, McCracken et al., 1999, Forcada, 2010 e Valentim et al., 2016a). A PGF2. segregada
pelo endométrio é a hormona luteolitica (Bettencourt, 1999, McCracken et al., 1999, Forcada,
2010 e Bartlewski et al., 2011). No final da fase litea, o CL segrega oxitocina que promove, a
nivel do endométrio, a libertagdo pulsatil de PGF.. (McCracken et al., 1999, Forcada, 2010 e
Bartlewski et al., 2011). Na mesma altura, os E> ovéricos elevam a secrecdo de PGFz. €
promovem a formacéo de receptores endométricos de oxitocina (Bartlewski et al., 2011). Este
efeito € ampliado pela exposicdo prévia a P4 (Bartlewski et al., 2011). Sdo necessarios cerca de
5 pulsos de PGF2q para que ocorra a lutedlise (Forcada, 2010). Todos os pulsos de PGF2q sdo
procedidos de um pulso de oxitocina, ainda que apenas metade dos pulsos de oxitocina resulte
em um pulso de PGF2. (Forcada, 2010). Na realidade, ha que dar tempo a recuperacdo das
reservas de fosfolipidos necessarias a sintese de PGF.. (Forcada, 2010). A acgéo luteolitica da
PGF», endométrica produz-se entre 0 12°-14° dia (Simonetti, 2008), 12°-15° dia (Bartlewski et
al., 2011), 13° dia (Silvia et al., 1993), 13-14° dia (Baril et al., 1993) ou 15°-16° dia (Baril et
al., 1993) do ciclo éstrico.

A PGF2, endométrica alcanca o CL através da artéria ovarica, um ramo da artéria uterina,
por anastomose com a veia uterina (Figura 6) (Baril et al., 1993, Simonetti, 2008, Forcada, 2010
e Bartlewski et al., 2011) e vasos linfaticos (Bartlewski et al., 2011). Os mecanismos concretos
da lutedlise permanecem pouco conhecidos (Forcada, 2010). Sabe-se, que a PGF2, reduz
significativamente o fluxo sanguineo ao CL, fundamentalmente através da degeneracdo dos
capilares lGteos e ndo tanto pela vasoconstricdo dos mesmos, 0 que compromete a viabilidade
das celulas luteas (Forcada, 2010). Por outro lado, a PGF2., liga-se a receptores membranares
das grandes células luteas causando tanto uma reducgéo acentuada da sintese de P4 (que inibe 0
transporte intracelular de colesterol) com um aumento na entrada de calcio nas mesmas (que

promove a apoptose ou morte celular) (Forcada, 2010).
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Figura 6 — Via de transporte da PGF2. do endométrio uterino até ao ovario onde induz a

lise do corpo luteo (Forcada, 2010).
1.2.1.3.3 — Inicio de Novo Ciclo Estrico

Terminada a lute6lise, que marca o fim da fase lutea e o inicio de uma nova fase folicular
(Forcada, 2010), produz-se uma queda abrupta dos niveis de P4 (término da inibicdo da accédo
da GnRH) (Karsch, 1984, Goodman e Karsch, 1990, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011).
Por outro lado, os niveis circulantes de E> sdo incapazes de prevenir um aumento da frequéncia
de secrecdo pulsatil de GnRH e de LH (que chega a 1 pulso/hora) (Karsch, 1984, Goodman e
Karsch, 1990, Baril et al., 1993 e Forcada, 2010). Consequentemente, os niveis plasmaticos de
LH aumentam progressivamente (Karsch, 1984, Goodman e Karsch, 1990, Forcada, 2010 e
Bartlewski et al., 2011) e promovem a maturagdo final dos foliculos em crescimento (Baril et
al., 1993, Forcada, 2010 e Bartlewski et al., 2011). O crescimento folicular esta associado a um
aumento significativo dos niveis circulantes de E2 que determinam as manifestacdes de cio que
precedem o pico pré-ovulatorio de LH e a subsequente ovulacdo (Baril et al., 1993, Pérez-
Clariget e Porras, 2008 e Forcada, 2010).
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2—- CONTROLO DA ACTIVIDADE REPRODUTIVA

Nos pequenos ruminantes a IA deve ser aplicada apds o controlo reprodutivo de um grupo
de fémeas (Palacios, 2010). Nestes animais ndo faz qualquer sentido pratico e econdémico
inseminar as fémeas a medida que apresentam cio. O controlo da actividade reprodutiva de um
grupo de fémeas permite organizar o maneio de toda a exploragdo, reduzir os periodos
improdutivos, programar a época de paricdo, ajustar a producao ao ciclos sazonais de procura
de produtos de origem animal, criar lotes uniformes de animais para venda e aumentar a
produtividade (Steyn, 2003, Freitas e Rubianes, 2004, Garcia et al., 2004, Azevedo et al., 2006,
Palacios, 2010, Abecia et al., 2012 e Valentim et al., 2015a).

O controlo da actividade reprodutiva pode ser feito sincronizando ou induzindo a
actividade ovérica (Dendena, 2017). Normalmente, a sincronizacao refere-se a concentracdo de
nimero de fémeas em estro num intervalo de tempo restrito (24-72 horas) durante a estacéo
reprodutiva (Steyn, 2003 e Dendena, 2017). Fora da estacdo reprodutiva, quando as fémeas
estdo em anestro sazonal ha necessidade de se induzir o estro (Fonseca, 2005 e Dendena, 2017).

N&o existe um protocolo ideal de controlo da actividade reprodutiva (Azevedo et al.,
2006). Nas ultimas décadas foram desenvolvidos multiplos protocolos (Gonzalez-Bulnes et al.,
2010, Abecia et al., 2011 e Dendena, 2017). Existem protocolos naturais, hormonais e mistos
(Azevedo et al., 2006, Forcada et al., 2011, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al.,
2015a,b). O melhor protocolo € aquele que produzir melhores taxas reprodutivas. Contudo, a
resposta das fémeas aos tratamentos € muito variavel e depende de factores genéticos (espécie,
raca, individuo), individuais (idade, estado fisioldgico, estado nutricional, estado de saude),
ambientais (fotoperiodo, alimentacdo, condi¢des climaticas), sociais e de maneio, do protocolo
(timing, hormonas e doses) aplicado e do sistema de beneficiacdo adoptado (monta natural ou
IA) (Azevedo et al., 2006, Lopez-Sebastian et al., 2007, Bartlewski et al., 2008, Gonzalez-
Bulnes et al., 2010 e Bukar et al., 2012). Esta variabilidade € particularmente marcada durante
a estacdo de anestro (Bartlewski et al., 2008), altura em que o hipotdlamo é muito sensivel a
retroacgdo negativa exercida pelos E» (Kaya et al., 2013).

De seguida sdo referidos os efeitos das hormonas usados no presente trabalho:

melatonina, progestagénios e gonadotropina coridnica.
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2.1 - MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina produzida pela glandula
pineal e é responsavel pela mediacédo dos efeitos do fotoperiodo sobre o organismo (Correia,
1996, Valentim, 2004, Rocha et al., 2011 e Rocha et al., 2014). E produzida segundo um ritmo
enddgeno diario, definido pelos ndcleos supraquiasmaticos, sincronizado pelo fotoperiodo
diério e suprimido pela ac¢do da luz (Figura 7) (Valentim, 2016 e Rocha et al., 2014). Na
verdade, esta hormona é produzida apenas durante a noite (Rosa e Bryant, 2003 e Valentim,
2004).
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Figura 7. Efeito do fotoperiodo sobre a secrecdo de melatonina (adaptado de Goldman,
1999).

A melatonina actua a varios niveis do eixo reprodutivo (Valentim, 2004, Abecia et al.,
2012, Mohart et al., 2014, Romano, 2016, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015b). Contudo,
sua accdo principal exerce-se ao nivel do sistema nervoso central e relaciona-se com a
modificacdo da frequéncia de libertacdo de GnRH/LH e da actividade das génadas (Valentim,
2004, Valentim et al., 2006, Abecia et al., 2012, Omontese et al., 2012, Mohart et al., 2014,
Romano, 2016, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015b). A ac¢do hipotalamica é mediada por
dois mecanismos complementares: modulacdo directa da secrecdo de GnRH (esterdide-
independente) e alteracdo da sensibilidade do eixo hipotadlamo-hipofisario face a retroac¢do
negativa exercida pelos esterdides gonadais (esterdide-dependente) (Valentim 2004, Valentim
et al., 2006, Forcada, 2010 e Afonso, 2015).

A forma mais comum de administrar melatonina é através da colocacdo de implantes

subcutaneos (2 x 4 mm) contendo 18 mg de melatonina (Chemineau et al., 2008, Mateus, 2014,
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Mohart et al., 2014, Afonso, 2015 e Valentim et al., 2015b), colocados na base das orelhas, e
que libertam lentamente para a corrente sanguinea 100-300 pg/ml de melatonina (Omontese et
al., 2012, Mohart et al., 2014, Romano, 2016 e Valentim et al., 2015b). O nucleo dos implantes
é biodegradavel e é recoberto por uma fina camada de polimeros que permite uma difuséo
limitada da melatonina a aproximadamente 250 ug/dia (Williams et al., 1993). Estes mantém-
se funcionais por um periodo de 60-70 dias (Romano, 1996, Omontese et al., 2012 e Valentim
et al., 2015b), podendo mesmo alcancar os 100 dias (Omontese et al., 2012 e Valentim et al.,
2015b).

Nos pequenos ruminantes, a melatonina exdgena pode ser usada na indugéo da actividade
reprodutiva (Valentim et al., 2006, Rocha et al., 2011, Abecia et al., 2012, Mateus, 2014,
Afonso, 2015, Valentim et al., 2015b e Dendena, 2017), embora, per se, ndo garante uma
sincronizacdo precisa e concentrada dos cios (Valentim et al.,, 2015b). Contudo, este
procedimento pode nédo fazer sentido em grandes efectivos, tanto do ponto de vista econémico
como de maneio (Valentim et al., 2015b).

2.2 - TRATAMENTOS PROGESTAGENIOS

Os progestagénios séo analogos sintéticos da P4, com efeitos bioldgicos superiores ao da
molécula natural, pelo que sdo administrados em doses mais reduzidas (Romano, 1996 e
Azevedo et al., 2006). Mimetizam os efeitos naturais da P4 produzida pelo CL (corpo luteo),
inibindo a secrecdo de GnRH/LH, as manifestacdes de cio e a ovulacdo e prolongando a fase
lutea (Leyva et al., 1998, Azevedo et al., 2006, Simonetti et al., 2008, Afonso, 2015 e Abecia
etal., 2012). A semivida dos progestagénios é reduzida (Figura 8) (Driancourt, 2012 e Afonso,
2015), pois estes sdo rapidamente metabolizados (Azevedo et al., 2006 e Afonso, 2015) e
eliminados pelas fezes e pela urina (Romano, 1996).

Os progestagénios mais utilizados sdo o acetato de fluorogesterona (FGA; 20 mg) e o
acetato de medroxiprogesterona (MAP; 60 mg). S&o normalmente administrados via esponjas
vaginais (Abecia et al., 2012, Venancio, 2012, Mateus, 2014, Afonso, 2015, Santos-Neto et al.,
2015 e Dendena, 2017). Nos primeiros dias pos-colocacdo das esponjas (= 2 dias), a libertacéo
de progestagénios é elevada, mas tende a diminuir com o tempo (Greyling et al., 1994 e
Driancourt, 2012). Nesses primeiros dias determinam a atresia dos foliculos de grandes
dimensoGes (Driancourt, 2012). Posteriormente inibem o crescimento e a maturagéo folicular
(Driancourt, 2012).
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Figura 8. Variacdo temporal dos niveis plasméaticos médios de cronolona em ovelhas
tratadas com Chronogest CR (Driancourt, 2012).

O FGA e o MAP sdo igualmente eficazes na inibicdo temporaria do ciclo éstrico
(Ugerfeld e Rubianes, 2002, Zeleke et al., 2005, Abecia et al., 2012, Mateus, 2014 e Afonso,
2015), embora 0 FGA tenha o dobro da eficiéncia do MAP (Romano, 1996) e 25 vezes mais do
que a da P4 (Robinson, 1965). Nos pequenos ruminantes o FGA tem uma semivida mais curta
do que 0 MAP (Romano, 1996). De acordo com alguns autores, 0 FGA promove um regresso
mais rapido a actividade ovérica ciclica e ao cio (maior preciséo e concentragdo) do que o MAP,
ainda que ndo altere a duragédo do cio (Romano, 1996). Contudo, Ungerfeld e Rubianes (2002),
Zeleke et al. (2005), Mateus (2014) e Afonso (2015) ndo encontraram qualquer diferenca

significativa na resposta reprodutiva de ovelhas tratadas com FGA e com MAP.
2.2.1 - TRATAMENTO PROGESTANENICO CURTO

Com o objectivo de evitar os efeitos negativos dos tratamentos progestagénicos longos,
aconselha-se a aplicacdo de um tratamento progestagénico curto — 5 dias (Jackson et al., 2014),
5-6 (Knights et al., 2011), 6 dias (Abecia et al., 2012) ou 5-7 dias (Azevedo et al., 2006,
Vilarifio et al., 2013, Mateus, 2014 e Dendena, 2017) e 7 dias (Contreras-Villarreal et al., 2016).
O periodo de tratamento € inferior a semivida normal de um CL, o que determina a injeccao de
PGF», ou seus analogos sintéticos (Azevedo et al., 2006, Weems et al., 2006, Martemucci e
D’Alessandro, 2011 e Abecia et al., 2012). Esta pode ser administrada quando da colocacéo do
CIDR ou das esponjas vaginais ou quando da sua remocéo (Correia et al.,2010, Venancio, 2012,
Vilarifio et al., 2013, Jackson et al., 2014, Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena, 2017). A
maioria dos autores administra-a no inicio do tratamento progestagénico (Figura 9) (Venancio,

2012, Mateus, 2014 e Dendena, 2017). Desta forma procura-se evitar os efeitos deletérios das
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PGF», ou seus anélogos sobre 0 momento da ovulacéo (Correia et al., 2010, Venancio, 2012,
Mateus, 2014, Afonso, 2015 e Dendena, 2017). As taxas de fertilidade conseguidas sdo muito

elevadas, proximas ou de 100% (Dendena, 2017).

Tratamento Progestagénico Curto (5 a 7 dias) + eCG

A

[ pGFa FGA

Figura 9. Efeitos de um tratamento progestagénico curto associado a administracao de

Gonadotropina Corionica equina (eCG).
2.3— GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA

Nos pequenos ruminantes, a ovulacdo depende do aumento da frequéncia de libertacéo
de GnRH/LH (Forcada, 2010). Nestes animais, a administracdo de gonadotropinas exdgenas
pode promover a ovulagdo ou superovulaces (Azevedo et al., 2006, Lopez-Sebastian et al.,
2007, Adams e Boime, 2008 e Shabankareh et al., 2012). Na estacdo reprodutiva, as
gonadotropinas exdgenas mais utilizadas sdo a FSH, a eCG (Gonadotropina Corionica equina)
e a hCG (Gonadotropina Coriénica humana). Na estacdo de anestro sdo a FSH e a eCG. Estas
também sdo muito usadas na promocao de superovulagdes (Azevedo et al., 2006 e Shabankareh
etal., 2012).

A eCG é uma hormona produzida pelo trofoblasto dos fetos (equideos) com 40-130 dias
(Dendena, 2017). A eCG possui uma accao bioldgica dupla— FSH + LH (Azevedo et al., 2006,
Abecia et al., 2012, Mohtar et al., 2014 e Dendena, 2017). A ac¢do FSH é mais prolongada e a
LH menos marcada (Azevedo et al., 2006). Estimula o recrutamento de pequenos foliculos
antrais, a sua taxa de crescimento, a producdo de Ez, a ovulacédo, a formagéo do CL e a secrecdo
de P4 (Mohtar et al., 2014 e Dendena, 2017). Tem uma semivida (< 3 dias) superior a da FSH
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(= 10 horas) (Murphy e Martinuk, 1991, Dendena, 2017 e Fonseca et al., 2017), devido a sua
elevada concentracao de &cido sialico, o que lhe confere uma menor precisao de sincronizagdo
(> 72 horas) (Riesenberg et al., 2001). Consequentemente tende a resultar em taxas de
fertilidade mais baixas (Baril et al., 1996 e Zamiri e Hosseini, 1998), particularmente quando
as fémeas sdo inseminadas artificialmente a tempo fixo pds-tratamento de controlo da
actividade reprodutiva (Baril et al., 1996). Este resultado ndo foi observado por Dendena
(2017). Segundo Baril et al. (1993), a taxa de prolificidade é maxima entre as ovelhas que
manifestam cio nas primeiras 30 horas pos-administracdo de eCG. A fim de aumentar a sua
precisdo podem-se utilizar preparados com substancias anti-eCG, que deverdo ser
administrados cerca de 2 dias apos a injeccdo da eCG (Azevedo et al., 2006). Nas cabras, a
resposta ovérica & eCG é menos varidvel do que & FSH (Lehloenya, 2013).

A eCG ¢ normalmente administrada através de uma injeccao Unica (Azevedo et al., 2006
e Shabankareh et al., 2012), devido a sua prolongada semivida (Shabankareh et al., 2012). Esta
deve ser injectada entre 48 horas antes e quando do término do tratamento de sincronizacao ou
de inducéo da actividade ovarica (Azevedo et al., 2006, Mohtar et al., 2014 e Dendena, 2017).
A dose a administrar, intramuscularmente ou na mucosa vulvar, depende da genética (espécie
e raca), da idade, da estacdo do ano e da taxa de prolificidade pretendida (Leyva et al., 1998 e
Valentim et al., 2015b). Nos ovinos, enquanto doses de 400-600 Ul promovem a ovulagéo,
doses proximas das 750 Ul induzem superovulagdes (Abecia et al., 2012). Boland et al. (1981)
(citados por Abecia et al., 2012) referem a utilizacdo de doses de 250-750 Ul, em funcéo da
idade — malatas: 250-300 Ul e ovelhas adultas: 350-500 Ul — e do estado fisiol6gico — estacao
reprodutiva: 400-500 Ul e estacdo de anestro: 300-350 UlI).

3 - INSEMINACAO ARTIFICIAL

A 1A é uma técnica reprodutiva que consiste na colocacdo, de modo artificial, de sémen
no tracto genital feminino (Gordon, 1997, Aisen, 2004a, Robertson, 2005, Granados et al.,
2006, Morrell, 2011, Mateus et al., 2016, VValentim et al., 2016b e Ledo, 2017). E a Tecnologia
de Reproducgdo Assistida (ART) mais antiga (Fonseca e Souza, 2011, Cortez, 2012, Abecia et
al., 2017 e Ledo, 2017) utilizada em animais de producdo (Morrell, 2011 e Abecia et al., 2017)
e que mais contribuiu para melhorar o progresso genético nos pequenos ruminantes (Abecia et
al., 2017).

Nos ovinos, as principais dificuldades da aplicacéo da IA estdo associadas a anatomia do
cérvix (numero e forma das pregas cervicais) (Sayre e Lewis, 1996, Baril et al., 1993, Salamon
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e Maxwell, 2000, Aisen, 2004a,b, Morello e Chemineau, 2004, Anel et al., 2005, Naqvi et al.,
2005, Leethongdee et al., 2007, Dominguez et al., 2008, El-Shahat e Alsafy, 2009, Cebrian et
al., 2010c, Dayan et al., 2010, Fonseca et al., 2010, Candappa e Bartlewski, 2011, Bromfield,
2016, Valentim et al., 2016b e Banday et al., 2017), a necessidade de proceder ao controlo da
actividade reprodutiva (Baril et al., 1993, Steyn, 2003, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Maia,
2010, Palacios, 2010, Valentim et al., 2016b, Dendena, 2017 e Ledo, 2017) e a produgdo e
composicdo do sémen e das membranas dos espermatozoides, pouco resistentes ao choque
térmico e a criopreservacdo (Baril et al., 1993, Steyn, 2003, Aisen, 2004b, Anel et al., 2005,
Naqvi et al., 2005, O’Meara et al., 2007, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al., 2010a,b,
Fonseca et al., 2010, Konyali et al., 2013, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016b, Banday
etal., 2017 e Snoeck et al., 2017).

3.1 - CERVIX
3.1.1 - TAMANHO E FORMA DO CERVIX

O cérvix constitui a primeira grande barreira a progressao dos espermatozoides no tracto
genital feminino (Salamon e Maxwell, 2000 e Leethongdee et al., 2007). Nas ovelhas, ele é
tubular, longo, composto por tecido fibroso, predominantemente, tecido conjuntivo e algum
tecido muscular (Figura 10) (Ferra e Sereno, 2006, Leethongdee et al., 2007, Leethongdee et
al., 2010, Lima, 2010, Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011). O seu lGmen é
convoluto e tortuoso devido a presenca de 2-5 (Salamon e Maxwell, 2000), 3-7 (Kershaw et al.,
2005, Anel et al., 2006, Lima, 2010 e Candappa e Bartlewski, 2011), 4-5 (Maia, 2010), 4-7
(Ferra e Sereno, 2006, El-Shahat e Alsafy, 2009, Perry et al., 2010, Moura et al., 2011 e
Valentim et al., 2016b), 4-8 (McKusick et al., 1998) ou 6 pregas (ou anéis) cervicais
(Leethongdee et al., 2007 e Moura et al., 2011), as quais possuem as extremidades voltadas
para a regido caudal, servindo como uma barreira fisica a contaminantes externos (Figura 10)
(McKusick et al., 1998, Ferra e Sereno, 2006, EI-Shahat e Alsafy, 2009, Perry et al., 2010,
Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011).

O diametro do canal cervical é drasticamente estreito, particularmente nas duas pregas
mais caudais (McKusick et al., 1998, Ferra e Sereno, 2006, Leethongdee et al., 2007 e
Candappa e Bartlewski, 2011). O diametro interno de cada prega cervical é de sensivelmente
2,7 mm (1-3 mm) e ndo estdo concentricamente alinhadas com os anéis adjacentes (McKusick
et al., 1998, Ferra e Sereno, 2006, Leethongdee et al., 2007, Lima, 2010 e Candappa e
Bartlewski, 2011) (Figura 11). A distancia média entre pregas é de 3-8 cm (Candappa e
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Bartlewski, 2011). O comprimento do cérvix da ovelha varia entre 4,0-7,0 cm (Lima, 2010) ou
5,7-10,0 cm (Ferra e Sereno, 2006, Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011) e é
influenciado pela racga, pela idade, pelo nimero de partos e pelo estado fisiologico (Ferra e
Sereno, 2006, Lima, 2010, Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011). Nas estacoes
reprodutiva e de anestro, o comprimento do cérvix de malatas e de ovelhas varia
significativamente (Kershaw et al., 2005). Porém, estes autores ndo conseguiram estabelecer
qualquer relacdo entre o comprimento do cérvix e a idade, a fase do ciclo reprodutivo ou o tipo
de Os externo. Segundo Windsor (1995), o cérvix alonga-se no decurso do primeiro parto, o

que facilita a penetracdo do canal cervical das fémeas multiparas.

Figura 10. Fotografia da cérvix de ovelha da raca Churra Galega Bragancana seccionada

verticalmente evidenciando os anéis cervicais (cedida por Luiza Corréa Oliveira, 2015).

No trabalho realizado por Naqvi et al. (2005), o comprimento médio do cérvix foi,
respectivamente, de 3,8 + 0,12 cm, nas ovelhas adultas, e de 5,3 + 0,15 cm, nas malatas. O
nimero medio de pregas em forma de funil foi de 3,4 + 0,22, nas ovelhas adultas, e de
3,2 + 0,19, nas malatas (Naqvi et al., 2005). Nos ovinos, o volume interior do cérvix é inferior
a 0,25 ml (Cseh et al., 2012) ou oscila entre 0,1-0,3 ml (Anel et al., 2006). Nas ovelhas, a
segunda e a terceira pregas estdo frequentemente desalinhadas relativamente a primeira prega
(Naqvi et al., 2005, Anel et al., 2006, Ferra e Sereno, 2006, Perry et al., 2010, Candappa e
Bartlewski, 2011, Moura et al., 2011 e Valentim et al., 2016b). As pregas cervicais apresentam

um formato de funil assimétrico (Anel et al., 2006, Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et
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al., 2011), com um fundo de saco em todos os anéis (Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et
al., 2011), resultando numa elevada dificuldade em ultrapassa-las (Anel et al., 2006, Ferra e
Sereno, 2006, Candappa e Bartlewski, 2011, Moura et al., 2011 e Masoudi et al., 2017).

Pregas cervicais

Corpo Prega excénirica
uterino

ks externo

Distancia entre pregas (1-5)
e (ks externo

Figura 11. Estrutura interna do cérvix da ovelha (seccédo longitudinal) (Clifford, 2017).
3.1.2—-0s EXTERNO

Os cervical externo esta localizado na parte ventral da vagina e o seu lumen é fechado
por proeminéncias e depressdes reciprocas da tunica mucosa (Moura et al., 2011). A morfologia
de Os externo varia de fémea para fémea (Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011).
Este projecta-se para dentro da porcao cranial da vagina e é recoberto por uma ou mais pregas
de tecido fibroso (Candappa e Bartlewski, 2011 e Moura et al., 2011). Nos ovinos, Halbert et
al. (1990) identificaram 4 tipos morfoldgicos de Os externo: bico de pato (duas pregas opostas),
aba (uma prega), rosa (conjunto de pregas) papila (tecido em formato de espiral).
Posteriormente, Kershaw et al. (2005) descrevem 5 tipos de Os externo: bico de pato (duas
pregas opostas), aba (uma prega), rosa (conjunto de pregas), papila (tecido em formato de
espiral) e fenda (neste tipo ndo ha protusdo da cérvix em direc¢do a vagina anterior — forma de
fenda) (Figura 12).

26



Figura 12. Classificagdo da aparéncia da entrada no os cervical externo da ovelha

(Kershaw et al., 2005). Legenda: A — bico de pato, B — aba, C — Rosa, D — papila e E — Fenda.

De acordo com Kershaw et al. (2005), Os cervical externo mais comum nas ovelhas
multiparas e mais velhas € o Rosa. O tipo Espiral (ndo representado na Figura 12) € mais comum
em ovelhas nuliparas (Kershaw et al., 2005). Estes autores admitem que o tipo de Os externo
possa modificar-se com o parto, aumentando de tamanho e de complexidade. Esta alteracdo
anatémica pode ser consequéncia do prolapso do primeiro anel cervical caudal (Kershaw et al.,
2005). Os tipos de Os mais apertados, como a Papila, tornam-se mais dificeis de ultrapassar,
mas distendem-se mais durante o parto e consequentemente modificada a sua conformagéo
durante o processo de cicatrizacdo (Kershaw et al., 2005).

A fase do ciclo éstrico afecta a penetrabilidade da cérvix, sendo o seu grau de maior
relaxamento durante a fase de estro (Sayre e Lewis, 1996, McKusick et al., 1998, Kershaw et
al., 2005, El-Shahat e Alsafy, 2009, Maia, 2010 e Ledo, 2017). O ciclo natural de relaxamento
do cérvix atinge os seus valores méximos 72 horas apds a remocéo das esponjas vaginais (Ferra
e Sereno, 2006 e Leethongdee et al., 2007), ou seja, demasiado tarde para a realizacdo da 1A
(Leethongdee et al., 2007). Este relaxamento resulta de eventos peri-ovulatorios que envolvem
as hormonas P4, E2 e oxitocina (Leethongdee et al., 2007). Por outro lado, ao longo do ciclo
éstrico, a secrecao de acido hialurénico varia e ¢ maxima quando do pico pré-ovulatorio de LH
(Perry et al., 2012). Este acido determina um certo relaxamento do cérvix, que promover o
transporte dos espermatozodides através do canal cervical (Perry et al., 2012). Todavia, €é
insuficiente para facilitar significativamente a A (Perry et al., 2012). A oxitocina também induz
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a dilatacdo cervical e a tetania do miométrio sem perturbar o transporte do sémen até ao local

da fecundacéo (Sayre e Lewis, 1996).
3.2— REPRODUTORES A UTILIZAR NA INSEMINACAO ARTIFICIAL

Num programa de IA devem ser utilizados animais saudaveis e sem problemas
reprodutivos (Baril et al., 1993, Maia, 2010, Palacios, 2010 e Valentim et al., 2016b). E
importante que o lote de ovelhas a inseminar tenha um tamanho adequado (60-120 fémeas) e
que seja 0 mais homogéneo possivel: mesmo estado fisioldgico e reprodutivo, boa condicéo
corporal e bem alimentado (elevado nivel energético) (Ferra e Sereno, 2006, Palacios, 2010,
Valentim et al., 2016b e Ledo, 2017). Segundo O’Brein (2002), Scaramuzzi ¢ Martin (2008) e
Karikari e Blasu (2009) a CC ideal, no momento da inseminacéo, deve oscilar entre os 2,5-3,5
pontos. Palacios (2010) e Valentim et al. (2016b) referem valores de 3,0-4,0 pontos. N&o é
recomendavel a utilizacdo de ovelhas nuliparas e de ovelhas que nao tenham ficado gestantes
na estacdo reprodutiva anterior (Palacios, 2010, Valentim et al., 2016b e Mateus et al., 2016).
Por outro lado, ndo devem ser utilizadas ovelhas paridas ha menos de 25-35 dias (Mateus et al.,
2016). Na verdade, as melhores taxas de fertilidade ocorrem em ovelhas multiparas jovens (até
4-5 anos de idade) e que tenham parido cerca de 4-7 meses antes (Palacios, 2010 e Valentim et
al., 2016a). Segundo Forcada (2010), as ovelhas com idades superiores a 10 anos apresentam
uma reducdo significativa das funcGes hipotalamicas e hipofisarias. Anel et al. (2006)
recomendam que ndo sejam utilizadas ovelhas com mais de 5 anos de idade.

Caso se decida inseminar cordeiras, estas devem ter um peso corporal de
aproximadamente 65-70% do peso corporal das ovelhas adultas (Ferra e Sereno, 2006 e
Valentim et al., 2016b). Por outro lado, elas devem ser sujeitas a uma exploracdo ginecolégica
prévia e a ruptura do himen 2-7 dias (Palacios, 2010) ou 15 dias (Simdes e Baril, 2008) antes
da colocacdo das esponjas vaginais (Simdes e Baril, 2008, Palacios, 2010 e Mateus, 2014).

Depois da IA, as ovelhas ndo devem ser sujeitas a qualquer tipo de stress durante, pelo
menos, 20 dias (Palacios, 2010). A aplicacdo de algumas técnicas de maneio, como mudancas
de instalacGes e de dieta, vacinagdes e desparasitacdes, tosquias, corte de cascos, entre outras,
causam importantes niveis de stress (Maia, 2010 e Palacios, 2010). De igual modo, alteracdes
ambientais que causem stress térmico tém efeitos deletérios sobre a reproducédo (Fonseca et al.,
2010, Maia, 2010, Salama et al., 2014 e Silva et al., 2016). O stress reduz a taxa de fertilidade

aparente, pois interfere no mecanismo da fecundacdo e aumenta a taxa de mortalidade
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embrionaria (Gordon, 1997, Dobson e Smith, 2000, Fonseca et al., 2010, Salama et al., 2014,
Silva et al., 2016 e Ledo, 2017).

A seleccdo dos carneiros dadores de sémen deve ser feita com uma antecedéncia minima
de 7-8 semanas antes do inicio das recolhas de sémen (Pérez-Clariget e Porras, 2008, Maia,
2010 e Ledo et al., 2016). Este periodo é necessario a realizacdo de alteracdes de maneio,
nomeadamente alimentar e sanitario, assim como ao treino dos carneiros para recolha de sémen
através de VA (Maia, 2010 e Ledo, 2016). Os carneiros devem ser sujeitos a um exame clinico
para avaliacao do seu estado geral (incluindo idade, temperamento, denticdo, peso ou condi¢ao
corporal, visdo, articulagdes, cascos, tamanho do velo, entre outros parametros) (Maia, 2010 e
Ledo, 2016) e a um exame androldgico (Abecia, 2010 e Maia, 2010). E ainda crucial conhecer
a historia pregressa de cada macho, com a finalidade de identificar possiveis situacfes passadas
que possam comprometer a produgdo de sémen. N&o esquecer que, Nnos carneiros, a
espermatogénese demoram, sensivelmente, 46-49 dias (Baril et al., 1993 e Robinson et al.,
2006).

Os carneiros devem ser melhoradores e ter bons aprumos e cascos, um pénis normal,
testiculos simétricos, ovoides, firmes e localizados na cavidade escrotal, uma boa libido
(elevado interesse sexual, habilidade para a detecgéo do cio e agilidade para efetuar a monta e
a copula) e produzir sémen em quantidade e qualidade (Baril et al., 1993 e Maia, 2010).

3.3 - SEMEN DE CARNEIRO

O sémen é constituido por plasma seminal e por espermatozoides e a sua composi¢do varia entre
espécies, raca e individuos (Baril et al., 1993, Haresign, 1993, Gorden, 1997, Karagiannidis et al.,
2000, El-Alamy et al., 2001, Valentim, 2004, Cebrian et al., 2010a, Lima, 2010, Maia, 2010 e
Ledo, 2017). O plasma seminal é a mistura de fluidos produzidos nos testiculos, nos epididimos,
nos canais deferentes e nas glandulas anexas ou acessérias (particularmente, na vesicula
seminal) (Cebrian et al., 2010a, Maia, 2010 e Ledo, 2017). E um liquido opaco e claro e o
sémen é cremoso, de cor branca, devido a elevada concentracdo espermatica (Steyn, 2003,
Cebrian et al., 2010a, Lima, 2010 e Ramos et al., 2012). E um meio isoténico (= 7,0) e neutro,
rico em numerosas substancias (frutose, acido ascorbico, acido citrico, acido glutamico,
inositol, sodio, potassio, calcio, fosfolipidos, prostaglandinas e proteinas) que nutrem e
protegem os espermatozoéides de alteracfes bruscas do pH (Lima, 2010, Maia, 2010 e Ledo,
2017). Baril et al. (1993) e Lima (2010) referem que o pH do sémen de carneiro varia entre 0s
5,9-7,3.
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A quantidade e a qualidade do sémen variam em func&o de factores genéticos, individuais,
ambientais, sociais e técnica e frequéncia de recolha dos ejaculados (Gordon, 1997, EI-Alamy
et al., 2001, Johnson et al., 2001, Kaya et al., 2002, Morello e Chemineau, 2004, Valentim,
2004 e Maia, 2010). Nos carneiros, o ejaculado tem um volume que varia entre os 0,3-2,0 ml
(média: 1,0 ml) (Steyn, 2003), 0,3-3,0 ml (média: 1,0 ml) (Mazariegos et al., 2012), os 0,5-2,0
ml (Goncalves et al., 2001), 0s 0,8-1,2 ml (Pérez-Clariget e Porras, 2008), 0s 0,8-1,5 ml (média:
1 ml) (Cebrian et al., 2010b), os 0,8-2,5 ml (média: 1,0 ml) (Maia, 2010), os 1,0-1,5 ml (Baril
et al., 1993) ou os 1,0-2,0 ml (Bicudo et al., 2005 e Lima, 2010) e uma concentracdo
espermatica normalmente elevada (Baril et al., 2003, Valentim, 2004 e Lima, 2010), que oscila
entre os 0,7-6,0 bilibes de espermatozoOides/ml (Steyn, 2003), os 2,0-6,0 bilhdes de
espermatozéides/ml (Bicudo et al., 2005 e Lima, 2010), os 2,0-5,0 bilides de
espermatozéides/ml (Gongalves et al., 2001), os 2,0-9,0 bilides de espermatozoides/ml (Maia,
2010), os 2,0-10,0 bilides de espermatozoides/ml (Baril et al., 2003), os 3,0-5,0 milhGes de
espermatozéides/ml (Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Mazariegos et al., 2012) ou 3-7 bilides de
espermatozdides/ml (Cebrian et al., 2010b). Os carneiros da raca Churra Galega Bragancana
produzem ejaculados com um volume médio de 1,5 = 0,6 ml e uma concentracdo média de
4,7 x 10° + 1,5 x 10° espermatozoides (Valentim, 2004). Nos animais saudaveis, a taxa de
motilidade tende a ser elevada (70-80% ou mais de células esperméaticas com movimento
rectilineo progressivo) (Valentim, 2004, Bicudo et al., 2005 e Porras, 2008, Lima, 2010, Maia,
2010 e Mazariegos et al., 2012). As caracteristicas da cinética e da morfologia espermaticas sao

semelhantes as dos demais ruminantes (Bicudo et al., 2005).
3.3.1 - RECOLHA DE SEMEN

O método de recolha de sémen influencia a sua preservacao (Aisen e Venturino, 2004,
Jiménez-Rabadan et al., 2012b e Jiménez-Rabadan et al., 2016), pois condiciona as suas
caracteristicas quantitativas e qualitativas (Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Jiménez-Rabadan et
al., 2012a,b). Nos ruminantes os métodos de recolha de sémen mais usados sdo: a vagina
artificial (VA) e a electroejaculacéo (Baril et al., 1993, Steyn, 2003, Ferra e Sereno, 2006,
Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al., 2010a, Maia, 2010, Jiménez-Rabadan et al.,
2012a, Jiménez-Rabadan et al., 2016, Valentim et al., 2016b e Ledo, 2017).

Nos ovinos, 0 método de recolha de sémen mais comum baseia-se no uso de uma VA,
deixando o carneiro montar uma ovelha em cio natural ou induzido ou um manequim (Baril et
al., 1993, Gordon, 1997, Aisen e Venturino, 2004, Ferra e Sereno, 2006, Granados et al., 2006,
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Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian et al., 2010a, Maia, 2010, Morrell, 2011, Jiménez-
Rabadan et al., 2012a,b e Jiménez-Rabadan et al., 2016). E o método que oferece condicdes
mais proximas das naturais (Sorensen Jr., 1979, Baril et al., 1993, Pérez-Clariget e Porras, 2008
e Ledo, 2017), pelo que produz melhores resultados (Pérez-Clariget e Porras, 2008 e Jiménez-
Rabadéan et al., 2012a). Adicionalmente, ela permite a recolha seguida de mais do que um
ejaculado (caso o intervalo entre saltos seja reduzido) (Aisen e Venturino, 2004, Maia, 2010 e
Ledo, 2017).

A principal desvantagem da utilizacdo da VA resulta dos machos terem de estar treinados
e necessitarem de apresentar boas condic¢des fisicas (Gordon, 1997, Steyn, 2003, Aisen e
Venturino, 2004, Ferra e Sereno, 2006, Granados et al., 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008,
Cebrian et al., 2010a, Fonseca et al., 2010, Maia, 2010, Jiménez-Rabadan et al., 2012a,b,
Jiménez-Rabadan et al., 2016 e Ledo, 2017). Infelizmente, nem todos os machos séo treinaveis
(os pequenos ruminantes sdo animais gregarios que ndo gostam de estar sozinhos na presenca
do homem) ou conseguem estar sempre em boas condicGes fisicas (Baril et al., 1993 e Ledo,
2017). Os malatos podem comecar a ser treinados com 6-10 meses de idade (Cebrian et al.,
2010a). Os treinos devem ser retomados antes de comecar uma nova época reprodutiva — 2-3
colheitas/dia (Gordon, 1997), nas 2-3 semanas precedentes (Gordon, 1997 e Maia, 2010). Se 0
macho permaneceu varias semanas sem ejacular, 24 horas antes da colheita do ejaculado, o
macho deve ser levado a ejacular, com o objectivo de eliminar uma parte dos espermatozdides
envelhecidos (Aisen e Venturino, 2004).

O tempo necessario para treinar um carneiro dador de sémen depende da habilidade e da
paciéncia do operador (que de futuro sera responsavel pelas colheitas de sémen) e da idade,
experiéncia sexual e temperamento do animal (Baril et al., 1993, Steyn, 2003, Cebrian et al.,
2010a e Maia, 2010). Os carneiros tém de se adaptar ao local de recolha, a fémea (sa e tranquila)
e ao operador (Cebrian et al., 2010a). Estes devem ser manipulados regularmente (Steyn, 2003).
Os carneiros habituados a presenca de pessoas sao mais faceis de treinar (Steyn, 2003 e Maia,
2010). Os malatos sdo geralmente mais timidos do que os carneiros (Maia, 2010). Durante os
treinos, 0s machos sdo muito sensiveis a distrac¢cbes ou sustos causados por barulhos
inexperados e desconhecidos, gritos do tratador, presenca de estranhos, caes, etc. (Maia, 2010).
Um susto ou medo, ocorrido durante o treino pode ter um efeito inibidor prolongado sobre o
desempenho sexual dos machos (Maia, 2010). Depois de treinados, os machos dadores devem
ser sujeitos a uma rotina de recolha de sémen (Steyn, 2003). Nessa altura, ndo importa se a
fémea esta em cio natural ou induzido (Cebrian et al., 2010a). Apenas se necessita de um tronco

para imobilizar o “manequim” (Cebrian et al., 2010a).
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Sorensen Jr. (1979) e Vazquez et al. (2014) consideram que as amostras de sémen
recolhidas por electroejaculacdo sdo iguais, quantitativa e qualitativamente, as amostras
recolhidas com VA. Contudo, alguns autores reportaram diferencas no volume e na composicéao
do plasma seminal (Baril et al., 1993, Ferra e Sereno, 2006, Jiménez-Rabadan et al., 2012,
Véazquez et al., 2014 e Ledesma et al., 2016).

3.3.1.1 - VAGINA ARTIFICIAL

A VA é constituida por uma bainha de borracha colocada dentro de um tubo pouco
flexivel, sobre o qual se dobram as pontas da bainha interior e que séo presas com elasticos
(Steyn, 2003, Aisen e Venturino, 2004, Morrell, 2011 e Ledo, 2017). Dessa forma, é criado um
espaco que pode ser preenchido com &gua quente (50-55°C) (Steyn, 2003, Aisen e Venturino,
2004 e Ledo, 2017) ou ser aquecida numa estufa a 42-45°C (Baril et al., 1993, Steyn, 2003,
Dendena, 2017 e Ledo, 2017) ou 42-46°C (Ferra e Sereno, 2006), dependendo da temperatura
ambiente (Steyn, 2003 e_Aisen e Venturino, 2004). Na altura da colheita, a temperatura da agua
deve ser de 37°C (Nunes, 2002, Ferra e Sereno, 2006 e Lucena, 2010) ou variar entre os 40-
42°C e ser controlado com um termometro (Steyn, 2003, Aisen e Venturino, 2004 e Abecia e
Forcada 2010). Se um macho introduzir o pénis na VA e ndo ejacular, a temperatura ou a

pressdo ndo é a correcta (Aisen e Venturino, 2004, Lucena, 2010 e Ledo, 2017) (Figura 13).

1
Figura 13. VVaginas artificiais para pequenos ruminantes.

O tubo exterior da VA é dotado de uma valvula dupla (Ledo, 2017). Quando se retiram
as duas é possivel encher o espago entre a bainha interior e o tubo exterior com agua (Steyn,
2003, Cebrian et al., 2010a e Ledo, 2017). A abertura apenas da segunda valvula permite,
através de insuflacdo, aumentar a presséo no interior da VA (Steyn, 2003, Cebrian et al., 2010a,
Morrell, 2011 e Ledo, 2017), dessa forma, pode ser feito o ajuste da mesma conforme a
particularidade de cada macho (Nunes, 2002, Ferra e Sereno, 2006, Lucena, 2010 e Ledo, 2017).
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Numa das extremidades da VA coloca-se um cone de borracha (Steyn, 2003, Morrell, 2011 e
Ledo, 2017). Na outra extremidade do cone é inserido um tubo colector graduado (Steyn, 2003,
Granados et al 2006, Lucena, 2010, Morrell, 2011 e Ledo, 2017). O tubo colector deve estar
envolto em material termo-isolante (Ledo, 2017). Outra protec¢do termo-isolante deve recobrir
desde o tubo colector recoberto até a propria VA (Granados et al 2006, Lucena, 2010 e Ledo,
2017). Antes de usar a VA deve estar desinfectada (por exemplo, quaterndrio de amoénio)
(Gordon, 1997, Ferra e Sereno, 2006, Cebrian et al., 2010a e Ledo, 2017). A entrada livre da
VA deve ser ligeiramente lubrificada (Gordon, 1997, Ferra e Sereno, 2006, Cebrian et al., 2010a
e Ledo, 2017). Deve ser utilizada uma VA por animal (Cebrian et al., 2010a). O prepucio do
carneiro deve ser previamente sujeito a tricotomia e higienizado para evitar a contaminagéo do
ejaculado (Cebrian et al., 2010a).

Os carneiros devem estar alojados em boxes individuais, de modo a evitar-se que eles
montem uns nos outros (Cebridn et al., 2010a). Nestes animais é possivel recolher
imediatamente dois ejaculados, de um mesmo macho, para 0 mesmo tubo colector (Baril et al.,
1993, Gordon, 1997, Cebrian et al., 2010a e Ledo, 2017). Estes devem ser obtidos num intervalo
de 2-3 minutos (Baril et al., 1993 e Ledo, 2017) ou de 10 minutos (Cebrian et al., 2010a),
dependendo da libido do carneiro (Ledo, 2017). Se o carneiro demorar mais de 2-3 minutos, ele
deve ser afastado da ovelha e mais tarde ser sujeito a nova colheita, mas para um outro tubo de
ensaio (Baril et al., 1993 e Ledo, 2017). A frequéncia de recolha de amostras de sémen depende
da idade, condicdo e temperamento do animal, embora, como regra geral, se possa indicar, no
caso dos carneiros, de 3-5 recolhas diarias, seguidas de 2-3 dias de descanso (Aisen e Venturino,
2004 e Ledo, 2017).

Recolhido o ejaculado este deve ser rapidamente transportado, a temperatura controlada
e protegido da luz, de poeiras e de agitacdes bruscas (Lima, 2000 e Granados et al., 2006), para
um banho-maria a 30-34°C (Steyn, 2003) ou a 30-37°C (Aisen e Venturino, 2004, Mateus, 2014,
Dendena, 2017 e Ledo, 2017).

3.3.1.2 - ELECTROEJACULACAO

Sempre que ndo for possivel recolher sémen por VA (machos ndo treinados, com
incapacidade fisica temporaria, irrequietos ou de baixa libido) pode recorrer-se a
electroejaculacéo (Gordon, 1997, Leboeuf et al., 2000, Aisen e Venturino, 2004, Hafez e Hafez,
2004, Morello e Chemineau, 2004, Granados et al., 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008,
Cebrian et al., 2010a, Morrell, 2011, Jiménez-Rabadan et al., 2012a,b, Vazquez et al., 2014,
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Jiménez-Rabadan et al., 2016 e Ledo, 2017). Pode ser usada na recolha repetida de ejaculados
de individuos sem causar a sua morte (Jiménez-Rabadan et al., 2012a,b e Vazquez et al., 2014).
E uma técnica que depende de um equipamento eléctrico que produz descargas de 4-15 volts
(Aisen e Venturino, 2004 e Ledo, 2017) ou 10-15 volts (Steyn, 2003 e Cebrian et al., 2010a) e
de uma sonda com 2-3 eléctrodos, que permite estimular os centros nervosos do sistema nervoso
auténomo e somatico (Cebrian et al., 2010a) que controlam a erec¢éo e a ejaculagdo do sémen
(incluindo a secrecdo das glandulas anexas), localizados logo abaixo do recto (sonda rectal)
(Ferra e Sereno, 2006, Cebrian et al., 2010a e Ledo, 2017).

Figura 14. Contencdo e preparacdo de um carneiro para recolha de sémen por

electroejaculacéo.

Para realizar a electroejaculacdo sdo necessarias, pelo menos, 3 pessoas (Cebrian et al.,
2010a). O macho € colocado em decubito lateral sobre uma mesa (Figura 14) (Steyn, 2003,
Aisen e Venturino, 2004 e Cebrian et al., 2010a). A zona do prepucio deve estar livre de pélos
ou de 13 e de sujidade para ndo contaminar o sémen (Aisen e Venturino, 2004 e Cebrian et al.,
2010a). A sonda, depois de lubrificada, é introduzida 10-20 cm no recto (Aisen e Venturino,
2004) ou 12-15 cm (Cebrian et al., 2010a), procurando n&o lesionar a mucosa (Steyn, 2003 e
Aisen e Venturino, 2004). Exterioriza-se a glande, segura-se 0 pénis na sua base (com uma
gaze) e ha que introduzi-lo em um cone com um tubo colector graduado, lavado, desinfectado,
seco e aquecido (Steyn, 2003 e Aisen e Venturino, 2004). Pressionando a sonda contra a porgéo

ventral da pélvis e a fim de estimular a erec¢éo, aplicam-se 3-5 estimulos curtos (1-2 segundos
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ou 2-4 segundos), separados 2-4 segundos ou 5 segundos entre si (para evitar 0 excesso da
emissdo de secrecOes das glandulas anexas) (Steyn, 2003, Aisen e Venturino, 2004 e Cebrian
et al., 2010a). De seguida, aplicam-se 1-3 estimulos mais prolongados (5-10 segundos) para
estimular a ejaculacdo (Aisen e Venturino, 2004).

A electroejaculagdo tem varias desvantagens: no minimo, é desconfortavel para os
animais (Ax et al., 2004, Morello e Chemineau, 2004, Ferra e Sereno, 2006, Granados et al.,
2006, Lucena, 2010 e Ledo, 2017). Alguns autores afirmam mesmo que se trata de uma
operacdo dolorosa, pelo que recomendam a administracdo de um tranquilizante com
propriedades analgésicas, como a xilacina (uma injeccao intramuscular de 0,5 ml de xilacina a
2%Icarneiro com 70 kg), 15 minutos antes da sua realizacdo (Cebrian et al., 2010a). A
electroejaculacdo pode originar a producdo de ejaculados mais volumosos e com menor
concentracdo espermatica (Leboeuf et al., 2000, Ferra e Sereno, 2006, Pérez-Clariget e Porras,
2008, Cebrian et al., 2010a, Jiménez-Rabadan et al., 2012a, Ledesma et al., 2016 e Ledo, 2017),
a libertacdo simultanea de espermatozoides e de urina (amostra seminal estragada) (Morello e
Chemineau, 2004, Ferra e Sereno, 2006, Cebrian et al., 2010a e Ledo, 2017) e alterar a
proporcdo natural de secrecdes das glandulas anexas ou acessOrias (particularmente de
proteinas de baixo peso molecular), com efeitos deletérios sobre a sobrevivéncia dos
espermatozéides (Morello e Chemineau, 2004, Morrell, 2011, Jiménez-Rabadan et al., 2012a,
Véazquez et al., 2014, Jiménez-Rabadan et al., 2016, Ledesma et al., 2016 e Ledo, 2017).
Todavia, parece ndo alterar a motilidade espermatica (Leboeuf et al., 2000 e Ledo, 2017).
Algumas das proteinas dos fluidos produzidos pelas glandulas anexas parecem desempenhar
um papel importante na prevencdo e na reparacéo de danos associados ao choque térmico (Anel
et al., 2006, O’Meara et al., 2007, Dominguez et al., 2008, Jiménez-Rabadéan et al., 2012a,
Jiménez-Rabadan et al., 2016 e Ledesma et al., 2016). A alteracdo da proporcao relativa destas
proteinas no plasma seminal pode afectar a crio-resisténcia dos ejaculados (O’Meara et al.,
2007, Dominguez et al., 2008, Bernardini et al., 2011, Jiménez-Rabadan et al., 2012ab,
Jiménez-Rabadéan et al., 2016 e Ledesma et al., 2016). Este fendmeno parece ser fundamental
nos bodes, mas ndo nos ovinos (O’Meara et al., 2007 e Jiménez-Rabadan et al., 2016).

A repeticdo da técnica de electroejaculacdo ndo altera a motilidade espermatica total, o
numero de marcadores moleculares da apoptose ndo se correlacionam com os parametros da
motilidade, embora seja possivel identificar subpopulagdes de espermatozéides com diferentes
cinéticas, desde que os dados individuais ndo tenham origem no sistema CASA, mas sim em

citometria de fluxo (Vazquez et al., 2014).
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3.3.2 - METODOS DE PRESERVACAO DO SEMEN

Na maioria dos casos, a A implica o transporte de sémen dos centros de recolha onde se
encontram os machos até as exploracdes onde se encontram as ovelhas a inseminar (Palacios,
2010). O sémen pode ser usado imediatamente apos a sua colheita (sémen fresco) — perus, seres
humanos, entre outros —, refrigerado — equinos, suinos, cdes, entre outros — ou criopreservado
(congelados/descongelados) — bovinos, entre outros (Ferra e Sereno, 2006, Morrell, 2011 e
Ledo, 2017). A taxa de fertilidade é maxima quando a IA € feita de modo a permitir aos
espermatozdides estarem aptos para fecundar quando da ovulacao (Pinna et al., 2008 e Fonseca
et al., 2010).

O sémen pode ser processado de trés formas diferentes:

— Fresco, puro ou diluido (30-37°C) (Aisen, 2004b, Ferra e Sereno, 2006, Fonseca et al.,
2010 e Ledo, 2017). Tem um intervalo Gtil de 1,5 horas (Aisen, 2004b).

— Refrigerado (0-5°C ou 15-5°C) (Ferra e Sereno, 2006, Cebrian et al., 2010c, Fonseca et
al., 2010 e Ledo, 2017). Tem um intervalo til de 6-7 (Aisen, 2004b), 6-8 horas (Anel
et al., 2006), 8-10 horas (Cseh et al., 2012), 12-24 horas (Aisen, 2004b, Granados et
al., 2006 e Ledo, 2017) ou 72 horas (O’Hara et al., 2010). Os intervalos mais elevados
ocorrem quando se trabalha com sémen refrigerado a 5°C (Anel et al., 2006 e Granados
et al., 2006). Porém, nem todas as alterac@es promovidas pelas baixas temperaturas sao
benéficas para os espermatozdides (Anel et al., 2006 e Arando et al., 2017). A 5°C, por
exemplo, a concentracéo intracelular de Na* aumenta, devido a depressédo da actividade
das bombas de Na*/K", o que prejudica a sobrevivéncia dos espermatozoides (Anel et
al., 2006).

— Congelado (-196°C). Tem um intervalo Gtil indefinido (Aisen, 2004b, Ferra e Sereno,
2006, Granados et al., 2006, Dorado et al., 2010, Fonseca et al., 2010, Leahy et al.,
2010, Perry et al., 2012 e Ledo, 2017).

De seguida sdo descriminados os dois métodos utilizados no presente estudo: sémen
fresco e refrigerado.

3.3.2.1 — SEMEN FRESCO

Nos pequenos ruminantes, a maioria das IA sao realizadas com sémen fresco (David et

al., 2015, Jimenez-Rabadan et al., 2016 e Ledo, 2017). O sémen fresco pode ser usado puro ou
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diluido (Baril et al., 1993, Aisen, 2004b, Dendena, 2017 e Ledo, 2017). A IA com sémen puro
(ndo diluido) tem de ser feita até 20 minutos pds-recolha do ejaculado: doses de 0,1-0,5 ml
(Steyn, 2003). O sémen fresco diluido mantém-se viavel por um curto periodo de tempo — 1
hora (Dendena, 2017), 1,5 horas (Aisen et al., 2004b), 1-2 horas (Steyn, 2003) ou 2 horas
(Cebrian et al., 2010c) —, o que constitui uma grande limitagdo ao seu uso em programas de
melhoramento genético (O’Hara et al., 2010 e Ledo, 2017). Conservados em fresco, a
motilidade e a viabilidade dos espermatozdides reduzem-se rapidamente (O’Hara et al., 2010).
Ocorre a acumulacdo de catabolitos provenientes da actividade metabolica dos
espermatozdides, que acabam por se tornar toxicos para os mesmos (Rojero et al., 2009).
Depois de colocado no genital feminino, o sémen fresco necessita de 4-6 horas (Ledo, 2017) ou
5-6 horas (Steyn, 2003) para sofrer o processo de capacitacao.

Na inseminacdo com sémen fresco por via cervical devem ser utilizadas doses seminais
de 50-200 x 10° espermatozdides, num volume de 0,02-0,1 ml (Aisen, 2004b e Ledo, 2017).
Santos-Neto et al. (2015) e Dendena (2017) usaram doses de 200 x 108 espermatozoides, em

palhinhas francesas de 0,25 ml.
3.3.2.2 — SEMEN REFRIGERADO

Este método de preservacdo do sémen tem vérias vantagens: é facil de manusear, é barato
e pode ser utilizado em inseminacdes cervicais (Sorensen Jr, 1979, Anel et al., 2006 e Pérez-
Clariget e Porras, 2008). Possibilita ainda o transporte de doses seminais até exploracdes
geograficamente mais afastadas (Gordon, 1997, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Morrell, 2011 e
Ledo, 2017), onde se pretende inseminar um nimero limitado de fémeas (Sorenson Jr., 1979).

A refrigeragdo do semen resulta na redugdo temporéria e reversivel do metabolismo
energético dos espermatozdides, de que resulta o prolongamento da sua viabilidade e da sua
capacidade fecundante (Gordon, 1997, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel et al.,
2006, Cebrian et al., 2010c, Leahy et al., 2010, Sariézkan et al., 2010, Camara e Guerra, 2011,
Morrell, 2011, Memon et al., 2012, Ledesma et al., 2016, Valentim et al., 2016b, Le&o, 2017 e
Salmon et al., 2017). O arrefecimento dos espermatozoides ndo pode ser feito de maneira
brusca, pois o choque térmico promove alteracfes subitas e irreversiveis da membrana
plasmatica (Steyn, 2003, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006, Pérez-Clariget e Porras, 2008, Cebrian
et al., 2010c e Ledo, 2017). A velocidade de refrigeracdo deve ser moderada e homogénea
(Figura 15) (Baril et al., 1993, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006,
Cebrian et al., 2010c e Ledo, 2017): -0,2°C/minuto (Palacios, 2010) ou -0,1°C a -0,5°C/minuto
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(Aisen, 2004b e Ledo, 2017). Alcancada a temperatura de refrigeragdo, a etapa seguinte €
denominada de “equilibracao” (Aisen, 2004b). Durante cerca de 10 minutos, estabelece-se um

equilibrio entre 0 meio extra e intracelular (Aisen, 2004b e Ledo, 2017).

Figura 15. Banho-maria refrigerado usado na refrigeracdo de sémen.

Na refrigeracdo, o ritmo de decréscimo da fertilidade € de 10-35%/dia (Salamon e
Maxwell, 2000 e Cseh et al., 2012). O processo de refrigeracdo (tal como o de criopreservacao)
pode antecipar a capacitacdo e a reac¢do acrossOmica e, consequentemente, reduzir a
viabilidade e o periodo fértil dos espermatozéides pés-inseminacao (Salamon e Maxwell, 2000,
Anel et al., 2006, Dominguez et al., 2008, Bernardini et al., 2011, Cseh et al., 2012, Memon et
al., 2012 e Fonseca et al., 2017). Estes eventos sdo acompanhados de um decréscimo do
transporte e da sobrevivéncia dos espermatozoides no tracto genital feminino (Dominguez et
al., 2008 e Cseh et al., 2012). Mais, a taxa de mortalidade embrionéria precoce aumenta e tem
sido associada, em varias espécies, a fecundagdo por espermatozoides “envelhecidos” (Salamon
e Maxwell, 2000, Anel et al., 2006 e Cseh et al., 2012). O tempo Gtil do sémen refrigerado pode
ser aumentado (assim como o da sua capacidade fertilizadora) através da adicdo de agentes
antioxidantes (Salamon e Maxwell, 2000, Anel et al., 2006, Cseh et al., 2012 e Memon et al.,
2012), da programacao cuidada e da aplicacdo eximia da técnica de IA (Salamon e Maxwell,
2000, Anel et al., 2006 e Cseh et al., 2012).

Como o objectivo de se obterem boas taxas de fertilidade, as inseminagdes cervicais com
sémen refrigerado devem ser realizadas nas primeiras 24 horas (Salamon e Maxwell, 2000,
Anel et al., 2006 e Cseh et al., 2012) ou 24-48 horas (Pérez-Clariget e Porras, 2008) de
preservacao. Porém, em condicdes especiais, 0 sémen de carneiro, preservado a 5°C, pode ser
usado até 72 horas poés-refrigeracdo (Cseh et al., 2012). Poréem, Cebrian et al. (2010c)

recomendam que nao se ultrapasse as 6 horas.
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Nos ovinos, cada dose seminal refrigerada (0,25 ml) deve conter entre 100-400 x 10°
espermatozoides (Aisen, 2004b), 200 x 10° (Cseh et al., 2012 e Dendena, 2017) ou 400 x 10°
de espermatozoides (Baril et al., 1993), se a deposicdo for vaginal (Cseh et al., 2012). O refluxo
cervical deve ser evitado (Cseh et al., 2012 e Dendena, 2017), particularmente quando este é
abundante (Dendena, 2017).

3.3.2.3 - DILUIDORES

Os diluidores seminais utilizados na preservacéo do sémen fresco sdo 0s mesmos que sdo
usados na preservacao de sémen refrigerado (Cebrian et al., 2010c). Existem varios tipos de
diluidores seminais: naturais (leite de vaca desnhatado, gema de ovo, 4gua de coco ou gel de aloé
vera) ou sintéticos (Anel et al., 2006, Valentim et al., 2016d e Ledo, 2017).

Os diluidores seminais permitem aumentar o volume do sémen, estabilizar o pH (efeito
tampdo), manter a osmolaridade, garantir uma fonte de energia aos espermatozoides e protegé-
los de possiveis infecgdes bacterianas ou fungicas, para além de os proteger do choque térmico
provocado pela reducdo da temperatura (Gordon, 1997, Aisen 2004, Ferra e Sereno, 2006,
Cebrian et al., 2010c, Lima, 2010, Morell, 2011, Cseh et al., 2012, Valentin et al., 2016d e
Ledo, 2017). A gema de ovo € um excelente protector do choque térmico (Cebrian et al., 2010c).

Os compostos com capacidades tampdo mais utilizados sédo o fosfato ou o citrato de sédio,
o TRIS (tris(hidroximetil)aminometano), o HEPES (Acido 4-(2-Hidroxietil)-1-Piperacinil-
Etanosulfénico) e 0 MOPS (Acido 3-morfolinopropano sulfénico) (Cebrian et al., 2010c e
Lima, 2010). Estes compostos tem um efeito tampé&o superior ao do fosfato ou citrato de sédio,
uma vez que conseguem penetrar no citoplasma celular e actuar como um tampdo intracelulares
(Abecia e Forcada, 2010 e Lima, 2010). Conseguem ainda aumentar a tolerancia dos
espermatozéides ao aumento dos caties monovalentes presentes no interior da célula (Cebrian
et al., 2010c).

Os acUcares sao a grande fonte de energia dos espermatozoides (Cebrian et al., 2010c,
Lima, 2010 e Ledo, 2017). A frutose € o Unico hidrato de carbono presente no plasma seminal,
embora os espermatozdides possam metabolizar a glicose e a manose (Cebrian et al., 2010c e
Ledo, 2017). Estes ajudam a manter a pressdo osmdtica do diluente e consequentemente
promovem a integridade da membrana espermatica durante a preservacdo do sémen (Cebrian
etal., 2010c, Lima, 2010 e Ledo, 2017). A presenca de alguns sais minerais, como o bicarbonato
ou o célcio, facilita a ocorréncia da capacitacdo espermatica (Cebrian et al., 2010c e Lima,
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2010). A osmolaridade do diluidor deve rondar os 300mOsm/kg (isotonico para as células
espermaticas) (Cebrian et al., 2010c).

Os antibioticos e antifingicos presentes nos diluidores seminais limitam o crescimento
destes contaminantes e previnem a infeccdo da fémea inseminada (Morrell, 2011, Cseh et al.,
2012 e Ledo, 2017). Se o sémen for utilizado de imediato, a adicdo de antibidticos e de
antifungicos é dispensavel (Cebrian et al., 2010c). Na verdade, o tracto genital feminino
disponhem de mecanismos fisioldégicos bem desenvolvidos para lidar com as contaminacdes
transmitidas durante a copula (Morrell, 2011). Todavia, estes podem ser suplantados por uma
multiplicagdo bacteriana extraordinaria no diluidor seminal ou pela coloca¢do do sémen num
local n&o fisiologico (Morrell, 2011).

O nivel de diluicdo do sémen depende da motilidade e da concentracao espermatica (Ferra
e Sereno, 2006). Esta pode chegar a ser de 1:4 (Ferra e Sereno, 2006). Contudo a diluicdo mais
comum é de 1:2 (Steyn, 2003 e Ferra e Sereno, 2006), dado que o uso de diluicdes superiores
resulta, normalmente, numa baixa concentracdo espermatica final e num aumento do risco de
refluxo seminal nas inseminagdes cervicais pouco profundas (Bicudo, 2005). Por outro lado,
facilita a ocorréncia do choque térmico (Cseh et al., 2012). Este pode, no entanto, ser evitado
através da reducdo gradual de temperatura (Baril et al., 1993 e Aisen, 2004b).

Os diluidores devem ser mantidos a mesma temperatura de preservacdo do sémen (Ferra
e Sereno, 2006). Desta forma, quando da diluicdo, previne-se a ocorréncia do choque térmico
(Ferra e Sereno, 2006).

3.4 — TECNICA DE INSEMINACAO ARTIFICIAL EM OVINOS

A beneficiacdo das fémeas pode ser feita por monta natural, monta dirigida (livre ou
controlada) ou por 1A com sémen fresco (puro ou diluido), refrigerado ou congelado (Gordon,
1997, Anel et al., 2006, Fonseca et al., 2010, Palacios, 2010, Valentin et al., 2016d e Leéo,
2017). Nos peguenos ruminantes, a inseminacdo pode ser vaginal, cervical, transcervical ou
uterina (laparoscopia ou laparotomia) (Anel et al., 2006, Granados et al., 2006, Fonseca et al.,
2010, Valentim et al., 2016d e Ledo, 2017).

A 1A deve ser feita 0 mais depressa possivel, evitando que as fémeas sejam sujeitas a
elevados niveis de stress (Palacios, 2010, Dendena, 2017 e Ledo, 2017). Quando a fémea
apresenta um fluxo vaginal pouco ou muito intenso, a taxa de fertilidade tende a diminuir
(Palacios, 2010, Candappa e Bartlewski, 2011, Morrell, 2011 e Dendena, 2017). No ultimo caso

a que proceder a eliminagéo do excesso de muco (Palacios, 2010 e Dendena, 2017). Quando da
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colocacdo do espéculo vaginal ha que evitar a introdugdo de fezes, de 4gua ou de sabdo, uma
vez que todos eles promovem uma resposta espermicida (Palacios, 2010). N&o inseminar
ovelhas com vaginites, muco sanguinolento, cores e odores estranhos e fémeas mal
sincronizadas ou que perderam a esponja vaginal (Palacios, 2010). Quando a fémea é muito
grande, muito gorda ou quando estd “demasiado” imobilizada, ela tende a contrair
continuamente a vagina, o que dificulta a observagéo do Os externo (Palacios, 2010). Neste
caso, 0 melhor é libertar a fémea, esperar um pouco e depois voltar a tentar insemina-la
(Palacios, 2010).

De seguida é apresentada alguma informacao relativa aos dois métodos de inseminacéao
utilizados no presente estudo.

3.4.1-VAGINAL

Na inseminacdo vaginal (“tiro as escuras”), 0 sémen é depositado no fundo do saco
vaginal, sem qualquer tentativa de localizacdo do canal cervical (Ferra e Sereno, 2006, Palacios,
2010 e Dendena, 2017). Esta pode ser realizada com sémen fresco ou com sémen refrigerado
(Ferra e Sereno, 2006 e Cseh et al., 2012). O procedimento € rapido e facil de executar em
condicdes de campo (Ferra e Sereno, 2006 e Cseh et al., 2012), ainda que as taxas de fertilidade
sejam baixas: 30-50% (Cseh et al., 2012) ou 40-65% (Buckrell et al., 1991 e Ferra e Sereno,
2006). O uso de sémen congelado produz taxas de fertilidade aparente muito pobres (5-15%)
(Cseh et al., 2012).

Durante a estacdo reprodutiva, a IA vaginal resulta em melhores taxas de fertilidade
depois de se proceder a identificacdo das ovelhas em de cios (Steyn, 2003, Fonseca et al., 2010,
Palacios, 2010, Cseh et al., 2012 e Alhamada et al., 2017). ). Na generalidade das exploracdes,
esta identificacdo ndo é facil, pratica e rapida de realizar, pois passa pela observacao das fémeas,
no minimo, cada 6-12 horas (Alhamada et al., 2017). O uso de rufides (machos munidos de
avental ou vasectomizados) equipados com um arnés marcador facilita esta operacdo (Steyn,
2003, Palacios, 2010 e Theodosiadou et al., 2014). Ainda assim estes procedimentos estdo
sujeitos a erros, como a timidez dos machos na presenca de pessoas (Alhamada et al., 2017).
Mais, a presenca dos machos altera as concentracdes fisiologicas de estradiol nas fémeas
(Theodosiadou et al., 2014). Alhamada et al. (2017) refere a existéncia de um equipamento que
pode ser usado com sucesso na identificagdo das ovelhas em cio — Alpha Detector (Alpha-D) —
, que regista o numero total de montas realizadas pelos carneiros do rebanho. Depois de

detectado o cio, a IA deve ser feita nas 12-18 horas seguintes (Bettencourt, 1999 e Ferra e
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Sereno, 2006), assegurando a presenca de espermatozéides viaveis na ampola quando da
fecundacdo (Evans e Maxwell, 1987, Bettencourt, 1999 e Palacios, 2010). A 1A vaginal também
pode realizada a Tempo Fixo (Bettencourt, 1999, Ferra e Sereno, 2006, Holtz et al., 2008,
Palacios, 2010, Theodosiadou et al., 2014, Conradi et al., 2017, Dendena, 2017 e Fornazari et
al., 2018). Bettencourt (1999) e Ferra e Sereno (2006) recomendam que esta deve ser feita 48-
58 horas pos-remocao das esponjas vaginais. Os demais autores realizacdo a IA vaginal 55
horas pos-remocdo das esponjas vaginais.

Nas ovelhas, as doses seminais para deposi¢io vaginal devem conter entre 200-400 x 10°
espermatozdides (Ax et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006 e Dendena, 2017) ou 300 x 10°
espermatozdides (Aisen, 2004a) ou 400 x 10° (Cseh et al., 2012). Idealmente, o volume da dose
seminal deve ser de 0,2 ml (Cseh et al., 2012). O uso de sémen congelado na inseminacéo
vaginal ndo é recomendado (Cebrian et al., 2010c). A taxa de fertilidade pds-inseminacéo
vaginal com semen fresco ou refrigerado é normalmente aceitavel (Cseh et al., 2012): 40-65%
(Ax et al., 2004 e Valentim et al., 2016d) ou 88,9% (Dendena, 2017).

3.4.2 - CERVICAL

Nos ovinos, a conformacdo desalinhada das pregas cervicais dificulta a passagem do
pistolete de inseminacédo (Baril et al., 1993, Cebrian et al., 2010c, Lima, 2010, Morrell, 2011,
Valentim et al., 2016d e Ledo, 2017). Na inseminac&o cervical, 0 sémen é depositado no canal
cervical (1-3 cm de profundidade) (Ferra e Sereno, 2006). As doses de sémen refrigerado devem
conter 100-200 x 10° espermatozoides (Ferra e Sereno, 2006 e Valentim et al., 2009) ou 150-
200 x 10° espermatozoides (Aisen, 2004a e Dendena, 2017), garantindo uma taxa de fertilidade
de 60-70% (Ax et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006 e Valentim et al., 2009), de 66,7-88,2%
(Dendena, 2017), de 66,7-88,3% (Conradi et al., 2017) ou de 97,1% (Fornazari et al., 2018). A
fertilidade aumenta com o numero de pregas ultrapassadas desde que ndo se force a entrada
(Steyn, 2003, Aisen, 2004a, Ferra e Sereno, 2006 e Valentim et al., 2016d). Este efeito nao foi
observado por Dendena (2017) e Conradi et al. (2017). A inflagdo ou a lesdo da mucosa cervical
diminui ainda mais o seu diametro interior do canal cervical e causa um afluxo anormal de
células de defesa ao seu lumen (Aisen, 2006a, Candappa e Bartlewski, 2011 e Fonseca et al.,
2010 e Valentim et al., 2016d).

Nos ovinos, a inseminacdo cervical deve ser feita 48-58 horas (Bettencourt, 1999 e Ferra
e Sereno, 2006) ou 48-60 horas apds a remocgédo das esponjas vaginais (Buckrell et al., 1991,
Gordon, 1997, Ax et al., 2004, Donovan et al., 2004, Ferra e Sereno, 2006, Valentim et al.,
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2016d e Ledo, 2017). Se a inseminacdo for simples, Baril et al. (1993), Gordon (1997), Ax et
al. (2004), Ferra e Sereno (2006), Conradi et al. (2017), Dendena (2017) e Fornazari et al.
(2018) recomendam que esta seja feita 55 horas pds-tratamento. Se for dupla ha que realiza-las
48-50 e 58-60 horas (Bettencourt, 1999 e Ferra e Sereno, 2006), 50 e 60 horas (Baril et al.,
1993) ou 48 e 60 horas pos tratamento (Ax et al., 2004).
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Il - TRABALHO EXPERIMENTAL
1 - MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em Carvicais, concelho de Torre de Moncorvo, regiao de Tras-
os-Montes e Alto Douro, mais precisamente na exploracdo comercial Mateus Lda. (Latitude:
41° 10°N, Longitude: 6° 55°W ¢ Altitude: 701 m), entre 01 de Abril e 20 de Julho 2017.

As ovelhas foram mantidas em estabulacdo permanente e alimentadas, em grupo, com
feno de prados naturais (ad libitum) e de luzerna (1,0 kg/animal/dia) e suplementadas com
alimento concentrado comercial (= 1,0 kg/animal/dia). Durante a ordenha (2 vezes/dia), as
ovelhas receberam ainda 500 g/animal 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 determinacéo da sua condi¢do corporal (CC) segundo

a tabela de classificacdo australiana (Russel et al., 1969).
1.1 - ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizadas 110 ovelhas cruzadas de Awassi x Sarda, com idades
compreendidas entre 1-13 anos (primiparas e multiparas). Todas as ovelhas tinham parido 5-6

meses antes do inicio do estudo e estavam em lactacao.
1.2 - AVALIA(;AO DA ACTIVIDADE OVARICA

A actividade ovérica das ovelhas foi avaliada através da determinacdo dos niveis
plasmaéticos de 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. Apos centrifugacdo do
sangue, a 3.000 r.p.m., durante 15 minutos, procedeu-se a separacao do sobrenadante (plasma
sanguineo), que foi pipetado para tubos de Eppendorf devidamente identificados.
Posteriormente, estes foram congelados numa arca ultracongeladora (-70°C) (Thermo 960°,
Electron Cooperation, Marlotta, EUA) até ao momento do doseamento hormonal.

Os niveis plasméaticos de Ps foram determinados através da técnica de RIA
(radioimunoensaio). Esta foi realizada com recurso a um leitor de cintilagdes DPC® Gamma
C12 (Bertholt Technologies, Bad Wildbad, Alemanha) (Figura 16), segundo a técnica indicada
pelo fabricante dos kits (DiaSource® ImmunoAssays, Louvain-la-Neuve, Bélgica). Os

coeficientes médios de variacdo intra e inter-ensaio foram, respectivamente, de 7,7 e 15,8%.
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Figura 16. Contador de cintilacbes y (esquerda) e colocagdo dos tubos de ensaio nos pogos

de leitura.
1.2.1 — AVALIACAO DA CICLICIDADE PRE-TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS

Nas duas semanas anteriores a realizacdo dos tratamentos progestagénicos curtos + eCG
(17-26 de Maio de 2017), com o objectivo de determinar o estado fisiologico das ovelhas
(Ciclicas vs. Anestro), procedeu-se a colheitas de amostras de sangue, com 3-4 dias de intervalo.
As colheitas foram feitas sempre no periodo da manha. A metodologia utilizada foi a mesma
indicada no item 1.2.

Considerou-se que as ovelhas estavam em anestro sazonal quando, na totalidade das

amostras recolhidas, os niveis plasmaticos de P4 foram inferiores a 0,5 ng/ml.
1.2.2 — AVALIACAO DA RESPOSTA OVARICA AOS TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS + eCG

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

Considerou-se que o primeiro CL se havia formado quando os niveis plasméticos de P4

ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng/ml.
1.3-TRATAMENTOS APLICADOS

O presente trabalho teve inicio a 01 de Abril de 2017, com a colocacdo de um implante
subcutaneo de melatonina (18 mg; Melovine®, CEVA, Portugal) em 63 ovelhas (grupo

Melatonina) (Figura 17). As demais ovelhas constituiram o grupo Controlo (n = 47).
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Figura 17. Material necessario a colocacdo de implantes subcutaneos de melatonina.

Pistola, agulha, carreto com implantes e implante que € colocado na base exterior da orelha.

No dia 01 de Junho de 2017 as ovelhas do grupo Melatonina foram divididas em dois
subgrupos — FGA (n =36) e MAP (n = 27) (Quadro I1). As ovelhas do subgrupo FGA receberam
uma esponja vaginal impregnada com 20 mg de FGA (Chrono-Gest®, Intervet, Portugal) e as
do subgrupo MAP uma esponja vaginal com 60 mg de MAP (Sincro-Gest®, Laboratorios
Ovejero, Espanha) (Figura 18). As ovelhas do grupo Controlo foram tratadas com 20 mg de
FGA. Quando da colocacdo das esponjas vaginais, todas as ovelhas receberam uma injec¢éo
intramuscular (i.m.) de 100 ug de cloprostenol (Estrumate®, MSD Animal Health, Portugal) —

anélogo sintético da PGF2.. O tratamento progestagénico teve a duracdo de sete dias.

Quadro Il. Divisao das ovelhas de acordo com os tratamentos de controlo da actividade

reprodutiva aplicados

NUmero Total de Ovelhas Utilizadas

(n=110)
Controlo Melatonina
(n = 47) (n=63)
PGF2. + FGA (7 dias) PGF2. + FGA (7 dias) PGF2. + MAP (7 dias)
(n=47) (n =36) (n=27)

Quando da remocéo das esponjas vaginais (07 de Junho de 2017), todas as ovelhas

receberam uma injeccéo i.m. de 750 Ul de eCG (Intergonan®, Intervet, Portugal).
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Figura 18. Material necessario a colocacao de esponjas vaginais.
1.4 — RECOLHA DO SEMEN

Neste estudo foram utilizados 2 carneiros (1-2 anos de idade) da raga Assaf, pertencentes
a Exploracdo Comercial Mateus Lda. O sémen foi recolhido por electroejaculacdo
(Electrojac™ ldeal, Minesota, EUA), pois 0s carneiros nio estavam treinados para a recolha
por VA. De cada macho foram recolhidos 4 ejaculados: 2 no periodo da manha e 2 no periodo
da tarde. Os machos nao ejaculavam ha 3 dias.

Depois da colheita, os tubos colectores foram rapidamente transportados para laboratério
e mantidos num banho-maria (Grant International, Cambridge, Inglaterra), a 37°C (Figura 19).

No mesmo equipamento tinham sido colocados os diluidores seminais.

Figura 19. Banho-maria, palhinhas francesas e pd polivinilico.

A quantidade e a qualidade do sémen foram avaliadas visualmente: o volume foi medido

através da graduagdo dos tubos colectores (= 2 ml) (Figura 20), a concentracdo do ejaculado foi
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classificada de muito cremosa (4-6 x 10° espermatozoides/ml) e a motilidade massal de muito
boa (> 90% de espermatozdides moveis) segundo a Tabela de Steyn (2003). Estima-se que cada

dose seminal continha, pelo menos, 200 x 10° espermatozoides.

Figura 20. Avaliagdo visual de algumas caracteristicas seminais.
1.5 — DOSES SEMINAIS (FRESCAS E REFRIGERADAS)

Cada ejaculado foi diluido (1:1) com um de dois diluidores comerciais: Andromed®
(Minitiib, Tiefenbach, Alemanha) ou OviXcell® (IMV Technologies, L’Aigle, Fran¢a) (Quadro
).

Quadro I11. Doses de sémen fresco ou refrigerado, diluido com Andromed® (Andro) ou

com OviXcell®

Controlo Melatonina
(n=47) (n=63)

Fresco Refrigerado Fresco Refrigerado
(n=23) (n=24) (n=33) (n =30)

Andro | OviXcell | Andro | OviXcell | Andro | OviXcell | Andro | OviXcell
(n=13)| (n=10) | (n=14) | (n=10) | (n=16) | (n=17) | (n=15) | (n=15)

Apbs 10 minutos de repouso a 37°C, a temperatura dos ejaculados recolhidos de manha
foi reduzida, durante cerca de 120 minutos, de 37°C para 15°C, com recurso a um banho-maria
refrigerado (Neslab® RTE 221, Newington, EUA) (Figura 21). Apds 10 minutos de repouso, 0
sémen diluido foi aspirado para palhinhas de sémen francesas de 0,25 ml e seladas com pé
polivinilico. As palhinhas brancas continham sémen diluido com Andromed® (n = 29) e as
vermelhas sémen diluido com OviXcell® (n = 25). As inseminagBes ocorreram todas no

intervalo méaximo de 120 minutos pos-refrigeracéo (15°C).
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Figura 21. Banho-maria refrigerado.

Os espermatozoides recolhidos de tarde também foram diluidos (1:1) com Andromed®
ou com OviXcell®. Apds 10 minutos de repouso, o sémen diluido foi aspirado para palhinhas
de sémen francesas de 0,25 ml e seladas com p6 polivinilico. As palhinhas brancas continham
sémen diluido com Andromed® (n = 29) e as vermelhas sémen diluido com OviXcell® (n = 27).
As palhinhas de sémen refrigerado foram transportadas numa arca refrigeradora da Minitib
(Tiefenbach, Alemanha) a temperatura de 15°C. As palhinhas de sémen fresco foram
transportadas num banho-maria de transporte da IMV (L'Aigle, Franga), a 37°C (Figura 22).
Entre a preparagdo das doses seminais de sémen fresco e o comeco da IA passaram menos de

30 minutos.
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Figura 22. Banho-maria (esquerda) e arca refrigeradora (direita) para transporte,

respectivamente, de sémen fresco e refrigerado.
1.6 — INSEMINACAO ARTIFICIAL A TEMPO FIXO

Todas as ovelhas foram inseminadas, independentemente de terem manifestado cio,
55 + 1 horas depois da administracao de eCG (Baril et al., 1993, Greyling et al., 1997, Palacios,
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2010, Dendena, 2017 e Fornazari et al., 2018). Comecou-se por inseminar as ovelhas com
sémen fresco.

Figura 23. Classificacdo ao tipo de Os externo: a) bico de pato, b) aba, c) rosa, d) papila
e e) fenda (Kershaw et al., 2005).

As IA foram realizadas por apenas um inseminador. Quando da IA registaram-se 0s
seguintes parametros: cor da mucosa vaginal (Rosa vs. Rosa Palido vs. Hemorrégica), grau de
lubrificacdo vaginal (Reduzida vs. Boa vs. Abundante), tipo de Os externo (Figura 23),
viscosidade do muco cervical (Liquida vs. Viscosa), local de deposicdo de sémen (Vaginal vs.

12 prega vs. 22 prega) e se houve ou ndo refluxo.

Figura 24. Equipamento e material de inseminacéo utilizado.
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A deposicdo do sémen foi feita sempre de forma a ndo forcar a penetragéo, evitando
inflamar ou ferir a mucosa do canal cervical. No procedimento, utilizou-se um vaginoscopio,
um sistema de luz LED e pistoletes Quicklock® e bainhas Minitub® (Tiefenbach, Alemanha)
(Figura 24).

Terminadas as A, o pessoal envolvido retirou-se calmamente do local, as ovelhas foram
libertadas e deixadas sozinhas durante 4 horas. Por outro lado, é importante salientar que, nos

30 dias seguintes se manteve 0 aporte energético/proteico da dieta.
1.6.1 — POSICAO DAS FEMEAS DURANTE A INSEMINAGAO ARTIFICIAL

As ovelhas foram inseminadas na sala de ordenha. Para facilitar a observacdo de Os
externo, um ou dois membros da equipa elevaram os membros posteriores das ovelhas,

mantendo, no entanto, 0s membros anteriores sempre em contacto com o solo (Figura 25).

Figura 25. Posicao de inseminacdo das ovelhas.

1.7 - DIAGNOSTICO DE GESTACAO

Trinta e oito dias (17 de Julho de 2017) apds a 1A (09 de Junho de 2017) procedeu-se ao
diagndstico de gestacdo por ultra-sonografia em tempo real, com o auxilio de um ecografo
Mindray Z5Vet e de uma sonda rectal multifrequéncia (5,0-10,0 MHz) (Figura 26). A

frequéncia mais utilizada foi a de 5,0 MHz.
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Figura 26. Ecégrafo Mindray Z5Vet e sonda rectal multifrequéncia.
1.8 - ANALISE 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).
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2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio deste estudo, a idade média das ovelhas Awassi x Sarda era de 3,3 = 2,5 anos
(c.v. = 76,1%). As diferencas de idade registadas entre as ovelhas dos grupos Controlo e
Melatonina revelaram-se estatisticamente significativas (P<0,001) (Quadro IV). Na verdade, as
ovelhas Melatonina incluiam a maioria das ovelhas com mais de 8 anos de idade (1-7 anos:
22,2% vs. > 8 anos: 77,8%) (32 = 62,7; P<0,001). O mesmo sucedeu relativamente as ovelhas
tratadas com FGA ou MAP (P<0,05). Neste caso, todas as ovelhas mais velhas (> 8 anos) foram
tratadas com FGA e nenhuma foi tratada com MAP. A idade dos grupos inseminados com
sémen fresco ou refrigerado ou com sémen diluido com Andromed® ou com OviXcell® ndo

diferiram significativamente (P>0,05).

Quadro V. Idade, peso corporal e condigdo corporal (CC) das ovelhas estudadas, de

acordo com os tratamentos hormonais aplicados, com o processo de preservacao e o tipo

de diluidor

Idade Peso CcC
(anos) (kg) (pontos)
Controlo 47°+29 54,78+ 10,2 2,82+0,5
Melatonina 2,42+17 58,22+ 8,8 292+04
FGA 3,72+ 27 56,22 £ 9,6 2,82+£0,5
MAP 2314 56,22+ 10,4 292+£0,5
Fresco 3,12+23 56,72+ 10,3 2,82+0,5
Refrigerado 3,72+28 55,62 +9,1 2,92+0,5
Andromed 3,52+28 57,22+ 10,2 2,82+0,5
OviXcell 3,22+£25 55,02+9,1 292+£0,5

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

As ovelhas pesavam, em média, 56,2 + 9,7 kg (c.v. = 17,3%) e apresentavam uma CC
média de 2,9 = 0,5 (c.v. = 16,3%). As diferencas de peso corporal e de CC entre ovelhas
Controlo e Melatonina, tratadas com FGA + eCG ou MAP + eCG, inseminadas com sémen
fresco ou refrigerado, diluido com Andromed® ou com OviXcell® foram estatisticamente no
significativas (P>0,05). As ovelhas apresentavam um peso e uma CC média adequada a
cobrigédo — 2,5-3,5 pontos (O’Brein, 2002, Scaramuzzi e Martin, 2008 e Karikari e Blasu, 2009)
ou 3,0-4,0 pontos (Palacios, 2010 e Valentim et al., 2016b).
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2.1 - ESTADO FISIOLOGICO PRE-TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS

Nas duas semanas anteriores (Maio) a aplicacdo dos tratamentos progestagénicos
curtos + eCG, todas as ovelhas Awassi x Sarda apresentaram em, pelo menos uma das tomas
de sangue, niveis plasmaticos de P4 superiores a 0,5 ng/ml, o que significa que, estavam
“ciclicas”. Este resultado era ja esperado, pois o trabalho foi realizado com ovelhas cruzadas de
racas mediterranicas, na zona da Terra Quente Transmontana, durante a Primavera —
temperaturas do ar mais amenas, com menores gastos energéticos em termorregulacdo, mais
energia disponivel para a reproducao (Salama et al., 2014, Palacios e Abecia, 2015, Abecia et
al., 2016 e Silva et al., 2016). Na mesma altura, ainda que na Terra Fria Transmontana e
trabalhando com ovelhas da raca Churra Galega Bragancana, Conradi (2018) verificou
igualmente gque todas as ovelhas apresentaram niveis plasmaticos de P4 superiores a 0,5 ng/ml.
Mateus (2014) verificou que, na primeira quinzena de Marco, 43,9% das ovelhas
Awassi x Sarda ja apresentava actividade ovarica completa. Porém este trabalho foi realizado
no més de Marco.

Nem a idade, nem o peso corporal, nem a CC afectaram significativamente o estado
fisioldgico pré-tratamentos progestagénicos curtos + eCG (P>0,05). A administracdo prévia de
melatonina também nao teve qualquer efeito significativo (P>0,05) porque todas as ovelhas ja
estavam ciclicas (Controlo vs. Melatonina).

22 — RESPOSTA OVARICA AOS TRATAMENTOS PROGESTAGENICOS
CURTOS + ECG

No presente trabalho os implantes subcutdneos de melatonina foram colocados
desconhendo-se o estado fisiologico (Ciclicas vs. Anestro) inicial das ovelhas. A decisdo de 0s
colocar baseou-se na necessidade de aumentar as taxas reprodutivas, particularmente, se as
ovelhas estivessem em anestro (Forcada et al., 2001, Sanchez et al., 2003 e Santander et al.,
2003, Valentim et al., 2006 e Valentim et al., 2009). A eficacia dos dois tratamentos
progestagénicos curtos + eCG foi total — 100,0%. No estudo desenvolvido por Conradi (2018),
a resposta das ovelhas Churras Bragancanas ao tratamento curto FGA + eCG foi igualmente de
100,0%. Tanto no presente trabalho, como no de Conradi (2018), os efeitos da administracéo
prévia de melatonina exdgena revelaram-se estatisticamente ndo significativos (P>0,05). As
condig¢Bes ambientais particularmente favoraveis, a ciclicidade apresentada pelas ovelhas, o seu

peso e a sua CC séo alguns dos factores que poder&o ter contribuido para este resultado.
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De acordo com Bartlewski et al. (1999b), os niveis circulantes de P4 comecam a elevar-
se 3-7 dias depois da deteccdo do cio. Neste trabalho a primeira elevagdo dos niveis plasmaticos
de P4 surgiu, em média, 30,5 + 12,6 horas (c.v. = 41,1%) pds-tratamentos progestagénicos
curtos + eCG. Este resultado é semelhante ao encontrado por Conradi (2018) em ovelhas da
raga Churra Galega Bragancana (= 32 horas; em 2017) e por Fornazari (2018) em ovelhas Assaf
(28,9 £11,5 horas; em 2017). Contudo, ele difere significativamente do observado por Dendena
(2017) em ovelhas Churras Bragancanas (53,1 £ 15,6 horas; em 2016) e por Conradi et al.
(2017) em ovelhas Lacaune (50,9 £ 33,5 horas; em 2017). Os tratamentos progestagénicos
produzem respostas reprodutivas varidveis (Evans, 2003 e Martinez et al., 2015), possivelmente
porque ndo controlam o crescimento folicular (Menchaca e Rubianes, 2004 e Martinez et al.,
2015) e porque promovem a maturacdo de foliculos pré-ovulatérios (Martin et al., 1986,
Chemineau et al., 1987 e Contreras-Solis et al., 2008). Por outro lado, Driancourt et al. (1987)
demonstraram que a quantidade de gonadotropinas que € necessaria a inducao do crescimento
folicular final € muito variavel. Os resultados encontrados no presente estudo indiciam
variacOes raciais e anuais na resposta das ovelhas aos tratamentos progestagénicos
“curtos” + eCG. A administracdo prévia de melatonina ndo afectou significativamente a
duracgéo do intervalo entre a remocao das esponjas vaginais e a PENPP4 (P>0,05).

A diferenga entre progestagénios utilizados revelou-se estatisticamente ndo significativa
(FGA 31,2 + 13,4 horas vs. MAP — 28,4 + 9,5 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 precisao e
concentragéo dos cios) do que o MAP, sem alterar a duracdo do cio (Romano, 1996). Contudo,
Ungerfeld e Rubianes (2002), Zeleke et al. (2005), Abecia et al. (2012), Mateus (2014), Afonso
(2015), Dendena (2017) e Fornazari et al. (2018) ndo encontraram qualquer diferenca
estatisticamente significativa na resposta reprodutiva de ovelhas tratadas com FGA + eCG ou
com MAP + eCG. Os dados encontrados no presente trabalho suportam as observacGes dos
ultimos autores. Por outro lado, eles revelam a rapidez com que as ovelhas comecaram a
produzir niveis plasmaticos de P4 superiores a 0,5 ng/ml. Este facto pode ter resultado da
elevada dose de eCG administrada (750 Ul). Contudo, Conradi (2018) obteve o mesmo
resultando ap6s administracdo de apenas 500 Ul de eCG.

Nos programas de A o sucesso da inseminacao cervical a tempo fixo depende da resposta
ao tratamento de controlo da actividade reprodutiva, da taxa ovulatéria e do momento de
realizacdo da mesma (Baril et al., 1993, Drion et al., 2001, Menchaca e Rubianes 2004, Ustuner

et al., 2007 e Kukovics et al., 2011). A melhor altura difere segundo o autor: 46 horas
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(Fernandez-Abella et al., 2003 e Kukovics et al., 2011), 48-72 horas (Karagiannidis et al., 2001
e Kukovics et al., 2011), 55 horas (Valentim et al., 2009, Cortez, 2012, Dendena, 2017 e
Fornazari et al., 2018) e 58-63 horas (Donovan et al., 2001, 2004 e Kukovics et al., 2011). A

escolha das 55 horas pos-tratamentos progestagénicos curtos + eCG parece ter sido adequada.
2.3 - RESPOSTA A INSEMINAQAO ARTIFICIAL

Trinta e oito dias apds a IA 74,5% das ovelhas Awassi x Sarda estavam gestantes. Neste
trabalho, a taxa de fertilidade foi superior ou igual aos valores médios de fertilidade indicados
na bibliografia para ovinos: 50-65% (Baril et al., 1993, Ax et al., 2004 e Valentim et al., 2009)
e 65-75% (Colas e Gueérin, 1979; citados por Cognié, 1988). Na verdade, se fossem eliminados
0s resultados relativos as ovelhas com mais de 7 anos de idade, a taxa de fertilidade alcancada
seria de 80,0%. Varios autores referem valores de fertilidade de 70-82% (Donovan et al., 2001,
2004 e Kukovics et al., 2011), de 76,5% (Fornazari et al., 2018), de 82,2% (Hill et al., 1998 e
Ehling et al., 2003 e Kukovics et al., 2011), 84,1% (Conradi, 2018), 85,1% (Dendena, 2017) e
de 80-90% (Kukovics et al., 2011).

2.3.1— IDADE, PESO E CONDICAO CORPORAL

A idade afectou a taxa de fertilidade (P<0,01). Contudo, quando a comparagao ¢ feita
entre ovelhas primiparas e ovelhas multiparas este efeito desaparece (Primiparas: 79,3% vs.
Multiparas: 72,9%) (x2= 1,0; P>0,05). Este resultado esta certamente relacionado com a elevada
heterogeneidade de idades das ovelhas multiparas — 2-13 anos de idade (Figura 27). Segundo
Forcada (2010), as ovelhas com idades superiores a 10 anos apresentam uma reducao
significativa das funcBes hipotalamicas e hipofisarias. Os resultados observados no presente
trabalho sugerem que esta reducdo surge nas ovelhas Awassi x Sarda mais cedo — 8-9 anos. Se
s0 se tiverem em conta os resultados de fertilidade das ovelhas com até 7 anos de idade, as taxas
de fertilidade das ovelhas primiparas e das ovelhas multiparas seriam ainda mais préxima
(Primiparas: 79,3% vs. Multiparas: 80,0%) (2= 0,0; P>0,05). Anel et al. (2006) recomendam
que, em programas de 1A, ndo sejam utilizadas ovelhas com mais de 5 anos de idade. Os
resultados encontrados no presente trabalho indicam que se deve evitar a inseminacdo de

ovelhas Awassi x Sarda com mais de 7 anos de idade.
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Figura 27. Variacdo da taxa de fertilidade em fungéo da idade das ovelhas Awassi x Sarda.

Nem o peso nem a CC condicionaram a taxa de fertilidade (P>0,05). Na verdade, apesar
das fémeas estarem em lactacdo, o regime alimentar praticado era equilibrado, como demonstra
o valor da CC média (2,9 pontos). Segundo O’Brein (2002), Scaramuzzi e Martin (2008) e
Karikari e Blasu (2009) a CC ideal, no momento da inseminagéo, deve situar-se entre 2,5-3,5
pontos. Palacios (2010) e Valentim et al. (2016b) propem um intervalo ligeiramente mais

elevado — 3,0-4,0 pontos.
2.3.2 — MELATONINA EXOGENA

Em Franga, a administracdo de melatonina exdgena melhora as taxas reprodutivas de
fertilidade e de prolificidade (Valentim et al., 2006 e Forcada, 2010). Em Espanha, os seus
efeitos sdo evidentes essencialmente no que se refere a taxa de prolificidade (Forcada, 2010).
A melhoria da taxa de fertilidade esta associada a inducdo da actividade ovarica (Forcada,
2010). No presente trabalho o tratamento prévio com melatonina ndo influenciou a taxa de
fertilidade (Controlo: 70,2% vs. Melatonina: 78,6%) (x> = 0,0; P>0,05). O mesmo foi
encontrado por Conradi (2018). Possivelmente, todas as ovelhas estudadas ja teriam entrado na
estacdo reprodutiva. Contudo, ha que ter presente que os efeitos de um bom regime alimentar
podem camuflar os efeitos positivos da administracdo de melatonina exdgena sobre as taxas
reprodutivas (Valentim et al., 2006 e Forcada, 2010). O mesmo sucede com 0s tratamentos
progestagénicos + gonadotropinas (Valentim et al., 2006).

2.3.3—-T1PO DE PROGESTAGENIO
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O FGA e o MAP sédo igualmente eficdcia na inibicdo temporaria do ciclo éstrico
(Ungerfeld e Rubianes, 2002, Zeleke et al., 2005, Abecia et al., 2012, Mateus, 2014 e Afonso,
2015), embora o FGA tenha o dobro da eficiéncia do MAP (Robinson, 1979 e Romano, 1996)
e 25 vezes mais do que a da P4 (Robinson, 1965 e Romano, 1996). Nos pequenos ruminantes,
0 FGA tem uma semivida mais curta do que o MAP (Romano, 1996). Neste sentido, alguns
autores afirmam que o FGA promove um regresso mais rapido a actividade ovarica ciclica e ao
cio (maior precisdao e concentracdo) do que o MAP, ainda que nédo altere a duracdo do cio
(Romano, 1996). Contudo, Ungerfeld e Rubianes (2002), Zeleke et al. (2005), Mateus (2014)
e Afonso (2015) ndo encontraram qualquer diferenca significativa na resposta reprodutiva de
ovelhas tratadas com FGA e com MAP. No presente trabalho os resultados alcangados suportam
os dados destes ultimos autores, visto que, a taxa de fertilidade ndo variou em funcdo do tipo
de progestagénio usado (FGA: 72,3% vs. MAP: 81,5%) (2= 2,1; P>0,05).

2.3.4—-Dose DEECG

Durante a estagéo reprodutiva, a administracdo de eCG reduz o intervalo entre a remocao
das esponjas vaginais e o cio e melhora a eficiéncia do tratamento de sincronizacéo de cio e a
taxa de ovulacdo (Ustener et al., 2007). Por outro lado, a taxa de fertilidade pds-1A depende da
quantidade de eCG administrada: 200 Ul — 62,4%, 250 Ul — 72,9%, 300 Ul — 79,1% e 375 Ul
—>69,4% (Hill et al., 1998). Dendena (2017) utilizou uma dose de 500 Ul e obteve uma taxa
de fertilidade de 85,1% (ovelhas da raca Churra Galega Bragancana). Neste trabalho, a dose de
750 Ul de eCG produziu uma taxa de fertilidade de 74,5%. Todavia, se sé se tivessem em conta
os resultados das ovelhas com até 7 anos de idade, a taxa de fertilidade atinja 80,0%. Conradi
(2018) obteve um resultado muito semelhante com ovelhas da raga Churra Galega Bragancana
(84,1%) e Fornazari et al. (2018) com ovelhas da raca Assaf (76,5%). Apesar de Gordon (1997)
e Anel et al. (2006) afirmarem que existem diferencas raciais quanto a taxa de fertilidade pos-
IA, os resultados encontrados no presente trabalho (ovelhas até 7 anos de idade) nao diferem
significativamente dos encontrados por Dendena (2017) e Fornazari et al. (2018). Os resultados
encontrados confirmam que a idade condiciona a resposta das ovelhas a administracao de eCG
(Valentim et al., 2015b), capaz de mascarar possiveis diferencas associadas a dose de eCG

administrada.

2.3.5—-NUMERO DE PARTOS
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Nos pequenos ruminantes, o nimero de partos pode afectar o sucesso da IA (Lima, 2010
e Abecia et al., 2016). Nos ovinos, o tipo de Os externo pode modificar-se com o parto,
aumentando de tamanho (Kershaw et al., 2005, Candappac e Bartlewski, 2011 e Moura et al.,
2011) e de complexidade (Kershaw et al., 2005 e Anel et al., 2006). Windsor et al. (1994),
Buckrell et al. (1994), Milczewski et al. (2000) e Lima (2010) referem que as ovelhas
multiparas apresentam uma abertura cervical maior do que a das ovelhas nuliparas, o que
facilita a introducdo do pistolete de 1A nas primeiras. Porém, Kaabi et al. (2006) afirmam que
um cérvix mais complexo impede uma penetracdo mais profunda do pistolete, pelo que causam
taxas de fertilidade pds-inseminacdo cervical mais baixas. No presente trabalho, 26,4% das
ovelhas eram primiparas e as demais 73,6% eram multiparas (52 = 46,1; P<0,001). Todavia, a
diferenca de fertilidade entre estes dois grupos de ovelhas revelou-se estatisticamente nédo
significativa (Primiparas: 79,3% vs. Multiparas: 72,8%) (x> = 1,0; P>0,05).

2.3.6 — CARNEIRO

Nos ovinos de leite, os machos reprodutores influenciam a taxa de fertilidade pos-1A
(Campbell et al., 1996 e Anel et al., 2005, 2006). Neste trabalho foram usados como dadores
de sémen dois carneiros. A taxa de fertilidade das ovelhas variou em funcéo do carneiro dador
de sémen (Carneiro 501: 82,3% vs. Carneiro 627: 66,0%) (x> = 6,7; P<0,01). Neste caso, ¢
possivel que esta variagdo esteja associada a diferenca de idade dos machos dadores — o carneiro
627 tinha 1 ano e o carneiro 501 tinha 2 anos de idade. A producdo quantitativa e qualitativa de
sémen varia com a idade (Aisen e Venturino, 2004), que condiciona o tamanho das reservas
epididimais de espermatozdides e a sua qualidade (Sorenson Jr, 1977, Baril et al., 1993 e
Gordon, 1997).

2.3.7—METODO DE PRESERVACAO DO SEMEN

De um modo geral, as taxas de fertilidade sdo mais altas apds inseminacdo com sémen
fresco do que com sémen refrigerado (Gergatz e Gyoker, 1997, Fernandez-Abella et al., 2003,
Aral et al., 2011 e Kukovics et al., 2011). Pelo contrario, Dendena (2017) obteve uma taxa de
fertilidade superior entre as fémeas inseminadas com sémen refrigerado do que com sémen
fresco (Fresco: 79,4% vs. Refrigerado: 90,9%). Por seu turno, Fornazari et al. (2018) néo
encontraram diferencas estatisticamente significativas entre as taxas de fertilidade p6s-1A com

sémen fresco ou com sémen refrigerado (Fresco: 81,3% vs. Refrigerado: 72,2%). No presente
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trabalho a taxa de fertilidade também néo variou significativamente em funcdo da técnica de
preservacdo do sémen utilizada (Fresco: 78,6% vs. Refrigerado: 70,4%) (x* = 2,1; P>0,05).

2.3.8 — DILUIDOR SEMINAL

O tipo de diluidor seminal condiciona a viabilidade dos espermatozéides conservados,
dependendo das suas propriedades osmoticas, tampdo e de proteccdo antibacterianas e
antifungicas e contra o choque térmico (Baril et al., 1993, Gordon, 1997, Salamon e Maxwell,
2000, Aisen, 2004b, Anel et al., 2006, O’Meara et al., 2007, Cebrian et al., 2010b, Bernardini
et al., 2011, Morrell, 2011, Amidi et al., 2016, Sieme et al., 2016, Valentim et al., 2016b e
Arando et al., 2017). No presente trabalho, o tipo de diluidor seminal n&o afectou
significativamente a taxa de fertilidade (Andromed®: 72,4% vs. OviXcell®: 76,9%) (x*> = 0,7;
P>0,05). Fornazari et al. (2018) obteve resultados semelhantes (Andromed®: 77,8% vs.
OviXcell®: 75,0%). Dendena (2017) também nZo encontrou diferencas significativas nas taxas
de fertilidade associadas ao tipo de diluidor seminal utilizado (Andromed®: 83,9% vs. INRA
96®: 83,3%).

Ainda que o Andromed® (com glicerol) tendo sido desenvolvido para preservar sémen de
bovino e o OviXcell® (sem glicerol) para preservar sémen de ovino, os efeitos de ambos sobre
a fertilidade do sémen diluido de carneiros Assaf foram iguais. Se por um lado, o glicerol tem
efeitos toxicos sobre os espermatozoides (Watson, 1992 e Watson, 1995) e fragiliza a sua
membrana plasmatica (Curry et al., 1995, Watson, 1995 e Seifi-Jamadi et al., 2017), por outro,
durante o processo de refrigeracéo, ele protege os espermatozoides do choque térmico (Salamon
e Maxwell, 2000, Anel et al., 2006 e Forouzanfar et al., 2010). De acordo com os resultados
alcancados, os possiveis efeitos deletérios do glicerol sobre os espermatozdides nao foram
detectaveis. Porém, é possivel que os seus efeitos protectores tenham contribuido para que a
taxa de fertilidade do sémen refrigerado tenha sido igual a do sémen fresco. Todavia o choque
térmico pode ter sido prevenido apenas porque se aplicou uma taxa regular de refrigeracdo do
sémen diluido (Baril et al., 1993, Salamon e Maxwell, 2000, Aisen, 2004b e Anel et al., 2006).

2.3.9-0s EXTERNO

No presente trabalho foram encontrados todos os tipos de Os externo da Tabela de
Kershaw et al. (2005) (Quadro V). O mesmo sucedeu no trabalho desenvolvido por Conradi et
al. (2017), Dendena (2017), Conradi (2018) e Fornazari et al. (2018). No presente trabalho, a

distribuicdo percentual foi relativamente uniforme.
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A distribuicdo percentual encontrada por Dendena (2017) e Conradi (2018), em ovelhas
da raca Churra Galega Bragancana, por Conradi et al. (2017), em ovelhas Lacaune e por
Fornazari et al. (2018), em ovelhas da raca Assaf, foi diferente e reflecte possiveis diferencas
genéticas, de idade e do numero de partos (Kershaw et al., 2005 e Aral et al., 2011). No presente
trabalho, o tipo de Os externo exerceu uma influéncia pouco significativa sobre a taxa de
fertilidade (Quadro V). A que produziu uma taxa de fertilidade mais elevada foi ado tipo aba
(83,3%). A papila resultou em um valor intermédio (77,7%). O bico de pato (70,8%), a rosa
(69,0%) e a fenda (76,5%) produziram as taxas de fertilidade mais baixas. Fornazari et al.
(2018) encontraram uma taxa de fertilidade mais baixa entre as ovelhas com um Os externo do
tipo aba (mais reduzida). Conradi et al. (2017) registaram a taxa de fertilidade mais baixa entre
as ovelhas com um Os externo do tipo Fenda. Pelo contrario, Conradi (2018) verificou que a
taxa de fertilidade mais elevada estava associada ao Os externo do tipo Fenda. Dendena (2017)

refere que as melhores taxas de fertilidade foram encontradas nos tipos papila e fenda.

Quadro V. Configuracdo anatomica da entrada no canal cervical (percentagem) e sua

relacdo com a taxa de fertilidade

Os externo Percentagem Taxa de Fertilidade
Bico de Pato 21,8%° (24/110) 70,8%* (17/24)
Aba 16,4%? (18/110) 83,3% (15/18)
Rosa 26,4%° (29/110) 69,0%* (20/29)
Papila 20,0%? (22/110) 77,7%*Y (17/22)
Fenda 15,5%% (17/110) 76,5%* (13/17)

a=a, para P>0,05; x=x, para P>0,05, x#y, para P<0,05 (entre linhas, mesmo pardmetro).

2.3.10 — COR DA MUCOSA E LUBRIFICACAO

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

Fonseca et al. (2017) acreditam que o0 aspecto macroscopico das secre¢des vaginais pode
ser usado na estimativa do momento da fase folicular em que a fémea se encontra. Estas sdo
mais cristalinas e mais abundantes quando o ovério ¢ “dominado” por foliculos antrais de
grandes dimensdes (Fonseca et al., 2017). Quando da ovulacdo, as secre¢des vaginais sdo
fundamentalmente estriadas/caseosas (Fonseca et al., 2017). No presente estudo, 97,3% das
ovelhas estudadas apresentaram uma boa lubrificacao (estriada ou estriada/caseosa) e 2,7% uma
lubrificacdo abundante (cristalina ou cristalina/estriada) (x> = 176,7; P<0,001). O tipo de

lubrificagéo ndo afectou significativamente a taxa de fertilidade (Boa: 74,8% vs. Abundante:
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66,7%) (x% = 1,6; P>0,05). O mesmo foi referido por Fornazari et al. (2018). Pelo contrario,
Conradi et al. (2017) e Dendena (2017) observaram melhores taxas de fertilidade quando a

lubrificacdo vaginal era liquida e abundante (cristalina ou cristalina/estriada).
2.3.11 — VISCOSIDADE DAS SECREGOES CERVICAIS

O transporte do esperma no tracto genital feminino é condicionado pela qualidade do
muco cervical (Santolaria et al., 2011). Fonseca et al. (2017) acreditam mesmo que 0 aspecto
macroscopico do muco cervical pode ser utilizado na determinacdo do momento ideal para
proceder a IA. Este varia de cristalino a caseoso entre o inicio e o fim do cio (Siqueira et al.,
2009 e Fonseca et al., 2017). Todas as ovelhas estudadas ostentavam um muco cervical de
reduzida viscosidade (cristalina ou cristalina/estriada). Na verdade, este tipo de secregdes
facilita a entrada e a progressdo dos espermatozdides no canal cervical (McKusick et al., 1998
e El-Shahat e Alsafy, 2009). Os resultados encontrados relacionam-se, certamente, com 0s
tratamentos aplicados e 0 momento em que se procedeu a IA e mostram que as ovelhas estavam
bem alimentadas, saudaveis e no periodo de cio. Conradi (2018) e Fornazari et al. (2018)

obtiveram resultados muito semelhantes.
2.3.12 — LocAL DE DEPOSICAO DE SEMEN

Na inseminacdo cervical, a taxa de fertilidade € maior quanto mais profundamente for
deixado o sémen (Steyn, 2003, Ferra e Sereno, 2006, Fonseca et al., 2010, Candappa e
Bartlewski, 2011 e Valentim et al., 2016d), desde que ndo se force a passagem pelo canal
cervical (Steyn, 2003, Aisen, 2004a, Ferra e Sereno, 2006 e Valentim et al., 2016d). De acordo
com Kaabi et al. (2006), as racas espanholas com menores taxas de fertilidade (Assaf e Churra)
tém um cérvix complexo, incompativel com uma penetracao profunda. No presente trabalho, o
sémen foi depositado maioritariamente ap6s a 1% prega (Quadro VI). As deposi¢des mais
profundas (22 e 32 pregas) ocorreram na mesma percentagem de ovelhas que foram inseminadas
vaginalmente. Contudo, a melhor taxa de fertilidade verificou-se nas inseminagdes cervicais
profunda e a pior nas vaginais. No estudo de Fornazari et al. (2018), o sémen foi depositado na
vagina ou depois da 1? prega. Enquanto as inseminagdes vaginais resultaram numa taxa de
fertilidade de 0,0%, as realizadas depois da 12 prega produziram uma taxa de fertilidade de
78,8%. Resultados semelhantes foram observados por Conradi (2018). Por seu turno, Conradi
et al. (2017) verificaram que as inseminagOes cervicais mais profunda (22 prega cervical)

resultaram em melhores taxas de fertilidade. Pelo contrario, Dendena (2017) registou as piores

62



taxas de fertilidade nas inseminagOes mais profundas (22 prega). A inseminacdo vaginal
produziu uma taxa de fertilidade igual a inseminacéo cervical pos-12 prega (Dendena, 2017).

Quadro VI. Local da deposicdo do sémen (percentagem) e sua relacdo com a taxa de
fertilidade

Local deposicdo do sémen  Percentagem  Taxa de Fertilidade

Vaginal 3,6%2 (4/110) 25,0%* (1/4)
12 prega 92,7%P (102/110)  75,0%Y (77/102)
2% prega 2,7%? (3/110) 100,0%?* (3/3)
3% prega 0,9%2 (1/110) 100,0%* (1/1)

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

2.3.13 - REFLUXO VAGINAL

As ovelhas que produzem refluxo cervical apresentam taxas de fertilidade mais baixas
(Palacios, 2010, Candappa e Bartlewski, 2011, Morrell, 2011 e Dendena, 2017). O refluxo
cervical deve ser evitado (Cseh et al., 2012, Dendena, 2017 e Fornazari et al., 2018),
particularmente quando este é abundante (Palacios, 2010 e Dendena, 2017).

No presente trabalho, a maioria das ovelhas inseminadas cervicalmente ndo fez refluxo
(Quadro VII). Todavia a melhor taxa de fertilidade verificou-se entre as ovelhas que
apresentaram um ligeiro refluxo cervical (Ligeiro: 90,0% vs. Sem: 73,3%) (x* = 9,6; P<0,01).
O mesmo foi observado por Dendena (2017). Por seu turno, Conradi et al. (2017) e Conradi
(2018) ndo conseguiram estabelecer qualquer relacdo estatisticamente significativa entre a taxa

de fertilidade e o refluxo cervical.

Quadro VII. Refluxo cervical (percentagem) e sua relacdo com a taxa de fertilidade

Refluxo Seminal Percentagem Taxa de Fertilidade
Sem 81,1%? (86/106) 73,3%* (63/86)
Ligeiro 18,9%P (20/106) 90,0% (18/20)

a#b, para P<0,001; x£y para P<0,01 (entre linhas, mesmo parametro).
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3 - CONCLUSOES

Tendo em conta as condigdes em que este trabalho foi desenvolvido, a metodologia

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

— Na segunda quinzena de Maio, todas as ovelhas Awassi x Sarda estavam ciclicas.

— Ambos os tratamentos progestagénios curtos (FGA e MAP) + eCG foram 100,0%

eficazes.

— A administracdo prévia de melatonina ndo afectou a percentagem de ovelhas que

ovularam em resposta aos tratamentos progestagénicos + eCG.

— O FGA e o MAP foram igualmente eficazes na sincronizacdo do momento de formacéo

do primeiro CL.
— Trinta e oito dias apods a A, 74,5% das ovelhas Awassi x Sarda estavam gestantes.

— A taxa de fertilidade foi significativamente influenciada pela idade das ovelhas, pelo
carneiro dador de sémen (Carneiro 501: 82,3% vs. Carneiro 627: 66,0%), pelo tipo de
Os externo, pelo local de deposicéo do sémen (Vaginal: 25,0% vs. 12 prega: 75,0% vs.
2% prega: 100,0% vs. 32 prega: 100,0%) e pelo refluxo cervical (Sem: 73,0% vs. Ligeiro:
90,0%).

— A taxa de fertilidade ndo foi significativamente alterada pelo tratamento prévio com
melatonina (Controlo: 70,2% vs. Melatonina: 78,6%), o tipo de progestagénio (FGA:
72,3% vs. MAP: 81,5%) pelo nimero de partos (Primiparas: 79,3% vs. Multiparas:
72,8%), pelo método de preservacdo do sémen (Fresco: 78,6% vs. Refrigerado: 70,4%),
pelo tipo de diluidor (Andromed®: 72,4% vs. OviXcell®: 76,9%), pela cor da mucosa
vaginal (Rosa: 100%), pelo grau de lubrificacdo (Boa: 74,8% vs. Abundante: 66,7%) e
pela viscosidade das secreces cervicais (liquida: 100%).
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