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RESUMO

O uso da inseminacdo artificial acelera o melhoramento genético, evita a transmissao de doencas
venéreas e facilita a realizacdo de testes de progénie além de possibilitar que machos subférteis
produzam filhos. Ultimamente, vem sendo utilizada com sucesso a inseminagéo artificial em
tempo fixo (IATF), na qual as fémeas tém o estro induzido por tratamento hormonal, o que
permite uma previsao da manifestacdo do estro e ovulacdes e, consequentemente, 0 momento
ideal de inseminacdo. Objetivando, a partir do conhecimento do momento da ovulagdo, pré-
determinar o periodo mais adequado para 0 momento da deposi¢cdo do sémen, resfriado e
congelado, no trato reprodutivo da fémea, em programas de IATF, vinte ovelhas tiveram o estro
sincronizado com uso de progestagenos intravaginais (Progespon®, Coopers), por 12 dias e
400U1 de gonadotrofina coridnica equina [eCG (Novormon®, Coopers)], para determinacdo dos
momentos que antecedem e marcam a ovulagdo. Outras duzentas ovelhas, submetidas ao mesmo
protocolo para sincronizagdo do estro, foram divididas em 4 grupos para Inseminagéo Artificial,
tendo sido utilizado sémen refrigerado nos grupos 1 e 2 e sémen congelado nos grupos 3 e 4. As
ovelhas que compunham os G1 e G3 foram inseminadas 58+1h apds retirada do persario (pré-
ovulatorio), e as que compunham os G2 e G4 foram inseminadas 64+3h ap0s retirada do persario
(pbs-ovulatorio). Os resultados foram observados através da confirmacéo de prenhez e os dados
submetidos a analise estatistica pelo Odds ratio com e nivel de significancia (p) inferior a 0,05.
Tendo sido observado bons resultados quando utilizado sémen refrigerado e congelado,
respectivamente, nos periodos que antecederam (68% de prenhez) e ultrapassaram (64% de
prenhez) as 60h, respectivamente, apds retirada da fonte ex6gena de progestageno.

Palavras chaves: periodo ovulatorio, taxa de prenhez, estro



ABSTRACT

The use of artificial insemination (Al) accelerates the genetic improvement, prevents
transmission of venereal diseases and facilitates testing of progeny besides enabling subfertile
males to produce descendents. Fixed Time Artificial Insemination (FTAI) has been used
successfully in which females have their estrus induced by hormonal treatment, which allows a
prediction of the manifestation of estrus and ovulation and therefore the ideal time of
insemination. In order, from the knowledge of time of ovulation, pre-determine the most
appropriate period for the time of deposition of semen, cooled and frozen in the female
reproductive tract in FTAI programs, twenty ewes had their estrus synchronized using
intravaginal progesterone (Progespon ®, Coopers) for 12 days and 400 IU of equine chorionic
gonadotropin [eCG (Novormon ®, Coopers)], to determine the moments leading up to ovulation.
Other two hundred ewes, submitted to same protocol for synchronization of estrus, were divided
into 4 groups for Artificial Insemination, with cooled semen used in groups 1 and 2 and frozen
semen in groups 3 and 4. The sheep from G1 and G3 were inseminated 58 + 1h after removal of
progesterone intravaginal device (pre-ovulatory), and the sheeps from G2 and G4 were
inseminated 64 + 3h after withdrawal of progesterone intravaginal device (post-ovulatory). The
results were obtained through the confirmation of pregnancy and data were subjected to
statistical analysis with odds ratio and level of significance (p) less than 0.05. It having seen
observed good results when used cooled and frozen semen, respectively, in the periods preceding
(68% pregnancy rate) and exceeded (64% pregnancy) the 60h, respectively, after withdrawal of
exogenous source of progestagen.

Key words: ovulatory period, pregnancy rate, estrus



1.

INTRODUCAO

Os ovinos no Nordeste do Brasil representam uma importante atividade socioecondmica
para os produtores rurais, sendo explorados principalmente para a producdo de carne e pele
(SELAIVE VILLAROEL et al.,1996). O consumo de carnes e derivados no pais é altamente
favoravel a ovinocultura, e encontra-se em pleno processo de expansdo, pois as estatisticas
oficiais mostram um consumo médio de 0,700g habitante/ano (MICHELS et al., 2006).

Para acelerar o crescimento da produtividade, aliada ao melhoramento genético, pode-se
vislumbrar a utilizacdo de biotécnicas da reproducdo como a sincronizacdo do estro, a
inseminacao artificial (IA) e a transferéncia de embrides (TE) (CARNEIRO, 2008).

Dentre as biotécnicas da reproducdo, a I.A € aquela que propicia maior amplitude de
resultados nos programas de melhoramento genético do rebanho (GOMES et al., 2010). Segundo
LEAO (2003), o uso da IA acelera o melhoramento genético, viabiliza a obteng&o de produtos de
reprodutores alojados em outros paises ou até mesmo que ja morreram, evita a transmissdo de
doencas venéreas e facilita a realizacdo de testes de progénie além de possibilitar que machos
subférteis produzam filhos.

Ultimamente, vem sendo utilizada com sucesso a inseminagdo artificial em tempo fixo
(IATF), na qual as fémeas tém o estro induzido por tratamento hormonal, o que permite uma
previsdo da manifestacdo do estro e ovulacBes e, consequentemente, 0 momento ideal de
inseminacdo (TRALDI, 2006). Esse trabalho objetiva, a partir do conhecimento da dinamica
folicular e do momento da ovulagdo, pré-determinar o periodo mais adequado para 0 momento
da deposicdo do sémen, resfrigerado ou congelado, no trato reprodutivo da fémea, em programas
de IATF, que resulte num maior indice de prenhez a fim de contribuir com a eficiéncia

reprodutiva e melhoria da produtividade do rebanho nacional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo Estral

Ovelhas séo poliéstricas estacionais de dia curto, sendo suas atividades reprodutivas
divididas em estacdes de anestro (inicio do inverno ao inicio do verdo), de transicdo (verdo) e de
acasalamento (final do verdo ao inicio do inverno) (FONSECA, 2005). Na espécie ovina,
algumas racas tém ciclo estacional (ocorrem em determinadas estagdes do ano), enquanto outras
ovulam o ano todo. A variagdo se da ndo apenas em funcdo da raga, mas também do ambiente e
da alimentacdo (CUNHA et al., 2001).

O ciclo estral é um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente, e em ovelhas tém
duracdo de 17 +2 dias que se divide em fase luteal, estendendo-se desde o dia 0 até o dia 13 e
uma fase folicular que compreende o dia 14 até o dia 17 (RUBIANES, 2000). A fase folicular,
periodo em que os foliculos crescem, dura cerca de 2 a 3 dias, e é caracterizada pelo
comportamento de estro, pico do hormdnios luteinizante (LH) pré-ovulatorio e o surgimento da
ovulacdo. A fase lutea é caracterizada pela presenca de um ou mais corpos luteos, e € quem
determina a duragéo do ciclo (PINEDA,1989).

O processo de foliculogénese tem inicio com a formagdo dos foliculos durante a vida
fetal, ou seja, ao nascimento a cordeira ja tem determinado o nimero de foliculos primordiais nas
suas gonadas. A maioria desses foliculos durante o seu crescimento vai se degenerar no processo
conhecido como atresia folicular, enquanto, apenas uma minoria vai completar sua maturacéo e
ovular (COSTA, 2007).

Durante o ciclo estral ocorre uma cadeia de eventos que se repetem até o impedimento da
lutedlise pela gestacdo ou pelo anestro estacional (COSTA, 2007). O ciclo estral é regulado por
mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos que sdo o0s hormoénios hipotalamicos, as
gonadotrofinas produzidas pela adenohipéfise e os esterdides secretados pelos ovérios. O
controle da secrecdo das gonadotrofinas durante o ciclo estral exige um delicado balanco entre as
complexas interagdes hormonais. (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O sistema nervoso central, sob acdo do horménio liberador de gonodotrofina (GnRH),
estimula a adenohipofise a sintetizar e secretar os hormonios LH e foliculo estimulante (FSH),
que estimulam, nos ovarios, a esteroidogénese da progesterona e estrégeno, que se somam
aqueles para promover o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e a ovulagdo (MORELLO &
CHEMINEAU, 2008).
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2.2.

Quando a concentracdo dos niveis plasmaticos de progesterona é inferior a 1ng/mL
(SOUZA et al., 2008), inicia-se a fase folicular. Com elevacdo da concentragdo plasmatica de
estrogeno ha o incremento nos pulsos de LH e desenvolvimento do comportamento sexual
caracteristico do estro. Os pulsos de secrecdo de LH aumentam progressivamente durante um
periodo de 8 a 12 horas quando alcanga o pico. A ovulacdo ocorre 24 horas ap6s o pico de LH,
iniciando a fase lutea do ciclo estral (CUMMING et al.,1971).

Na fase lutea alguns foliculos ovarianos emergem sob aumento da concentragdo de FSH.
Em funcdo da elevada concentracdo de progesterona os pulsos de LH estdo reduzidos, os maiores
foliculos dependentes regridem e uma nova emergéncia folicular se inicia. Essa emergéncia

folicular seguida de involucéo é conhecida como onda folicular (EVANS et al., 2000).

Dinamica Folicular Ovariana

Segundo BORGES et al. (2004), o processo continuo de crescimento e regressao folicular
é conhecido por dinamica folicular.

Durante o periodo interovulatério em pequenos ruminantes, o crescimento folicular
ocorre em padrdes de ondas, tanto na estacdo de acasalamento (EVANS et al., 2000) como na
estacdo de anestro (BARTLESWKI et al., 1998) e no periodo de transicdo entre estas duas
estacfes (RAVINDRA & RAWLINGS, 1997). O numero de ondas foliculares por ciclo varia
entre duas e quatro. Estas ondas emergem com intervalos de 4 a 6 dias, sendo que ha uma
interacdo entre 0s esteroides ovarianos e as gonadotrofinas responsaveis pela regulacdo da
dindmica folicular (RUBIANES, 2000).

Em uma onda folicular, trés eventos podem ser morfologicamente e fisiologicamente
caracterizados - o recrutamento, a selecdo e a dominéncia - que séo regulados pelo FSH e LH
hipofisarios, quanto a manifestacdo, manutencdo e suspensdo de cada um desses eventos
(GINTHER et al., 1996).

As principais caracteristicas da dindmica folicular em ovinos foram listadas por
MENCHACA e RUBIANES (2004), como se seguem: 1%) a cada onda existe sempre um foliculo
atingindo o didmetro > S5Smm; 2%) aquele maior foliculo cresce £ 1mm por dia durante 5 a 7 dias;
3% o tamanho do maior foliculo difere a cada onda; 4%) quando as concentracdes séricas de
progesterona aumentam, o intervalo entre ondas sdo menores e a renovacao folicular € facilitada;
5% nas fases latea intermediaria e final, os foliculos que ndo forem maior que 4mm néo faréo
parte do fendbmeno daquela onda; 6%) os maiores foliculos presentes no dia da lutedlise serdo os

que irdo ovular; 7%) na maioria dos ciclos ovulatorios duplos, os foliculos ovulatérios emergem
14



2.3.

como parte de uma mesma onda folicular, podendo em alguns casos fazerem parte de diferentes
ondas; e 8%) as ovulacOes duplas ocorrem com um intervalo de 24 horas entre as mesmas.

Em ovelhas, o foliculo pré-ovulatério inibe o crescimento de outros foliculos presentes
nos ovarios em tempo de aparecimento. O aparecimento de novos foliculos em crescimento, no
entanto, é diminuida, mas ndo inibida, embora o seu crescimento subsequente seja finalmente
suprimido (GONZALEZ-BULNES et al., 2001, 2004). O foliculo dominante evita a sua propria
regressdo, mudando a sua dependéncia de FSH para LH (CAMPBELL et al., 1995). No entanto,
quando a concentracdo de LH permanece baixa, grandes foliculos apresentam-se extremamente
dependentes de FSH sem estabelecer dominancia. Este efeito, induzido pela diminuigédo do LH,
explica os efeitos supressores da progesterona do corpo luteo nos foliculos dominantes em
ovinos (ADAMS, 1999).

O foliculo dominante é aquele que, para finalizar seu crescimento, tem a habilidade de
alterar sua dependéncia do FSH pelo LH, adquirindo receptores nas células da granulosa para
este horménio. A dominéancia folicular ocorre quando um ou mais foliculos antrais, numa onda,
excedem os demais foliculos em taxa de crescimento e tamanho, em ambos 0s ovarios
(GINTHER et al., 1996).

Sincronizacgao do Estro

A sincronizacdo do estro tem por finalidade fazer com que um grupo de ovelhas
apresente este comportamento, em determinado momento, para realizar-se a cobertura natural ou
artificial. As vantagens da sincronizacao do estro evidenciam-se na programacéo dos partos para
épocas mais propicias. sobrevivéncia das crias, na promocao da uniformidade do rebanho e da
producdo de leite e carne, possibilitando também, a reducéo do intervalo entre partos (NUNES et
al., 1997).

A duracdo normal do ciclo estral é de 17 dias para ovelhas (HAFEZ & HAFEZ, 2004) e
0s métodos empregados na manipulagdo do ciclo estral dos ovinos estdo divididos em dois
grupos: o método natural ou efeito macho e os métodos artificiais, com uso de horménios
(SILVA SOBRINHO, 2006).

O efeito macho consiste no afastamento de machos do rebanho por 60 dias, quando séo
reintroduzidos e induzem alto percentual de estro nas fémeas em 72 horas. Sua aplicacdo € mais
eficiente na estacdo de transicdo e pode ser associada com o uso de luz artificial (SASA et al.,
2004). A acgdo dos machos ocorre pelo efeito dos feromdnios na pulsagdo tdnica do LH,

aumentando sua frequéncia de liberacdo (NEVES et al., 1996).
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Implantes de melatonina inseridos préximo ao solsticio de verdo podem ser usados para
adiantar a estacdo reprodutiva em racas estacionais (HARESING et al., 1990), contudo longos
periodos de exposicdo aos tratamentos com melatonina podem diminuir a taxa de ovulacdo
(JORDAN et al., 1990).

O desenvolvimento folicular pode ser manipulado com o uso de gonadotrofinas e
progestagenos exdgenos (FONSECA, 2005).

Existem varios protocolos de inducdo de estro que utilizam variacGes na dose, duracao,
no tipo e na via de administracdo de progestagenos, no momento de aplicacdo de gonadotrofinas
e uso ou ndo de prostaglandinas. Diversos sao 0s progestdgenos que podem ser utilizados para
sincronizar 0 estro (Progesterona, Acetato de Fluorogestona-FGA, Acetato de
medroxiprogesterona (MAP) ou Norgestomet), bem como suas diferentes vias de administracéo
(injecdo intramuscular, implantes intravaginais, implantes subcutaneos para orelha) (BARIL et
al., 1995).

Gonadotrofinas e prostaglandinas sdo administradas 24 a 48 horas antes ou no momento
da retirada do dispositivo. Protocolos com longa permanéncia dos dispositivos (13-21 dias) tém
dispensado o uso de prostaglandina (FONSECA, 2005).

Todos os protocolos tém apresentado elevados indices de animais em estro apds a retirada
do progestageno, com taxas de gestacdo que variam de 50 a 80%, seja no uso da monta natural
ou da IA (FONSECA, 2005).

O uso de prostaglandinas é importante para promover a lise do corpo lGteo, garantindo
elevado nimero de animais que entram em estro precocemente ap0s retirada do progestageno
(FONSECA et al., 2005). A via de administracdo de prostaglandinas é outro aspecto que pode
variar, alcancando maior eficiéncia, quando administrada via intravulvosubmucosal (MELLADO
etal., 1994).

2.4. Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo (IATF)

A possibilidade no aumento da atividade reprodutiva passa necessariamente pela
aplicacdo de manejos que permitam o aproveitamento pleno de animais considerados de
alto potencial genético. Nenhuma outra técnica cumpre tdo bem essa finalidade quanto a
inseminacdo artificial, principalmente quando associada a criopreservacdo do sémen

(refrigeracdo e congelamento) (Bicudo, 2002).
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A 1A é considerada a biotécnica que permite que poucos machos selecionados produzam
espermatozdides para inseminar centenas de fémeas por ano (O’MEARA et al., 2008), e é

bastante difundida na reproducéo assistida de diversas espécies domésticas.

A inseminacao artificial, apesar de apresentar maior possibilidade de fertilizacéo, requer
instrumentos de alto valor e mdo-de-obra qualificada, o que tem dificultado a sua utilizacdo com
maior frequéncia de maneira comercial (CRUZ & FERRAZ, 2007).

Segundo TRALDI (1994) e GONZALES et al. (2002), essa técnica objetiva a introducéo
do sémen nas vias genitais de fémeas, podendo ser in natura, diluido, refrigerado ou congelado-
descongelado, por meio de instrumentos, em condi¢fes que permitam que 0s espermatozéides

encontrem o oécito e o fecunde.

A deposicdo do sémen nas vias genitais femininas podem ocorrer por meio da IA vaginal,
cervical, transcervical e intra-uterina. Na IA vaginal a deposicdo do sémen ocorre 0 mais
profundo possivel, contudo sem a preocupacdo de localizar a cervix (BUCKERELL et al., 1991).
Para deposicdo do sémen na IA cervical se faz uso de um especulo para visualizacdo das

estruturas e 0 sémen é depositado dentro da cérvix (1 a 3 cm).

Quando o sémen é depositado no Utero, pela 1A transcervical, é necessaria a localizagdo,
retracdo e estabilizacdo da cérvix que permitam uma penetracdo intra-uterina, que sO deve ser
realizado em ovelhas grandes e multiparas devido a dificuldade causada pela anatomia da cérvix
da ovelha que é tortuosa e estreita impossibilitando muitas vezes a passagem da pipeta para
deposicdo do sémen (AX et al., 2004).

A inseminagdo intrauterina por laparoscopia consiste na deposicdo de pequenas
quantidades de sémen nos cornos uterinos, reusltando em aceitaveis taxas de prenhez (FERRA &
SERENO, 2006), porém, o alto custo dificulta seu uso em rebanhos comerciais (MILCZEWSKI
et al., 2000). A técnica laparoscépica é a mais indicada para ovinos porque, a ovelha apresenta
excelente competéncia no fechamento do canal cervical, decorrente do maior pregamento
cervical interno determinando a formacdo de quatro a seis constricbes (anéis) com intenso
desalinhamento entre eles dificultando a transposicdo cervical por aplicadores de sémen mesmo
durante a vigéncia do estro (BICUDO et al., 2005).

A deteccdo de estro afeta diretamente a taxa de prenhez (nUmero de animais gestantes em
relacdo ao numero de animais submetidos a IA), que resulta em aumento no intervalo de partos
(IP), comprometendo a eficiéncia reprodutiva de um determinado rebanho (BARUSELLLI et al.,

2004).
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2.5.

A variabilidade das respostas aos protocolos de sincronizagédo do estro e da ovulagéo
(GUIDO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001; GUIDO et al., 2002) tém evidenciado a
necessidade de maximizar a sincronizacgdo, principalmente da ovulacdo para equacionar a relacéo
custo/beneficio dos programas reprodutivos (GUIDO et al., 1999), além de possibilitar a IATF.

Quando a IATF é aplicada em um rebanho, horménios adicionais sdo utilizados para
garantir a minima disperséo possivel da ovulagdo entre as fémeas. Gonadotrofinas hipofisarias e
coridnicas tem sido largamente utilizadas em combinacdo com os tratamentos progestagenos e
sdo necessarias durante a estacdo ndo sexual para induzir estro e ovulacdo. Durante a estacao
sexual, elas também sdo utilizadas para sincronizar a ovulagdo, melhorando a taxa de gestacao
apos IATF (BORGES-BRANDAO, 2010).

A IATF podera ser realizada entre 42 e 48h quando do uso de sémen resfriado. Ovelhas
adultas e borregas diferem quanto a resposta ao tratamento e momento de ovulacdo, e nas
primeiras, a IA deve ocorrer 55h ap0s a retirada do pessario e, nas Gltimas, 34 a 68h (TRALDI,
2006).

A deposicdo do sémen congelado, por laparoscopia, dentro do Utero € um método que
proporciona taxas mais altas de concepcdo (48 a 100%) do que as observadas na IA cervical (9 a
65%), bem como permite o uso de menor dose inseminante (MAIA, 1999).

A definicdo de um momento ideal para realizar a IATF é controverso, visto 0
desconhecimento do momento preciso em que ocorrem as ovulacdes de doadoras sincronizadas
pelos diferentes protocolos hormonais disponiveis. Gusméao (2006) recomenda que a primeira
IATF, seja realizada 36 horas apds a retirada do dispositivo de progesterona. Variacdo nesse
momento é observada de acordo com o protocolo utilizado e principalmente quando se adiciona
ao tratamento indutores de ovulacdo como GnRH (Horménio liberador de gonadotrofinas), LH e

hCG (Gonadotrofina coridnica humana).

Uso de sémen conservado pelo frio

A criopreservacdo do sémen, associada a 1A, oferece muitas vantagens a industria da
producdo animal, principalmente quando relacionada a genética e programas de selecdo
(SALAMON & MAXWELL, 1995). Sua utilizagdo resguarda os animais do estresse causado
pelo transporte para fins de acasalamento e do risco de eventuais doengas transmissiveis durante
a copula, bem como favorece a preservacdo de material de alto valor genético por tempo
indeterminado (SILVA et al., 2000; FUTINO, 2008).
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O sémen criopreservado € utilizado com éxito em poucas espécies, sendo problematica
sua aplicacdo em outras (HOLT, 2000). O armazenamento do sémen, particularmente congelado,
determina mudancas bioguimicas e funcionais aos espermatozoides, resultando em reducdo da
motilidade e da viabilidade, assim como danos durante o transporte e, conseqientemente,
afetando a fertilidade (LEBOEUF et al., 2000).

Os procedimentos usados para a criopreservacdo do sémen (diluicdo, resfriamento,
congelacao e descongelacdo) sdo bem conhecidos por causar danos a membrana plasmatica dos
espermatozoides (HAMMERSTEDT et al., 1990). E aceito que a criopreservagio causa um
decréscimo de aproximadamente 50% na viabilidade espermatica decorrente de efeitos de
temperatura e osmolaridade, alterando a organizacdo, fluidez, permeabilidade e composigédo
lipidica das membranas (AMANN & PICKETT, 1987; THOMAS et al., 1998).

As alteracdes nas membranas das células sdo associadas as mudancas de temperatura
durante o processo de resfriamento, pelos efeitos deletérios dos componentes do meio e pelos
efeitos do congelamento (WATSON, 1995).

Durante o congelamento as mudancas ocorridas nas membranas espermaticas sao
semelhantes as que ocorrem durante o processo de capacitacdo da célula espermatica, o que leva
a acreditar que ocorre uma reducdo na longevidade do espermatozoide criopreservado no trato
reprodutivo feminino. A conservacdo do sémen, no estado liquido (por pouco tempo), depende
da reducdo reversivel da motilidade e da atividade metabolica dos espermatozdides em
temperaturas baixas (EVANS e MAXWELL, 1990).

Perda da motilidade, alteracbes na cromatina e na morfologia do epermatozdide,
permeabilizacdo e desestabilizagcdo das membranas como conseqiencia de quebra da assimetria
bilipidica, e geracdo de espécies reativas de oxigénio, sdo alguns dos danos, resultantes do
processo de criopreservacdo do sémen, que levam a fertilidade reduzida em programas de IA (
WINDSOR & WHITE, 1995; WATSON, 1995, 2000).

O frio, na faixa dos 5 a 0°C, é um importante agente conservador por promover a reducao
do metabolismo celular para proximo ao estddio de quiescéncia, propiciando a estocagem
prolongada e favorecendo o transporte do sémen (PALHAO et al., 2006), sendo imprescindivel o
controle da diminui¢do de temperatura (EVANS & MAXWELL, 1990) e o uso de substancia
lipoproteica que ofereca protecao contra o choque térmico (SALAMON & MAXWELL, 2000).

O armazenamento do sémen, através da refrigeracdo, permite sua utilizacdo por até 24
horas ap06s sua colheita, com excelente resultado de fertilidade. Desta forma, € possivel seu
transporte, desde que se utilizem dispositivos isotérmicos adequados a este fim (BICUDO et al.,

2005). Assim, o potencial de fertilidade espermatica do sémen refrigerado visando a utilizacao
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na IA é prolongado, permitindo a programacdo das inseminagdes e o transporte das doses
inseminantes (PICKETT, 1995 citado por BATELLIER et al., 2001).

SOUSA (2002) em estudo com IA cervical em tempo fixo em 64 ovelhas sincronizadas,
utilizando dose com 200x10° espermatozdides, obteve uma taxa de prenhez de 41,9% utilizando
sémen fresco e 21,5% utilizando sémen refrigerado em Equitainer® por 24h. Quando as
inseminacOes foram realizadas em ovelhas com estro natural, a taxa de concep¢do com sémen
fresco foi de 78,6% e com sémen refrigerado de 71,4%, ndo sendo observada diferenca
estatistica.

As IA com sémen fresco ou refrigerado ao serem comparadas as realizadas com sémen
congelado, apresentam maiores chances de popularizacdo, por requererem técnicas menos
sofisticadas de deposicao do sémen no genital feminino, equipamentos menos onerosos € menor
rigor na cronologia do momento de inseminacdo. Deve-se levar em conta que a utilizacdo de
sémen congelado possibilita uma maior pressédo de selecdo permitindo obter-se maior impacto
sobre os programas de melhoramento genético e na dependéncia do estadio tecnoldgico do
rebanho esta vantagem supera em muito as restricbes técnicas impostas a sua utilizacdo
(BICUDO et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Esse trabalho objetivou determinar o melhor momento para IATF, baseado no status

folicular ovariano de ovelhas com estro sincronizado, utilizando sémen resfriado e congelado.
3.2. Objetivos Especificos:

Avaliar, com o uso da laparoscopia, os diferentes momentos da ovulagéo, identificando o
intervalo de tempo em que ocorrem as ovulagdes, apds cio sincronizado, de ovelhas em
programa de IATF;

Determinar o percentual de prenhez obtido ap6s IA, com sémen refrigerado e congelado,

no momento pré-ovulatorio e pos-ovulatorio, em ovelhas submetidas a sincronizacdo do estro em

programa de IATF.
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RESUMO

Vinte ovelhas tiveram o estro sincronizado com uso de progestagenos intravaginais
(Progespon®, Coopers), por 12 dias e 400Ul de gonadotrofina coridnica equina [eCG
(Novormon®, Coopers)], para determinacdo dos momentos que antecedem e marcam a
ovulagdo. Outras duzentas ovelhas, submetidas ao mesmo protocolo para sincroniza¢do do
estro, foram divididas em 4 grupos para Inseminacdo Artificial, tendo sido utilizado sémen
refrigerado nos grupos 1 e 2 e sémen congelado nos grupos 3 e 4. As ovelhas que compunham
0s G1 e G3 foram inseminadas 58+1h apos retirada do persario (pré-ovulatorio), e as que
compunham os G2 e G4 foram inseminadas 64+3h ap0s retirada do persério (pds-ovulatorio).
Os resultados foram observados através da confirmacdo de prenhez e os dados submetidos a
analise estatistica pelo Odds ratio com e nivel de significancia (p) inferior a 0,05. Tendo sido
observado bons resultados quando utilizado sémen refrigerado e congelado, repectivamente,
nos periodos que antecederam (68% de prenhez) e ultrapassaram (64% de prenhez) as 60h,

respectivamente, apos retirada da fonte exdgena de progestageno.
Palavras chaves: periodo ovulatério, taxa de prenhez, estro
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ABSTRACT

Twenty ewes had the estrus synchronized using intravaginal progesterone (Progespon ®,
Coopers) for 12 days and 400 IU of equine chorionic gonadotropin [eCG (Novormon ®,
Coopers)], to determine the moments leading up to ovulation. Other two hundred ewes,
submitted to the same protocol for synchronization of estrus, were divided into 4 groups for
Artificial Insemination, with cooled semen used in groups 1 and 2 and frozen semen in
groups 3 and 4. The sheep from G1 and G3 were inseminated 58 + 1h after removal of
progesterone intravaginal device (pre-ovulatory), and the ones from G2 and G4 were
inseminated 64 + 3h after withdrawal of progesterone intravaginal device (post-ovulatory).
Results were obtained through confirmation of pregnancy and data were subjected to
statistical analysis with odds ratio and level of significance (p) less than 0.05. It have seen
good results when cooled and frozen semen were used, respectively, in the periods preceding
(68% pregnancy rate) and exceeded (64% pregnancy) the 60h, respectively, after withdrawal

of exogenous progestagen.

Key words: ovulatory period, pregnancy rate, estrus

31



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

INTRODUCAO

No Brasil a exploracdo de ovinos para corte ainda se apresenta como uma atividade com
multiplos propdsitos e, em geral, explorada com o uso de poucas tecnologias apropriadas
(SIMPLICIO & SIMPLICIO, 2007).

A inseminacdo artificial (1A) apresenta-se como uma técnica de incremento reprodutivo,
sendo a adequada selecdo dos atributos produtivos e reprodutivos de machos e fémeas
fundamental para a maximizacdo do potencial dessa técnica (GILBERTI E MONREAL, 2008).

O crescimento da inseminacéo artificial tem ocorrido paralelamente ao desenvolvimento
da tecnologia para utilizacdo de sémen congelado, cujo uso tem sido limitado em razdo dos
baixos indices de fertilidade conseguidos com a inseminacdo via cervical nos ovinos
(MAXWELL & WATSON, 1996). No carneiro, alguns aspectos da criopreservacdo promovem,
na membrana espermatica, uma maturacdo excessiva e aumenta precocemente a propor¢ao de
espermatozeides capacitados e acrossoma reagidos (HOLT, 2000).

A menor longevidade do sémen ovino descongelado leva a necessidade da utilizacdo da
I.LA intra-uterina, depositando-se 0 sémen proximo ao sitio de fecundacdo por meio da
laparoscopia para que se alcance taxas de fertilidade comparaveis ao sémen a fresco na LA.
cervical ou vaginal (BICUDO et al., 2007).

As técnicas de IATF sdo fundamentadas em protocolos que tém a funcdo de induzir e
sincronizar o cio no periodo ap6s o parto ou proximo a puberdade. Esses protocolos possibilitam
- com 0 uso de progestagenos, gonadotrofinas e outros hormonios - controlar a duracdo do
crescimento folicular até o estagio pré-ovulatério, sincronizar e induzir a ovulacéo sincronizada
em varios animais simultaneamente (BARUSELLI, 2005), viabilizando a realizacdo da 1A em
data e horério previsto, em grande numero de animais num curto periodo de tempo.

Quando se utiliza a criopreservacdo associada a sincronizacdo de estro em ovelhas, é

necessario ultrapassar a cérvix e depositar 0 sémen em regido profunda do Gtero para se
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conseguir taxas de prenhez aceitaveis (ANEL et al., 2006). As IA com sémen fresco ou
refrigerado ao serem comparadas as realizadas com sémen congelado, apresentam maiores
chances de popularizacdo, por requererem técnicas menos sofisticadas de deposicdo do sémen no
genital feminino, equipamentos menos onerosos e menor rigor na cronologia do momento de
inseminacdo (BICUDO et al., 2005). Deve-se levar em conta que a utilizacdo de sémen
congelado possibilita uma maior presséo de selecdo permitindo obter-se maior impacto sobre 0s
programas de melhoramento genético e na dependéncia do estadio tecnoldgico do rebanho esta
vantagem supera em muito as restricdes técnicas impostas a sua utilizacdo (BICUDO et al.,
2005).

Em sémen de ovinos tém-se observado que a criopreservacao causa capacitacao precoce
apos a descongelacdo (WATSON, 1995), e que mudancas na membrana do espermatozdide
podem afetar a motilidade e encurtar a vida das células, reduzindo ou incapacitando a fertilizacéo
(TILBURG et al., 2008). Os resultados, para o uso do sémen congelado, sdo dependentes do
numero de espermatozdides viaveis disponiveis para a fertilizacdo no momento da ovulacéo, o
que é também intensamente afetado pela reducdo do periodo necessario para a capacitacdo dos
espermatozdides apos a congelacdo. Os resultados de prenhez em inseminagdes cervicais sao
muito variaveis, oscilando desde 0% até 40%, sendo que resultados mais repetitivos podem ser
alcancados com a deposicdo uterina do sémen (MORAES, 2002).

SOUSA (2002) em estudo com IA cervical com tempo fixo em 64 ovelhas sincronizadas,
com aproximadamente 200x10° espermatozéides, obteve uma taxa de prenhez de 41,9%
utilizando sémen fresco e 21,5% utilizando sémen refrigerado em Equitainer® por 24h. Quando
as inseminacgOes foram realizadas em ovelhas com estro natural, a taxa de concepgdo com sémen
fresco foi de 78,6% e com sémen refrigerado de 71,4%, ndo sendo observada diferenca
estatistica.

Este estudo procurou, a partir do conhecimento do status folicular ovariano com

identificacdo da ovulacdo, pré-determinar o periodo mais adequado para 0 momento da
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deposicdo do sémen, resfriado e congelado, no trato reprodutivo da fémea, em programas de
IATF, que resulte num maior indice de prenhez a fim de contribuir com a eficiéncia reprodutiva

e melhoria da produtividade do rebanho nacional.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na cidade de Limoeiro (latitude 07°52'29" sule
longitude 35°27'01" oeste, altitude de 138 metros), estado de Pernambuco. Foram utilizadas
duzentas e vinte fémeas ovinas, Santa Inés, adultas, pluriparas, idade entre 20 e 50 meses, nao
prenhes, ndo lactantes, com peso médio de 50 = 5,5 kg. Apos identificacdo, todos os animais
foram separados e submetidos a um periodo de adaptacdo e socializacdo do grupo por um
periodo de 30 a 40 dias, em manejo semi-intensivo, recebendo suplementacéo concentrada (2009
de racdo comercial), sal mineral e 4gua ad libitum. Aos 15 dias do inicio da sincronizacdo do
estro, houve aumento do concentrado energético, flushing alimentar, promovendo o balanco

energético positivo das fémeas.

Experimento |

A sincronizagdo do estro, de vinte ovelhas, foi realizada com o uso de dispositivos
intravaginais (Progespon®, Coopers), por 12 dias e 400Ul de gonadotrofina coridnica equina
[eCG (Novormon®, Coopers)], aplicada no momento da remogéo da esponja, quando receberam
macho vasectomizado por até 60 horas. Apds deteccdo do cio e as 36 horas da remocéo das
esponjas, as fémeas foram submetidas a jejum alimentar e hidrico por 12 horas.

As observacdes do status ovariano foram realizadas via laparoscopia, nos momentos 48,

52, 56, 60, 64, 68 e 72 horas apds remoc¢éo das esponjas ou até que a ovulagédo fosse detectada.
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No momento que antecedeu as avaliagOes laparoscépicas as fémeas foram submetidas a
tricotomia da regido paramamaria com gilete (Gillete®), agua e sabdo, e a regido foi desinfetada
com iodo tépico (Biocid® - Pfizer). O procedimento laparoscépico se deu como em MEDEIROS
et al. (2002), e para tanto, as ovelhas foram sedadas, com associacdo de cloridrato de xilazina
(Rompum® - Bayer), na dose de 0,1mg/Kg, e Cloridrato de Cetamina (Cetamin® - Syntec), na

dose de 2mg/Kg, posicionadas em decubito dorsal e inclinadas a um angulo de 45°.

Os parametros utilizados para determinar o status ovulatorio ovariano foram: presenca
de foliculo em emergéncia folicular, indicativos da condi¢do pré-ovulatéria, e foliculo rompido,

indicativo de condicao pos-ovulatéria.

Experimento 1l

Com base nos resultados do Experimento I, foram definidos dois momentos para a
deposicdo do sémen no utero, por via laparoscopia, sendo um na resposta ovariana pré-ovulatoria
(58h +1h) e 0 outro na resposta ovariana pos-ovulatéria (64h £3h)

Foram utilizadas duzentas ovelha sincronizadas utilizando-se o0 mesmo protocolo
aplicado nas ovelhas submetidas ao experimento |. Apds deteccdo do estro as ovelhas
sincronizadas foram separadas em 04 grupos para realizacdo da IATF, tendo-se como critério o
momento da deposicdo do sémen, se pré-ovulatério ou pds-ovulatorio, e o sémen utilizado na

Inseminacdo, se refrigerado ou congelado/descongelado, conforme tabela I.

As inseminacOes foram realizadas por laparoscopia como descrito por Medeiros et al.
(2002) apos sedacdo, com associacdo de cloridrato de xilazina (Rompum® - Bayer), na dose de
0,1mg/Kg, e Cloridrato de Cetamina (Cetamin® - Syntec), na dose de 2mg/Kg, e

posicionamento em decubito dorsal com inclinagdo a um angulo de 45°, e prévia a tricotomia da
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regido paramamaria com gilete (Gillete®), agua e sabdo, e desinfeccdo da regido com iodo

topico (Biocid® - Pfizer).

O sémen, refrigerado e congelado/descongelado foi de origem comercial, adquirido em
central idénea e regulamentada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), com certificacdo de qualidade.

As fémeas, inseminadas por laparoscopia, mantidas sob mesmo manejo, foram
avaliadas quanto ao estado gestacional por meio de ultrassonografia aos 35 dias da IA, por via
transabdominal, com aparelho Aloka SSD 500 (Aloka Co., Ltda., Tokio, Japan) e transdutor

convexo de 3,5MHz.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos no Experimento |, foram avaliados correlacionando os indices
percentuais, das frequéncias do status ovariano (presenca de foliculos em emergéncia indicativo
da condicdo pré-ovulatéria; e foliculo rompido, indicativo de ovulacdo), com o momento
ovulatorio (hora).

Para a comparacdo da taxa de prenhez entre os grupos foi realizada analise univariavel
com o calculo da odds ratio e respectivo intervalo de confianca de 95%, e teste de hipoteses
efetuado com o teste ndo-paramétrico de qui-quadrado (Zar, 1999). O nivel de significancia

adotado foi de 5%, e as analises foram realizadas com o programa Epilnfo versdo 6.04.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do primeiro experimento permitiram conhecer o status ovulatério ovariano

e determinar os melhores momentos para a IATF. Foi observada que a ovulagdo comegou a ser
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evidenciada a partir da terceira observagdo que ocorreu as 56h ap6s retirada do Progespon®,
totalizando 100% as 68 horas, tendo o maior nimero de ovulagdes se concentrado no intervalo
entre 64 e 68 horas, como pode ser observado na figura I.

Comparando com os protocolos de sincronizacdo comumente utilizados, a identificacdo
das ovulacdes obtidas nesse trabalho, ocorreram mais tardiamente. As observagdes, neste
trabalho, divergem das relatadas por CARDWELL et al. (1998) que guando trabalhando com
ovelhas mesticas, identificaram, utilizando progestagenos combinados com eCG, que as
ovulacgdes se manifestam mais rapida e uniformemente, como resultado dessa associagao.

Estas diferencas entre resultados podem apontar que, possivelmente, em ovelhas da raca
Santa Inés a ovulacdo pode ser mais tardia. Consequentemente, a utilizacdo de sémen congelado
48 horas apds a remocdo do dispositivo vaginal reduz os indices de prenhez por ndo haver
proximidade do momento da ovulacdo com a oferta de sémen, uma vez que o sémen congelado
apresenta menor viabilidade no trato reprodutivo da fémea, por volta de seis horas (WATSON,
2000).

Quando as ovelhas foram submetidas a IATF utilizando sémen congelado e resfriado em
ambos 0s momentos da ovulacdo, pré e pos ovulacdo, se avaliou a diferenca na taxa de prenhez,
grupo a grupo, ndo tendo sido significativa apenas entre 0s grupos G1 e G4, e G2 e G3 (tabela I).

Durante o periodo pré-ovulatério, o sémen refrigerado apresentou melhores indices de
prenhez do que quando utilizado no pos-ovulatério, como também apresentou melhor
desempenho que o sémen congelado, no pré-ovulatorio.

O sémen congelado teve melhor desempenho quando utilizado no periodo po6s-ovulatoério,
tendo apresentado-se, também, mais adequado do que o refrigerado, para uso nesse periodo. .

Das fémeas inseminadas, mais de 60h apos retirada da progesterona exdgena, com sémen
congelado, 64% apresentaram-se positivas no exame de prenhez, enquanto que apenas 28% das
fémeas inseminadas com sémen de igual qualidade apresentaram-se prenhes quando o

procedimento foi realizado em periodo inferior a 60h apds retirada da progesterona exogena.
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Também GILBERTI et al., (2008) observou maior indice de prenhez confirmada em ovelhas
deslanadas inseminadas, com sémen congelado, 60h apés retirada do CIDR®, sugerindo como
momento adequado para realizacdo da IATF, com sémen congelado, o intervalo entre 48 e 60h,
resultado que se aproxima desse trabalho, onde observamos como intervalo mais apropriado,
para a IATF com sémen congelado, o que encontra-se entre 60 e 68h. Resultados parecidos
foram obtidos por MOSES et al. (1997) quando inseminaram marras e ovelhas adultas 60h ap6s
remocao do dispositivo vaginal.

Em 1986, EVANS et al. afirmaram que 0 momento da inseminacdo é muito mais critico
qguando se utiliza sémen congelado, uma vez que o numero de évulos fertilizados em ovelhas
superovuladas inseminadas com sémen congelado por via intra-uterina as 64 horas apo6s a
retirada das esponjas foi significativamente maior em relacdo as 24 ou 44 horas, ndo havendo
diferenca entre os horarios de 24, 44 ou 64 horas quando utilizaram sémen fresco.

Quando se utilizou sémen refrigerado obteve-se 68% de prenhez no periodo que
antecedeu a ovulacdo, enquanto apds a ovulacdo observou-se apenas 36% de ovelhas prenhes,
resultado ja esperado considerando que conforme consideracbes de SOUZA et al. (1995), a
ovulacdo ocorre 65,1 + 2,2 horas apo0s a retirada das esponjas.

Bons resultados também foram encontrados por MILCZEWSK et al. (2000) que
registraram 85,71% de prenhez ap6s IA, em ovelhas, por via laparoscopica utilizando sémen
refrigerado as 55+1h. Quando essa autora comparou IA cervical com uso de sémen refrigerado
em dois momentos, as 49+1h e 57+1h, identificou maior fertilidade do sémen, com 43,75% de

prenhez, no segundo momento da deposi¢ao do sémen.

CONCLUSAO

Foi observado, para esse estudo, que a Inseminacédo Artificial pode ser iniciada 60h apos

retirada da fonte de progestageno exdgeno, sem prévia identificacdo do cio com uso de rufido,
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179  apresentando-se como melhor opcdo nesse periodo o uso do sémen congelado. O sémen
180  refrigerado é mais adequado quando a IA anteceder as 60h pos retirada do progestageno.
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Tabela I. Taxa de prenhez em ovelhas submetidas a IATF nos momentos pré

e pds-ovulatorios, com uso de sémen resfriado e congelado

Taxa de
Numero total
Grupos prenhez
de animais
(%)
IATF pré-ovulatorio, sémen
50 68,0 (34)*
resfriado (G1)
IATF pés-ovulatorio, sémen
50 36,0 (18)°
resfriado (G2)
IATF pré-ovulatdrio sémen
50 28,0 (14)°°
congelado (G3)
IATF po6s-ovulatorio sémen
50 64,0 (32)°

congelado (G4)

IATF = Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo;. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

(p > 0,05; IC 95%).
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6. CONCLUSAO

Com esse trabalho podemos concluir que a identificagdo do momento da ovulagdo trata-
se de uma importante ferramenta e que possibilita pré-determinar o momento mais adequado
para realizacdo da IATF, adequando o momento da inseminacdo com a qualidade e forma de

conservacao da dose inseminante, se refrigerado ou congelado.

Pdde-se ainda evidenciar que, em virtude dos danos causados no processo de
criopreservacao do sémen, similares ao que ocorre na capacitacdo espermaética, esse material
apresenta-se mais adequado para uso quando a ovulacéo j& tenha ocorrido, em virtude de que
0 sémen apenas refrigerado ainda necessita passar pelo processo de capacitacdo espermatica

podendo alcancar o odcito para fertilizacdo mais tardiamente.

Conclui-se que a IATF é um procedimento viavel que reduz os custos por possibilitar a
realizacdo de um programa de sincronizacdo de estro com numero consideravel de fémeas a

serem inseminadas num mesmo momento.
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