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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o efeito do dispositivo anti-refluxo para inseminacao ovina (DARIO) sobre
a taxa de fertilidade em ovelhas da raca autéctone portuguesa Churra Galega Bragangana (CGB) inseminadas artificialmente
a tempo fixo. Para o efeito foram utilizadas 81 ovelhas com idades compreendidas entre um e cinco anos. No fim de abril
de 2021, procedeu-se ao controlo reprodutivo das ovelhas, recorrendo a um tratamento progestagénico curto (cinco dias) +
gonadotrofina coribnica equina (eCG). A inseminacéo artificial (IA) cervical foi feita a tempo fixo (55 horas pés-término do
tratamento hormonal), com sémen refrigerado. Todas as ovelhas foram inseminadas pelo mesmo inseminador: 39 ovelhas
com a extremidade da bainha coberta com a ponta anti-refluxo DARIO e as demais 42 sem esta ponta. O diagndstico de
gestacao foi feito por ecografia, 41 dias pds-IA. A idade e a condigéo corporal (CC) nao condicionaram a resposta das
ovelhas ao tratamento hormonal aplicado nem a taxa de fertilidade. Cerca de 95,1% das ovelhas responderam ao tratamento
progestagénico + eCG. Quarenta e um dias pds-IA, 86,4% das ovelhas estavam gestantes. O uso da ponta DARIO néo
afetou a taxa de fertilidade.

Palavras-chave: Gestagao. Ovinocultura. Reprodugéo.

Introducao 2010 e CANDAPPA; BARTLEWSKI, 2011)
e podem determinar a ocorréncia de refluxo
cervical (STEYN, 2003, BICUDO, 2005 e

FERRA; SERENO, 2006).

Nos ovinos, uma das principais barreiras a
difuséo da técnica de inseminagao artificial (I1A)
¢ a anatomia do cérvix (SAYRE; LEWIS, 1997,

SALAMON; MAXWELL, 2000, STELLFLUG et al.,
2001, KERSHAW et al., 2005, MACIAS et al.,
2020 e PERA, 2020), que dificulta a deposigao
profunda da dose seminal no trato genital
feminino (SAYRE; LEWIS, 1997, STELLFLUG
et al., 2001, KERSHAW et al., 2005, FERRA;
SERENO, 2006, KAABI et al., 2006 e MACIAS
et al., 2020). O tamanho e a forma do canal
cervical (formato de “Os”) condicionam a
introducdo do pistolete de inseminacao
(MCKUSICK et al., 1998, STELLFLUG et al.,
2001, FERRA; SERENO, 2006, KAABI et al.,
2005, LEETHONGDEE et al., 2010, LIMA,
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As ovelhas que produzem refluxo cervical
possuem taxas de fertilidade mais baixas
(CANDAPPA; BARTLEWSKI, 2011 e MORRELL,
2011), pelo que este deve ser evitado (CSEH;
FAIGL, 2012; AMIRIDIS, 2012, DENDENA,
2017 e FORNAZARI, 2018), particularmente
quando é abundante (DENDENA, 2017). A fim
de reduzir o refluxo cervical pds-IA cervical, foi
criada o dispositivo anti-refluxo para inseminagao
ovina (DARIO), que permite uma penetracao
ligeira do canal cervical (MACIAS et al., 2017),
prevenindo a ocorréncia de refluxo cervical
(HUMECO, 2020). A utilizagdo desta ponta
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aumenta os custos de IA em 4,31% por ovelha
(MACIAS et al., 2017), porém, ela resulta no
aumento das taxas de fertilidade (MACIAS et al.,
2017, 2020).

Material e métodos

Este trabalho foi realizado em Braganca,
Portugal, na Quinta do Pinheiro Manso (41°
48 33"N, 6° 44’ 3"W e altitude 670 metros),
pertencente a Escola Superior Agréria do Instituto
Politécnico de Braganca (ESA-IPB), entre 20 de
abril e 15 de junho de 2021.

Animais

Neste trabalho, foram utilizadas 81 ovelhas
da raca Churra Galega Bragancana (CGB), com
idades compreendidas entre um e cinco anos.
A Ultima paricao havia ocorrido cerca de seis
meses antes.

As ovelhas foram alimentadas em pastoreio
de prados naturais e suplementadas, em grupo,
com feno de prados naturais (ad /ibitum) e 300 a
350 g diarios por ovelha de alimento concentrado
comercial. Nos 30 dias seguintes a IA, manteve-
se 0 aporte energético/proteico da dieta.

Este ensaio teve inicio com a determinacao
da condicdo corporal das ovelhas, segundo
a tabela de classificacdo de Russel, Doney e
Gunn (1969). Foram considerados intervalos de
0,25 pontos.

Figura 1 — Pontas DARIO (esquerda) e pistoletes de IA
preparados com e sem ponta DARIO (direita).

ybo

Tratamento de controlo reprodutivo

No dia 30 de abril de 2021, as ovelhas
receberam uma esponja vaginal impregnada com
20 mg de progesterona (FGA) (Chrono-Gest®,
Intervet, Portugal). Na mesma altura, elas foram
injetadas intramuscularmente (i.m.) com 100
ug de Cloprostenol (Estrumate®, MSD Animal
Health, Portugal). O tratamento progestagénico
teve a duracgao de cinco dias.

Quando da remogao da esponja vaginal (5
de maio de 2021), as ovelhas foram injetadas
i.m. com 500 Ul de gonadotrofina coridnica
equina (eCG) (Intergonan®, Intervet, Portugal).

Resposta ao tratamento de controlo reprodutivo

Com o intuito de identificar a formagao
do primeiro corpo luteo (CL) pds-tratamento
FGA + eCG, nos cinco dias pés-administracao
de eCG, procedeu-se a recolha de amostras
de sangue periférico, para determinacao dos
niveis plasmaticos de FGA através da técnica de
radioimunoensaio (RIA). Para o efeito, utilizou-
se um leitor de cintilagbes DPC® Gamma C12
(Bertholt Technologies, Bad Wildbad, Alemanha)
e kits da DiaSource® (ImmunoAssays, Louvain-
la-Neuve, Bélgica). Os coeficientes médios
de variacado intra e inter-ensaio foram,
respetivamente, de 7,8 e 15,1%.

Considerou-se que o primeiro CL havia se
formado quando os niveis plasmaticos de FGA
ultrapassaram, pela primeira vez, os 0,5 ng mL™.

Recolha de sémen

O sémen foi recolhido com o auxilio de um
electroejaculador (eProvac®, Minitiib, modelo
MT, Tiefenbach, Alemanha). Foram recolhidos
ejaculados de carneiros adultos (trés a sete anos
de idade) da raca CGB, que ja nao ejaculavam
havia trés dias.

Feitas as colheitas dos ejaculados, os tubos
colectores foram transportados para laboratério,
onde foram mantidos a 37°C em banho-maria
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refrigerado (Neslab® RTE 221, Newington,
EUA). No mesmo equipamento, foi previamente
conservado o diluidor seminal Andromed®
(Minitib, Tiefenbach, Alemanha).

Analises seminais

O volume foi medido através da graduagao
existente nos tubos coletores. A concentracdo
espermatica e a motilidade dos espermatozoides
foram estimadas com o auxilio de um sistema
CASA da Minitube (Androvision®, Minitlb,
Tiefenbach, Alemanha). A percentagem de
espermatozoides vivos foi determinada com
recurso a um microscopio trinocular (Motic BA-
310, Barcelona, Espanha) de contraste de fase,
depois de diluir uma gota de sémen com duas
gotas de eosina e de preparar um esfregaco
(foram contados 200 espermatozoides).

Os ejaculados utilizados tinham volume =
2,0 ml, concentracao espermatica = 3,0 x 10°
espermatozoides mL*, motilidade espermatica =
75% e percentagem de espermatozoides
vivos = 75%.

Doses seminais

Depois de realizadas as analises seminais,
cada ejaculado foi inicialmente diluido (na
propor¢éo 1:1) com Andromed, e o volume foi
acertado com os valores indicados pelo programa
Androvision. Em seguida, a temperatura do
sémen diluido foi reduzida, durante cerca de 90
minutos, de 37°C para 15°C (Neslab® RTE 221,
Newington, EUA). No final, apés 10 minutos
de repouso, este foi aspirado para palhetas de
0,25 mL, que foram seladas com pé polivinilico.
Entre o término do processo de refrigeracao e o
comego da IA, passaram-se cerca de 30 minutos.

Cada palheta de sémen continha, pelo

menos, 350 x 10° espermatozoides.

Inseminacao artificial a tempo fixo

Todas as ovelhas foram inseminadas (7
de maio de 2021), independentemente de
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terem manifestado cio, 55 horas depois da
administracao de eCG, pelo mesmo inseminador.
Para o efeito, ele utilizou um espéculo vaginal
da IMV (LAigle, Franca), pistoletes Quicklock®
(Minitube, Tiefenbach, Alemanha) e bainhas
Minitub® (Tiefenbach, Alemanha). Trinta e nove
ovelhas foram inseminadas depois de colocar
uma ponta anti-refluxo DARIO (Humeco,
Huesca, Espanha) na extremidade das bainhas
Minitub® (Figura 1). As demais 42 ovelhas foram
inseminadas sem esta ponta.

A inseminacao foi feita no estdbulo com as
ovelhas em estacao. Para facilitar a observagao do
cérvix e para maior comodidade do inseminador,
dois membros da equipa levantaram os membros
posteriores das ovelhas, mantendo, no entanto,
0s membros anteriores sempre em contacto com
o0 solo.

A deposicao do sémen foi feita sempre o mais
profundamente possivel, sem, no entanto, forcar
a passagem do pistolete pelo canal cervical.

Diagndstico de gestacao

Quarenta e um dias apds a IA (15 de junho),
procedeu-se ao diagnostico de gestacao por
ultrassonografia em tempo real, com o auxilio
de um ecdgrafo Mindray Z5Vet e de uma sonda
rectal multifrequéncia de 5,0-10,0 MHz.

Analise estatistica

No sentido de identificar diferencas
estatisticamente significativas entre alguns
parametros, efetuaram-se anélises de variancia
(STEEL; TORRIE, 1980). A comparacao entre
médias realizou-se segundo o teste de Bonferroni-
Dunn (DUNN, 1961). Com o intuito de comparar
frequéncias utilizou-se o teste de qui-quadrado
(x?) (SNEDECOR; COCHRAN, 1980).

Resultados e discussao

No inicio deste trabalho, as ovelhas CGB
tinham, em média, 3,2 = 1,9 anos de idade
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(coeficiente de variacao (CV) = 59,2%), sendo
que a idade pode afetar a taxa de fertilidade pos-
IA (SHACKELL et al., 1990, ANEL et al., 2005,
ESMAILIZADEH et al., 2009, FORCADA, 2010,
SANTOLARIA et al., 2011 e PALACIN et al.,
2012). Nas ovelhas nuliparas ou primiparas,
a taxa de fertilidade é normalmente inferior a
das ovelhas adultas (HALBERT et al., 1990,
WINDSOR, 1995, PALACIN et al., 2012 e
FORNAZARI, 2018), porque elas tendem
a produzir menos secrecOes cervicais e o
transporte dos espermatozoides no seu trato
genital € comprometido (PALACIN et al., 2012).
Nas ovelhas adultas, a taxa de fertilidade tende
a aumentar com a idade (WINDSOR, 1995
e PALACIN et al., 2012), até aos cinco anos
(SANTOLARIA et al., 2011 e PALACIN et al.,
2012), aos seis anos (SHACKELL et al., 1990),
ou aos sete anos (ESMAILIZADEH et al., 2009
e SANTOLARIA et al., 2011). Nas ovelhas mais
velhas, a taxa de fertilidade tende a reduzir-
se devido ao aumento do risco de ocorréncia
de problemas reprodutivos e a diminuicao da
qualidade dos odcitos ovulados (PALACIN et al.,
2012). No presente trabalho, a idade nao afetou
a taxa de fertilidade (probabilidade (P) > 0,05),
possivelmente porque a maioria das ovelhas
estudadas (71,6%) tinha entre dois e cinco anos.

As ovelhas CGB possuiam uma condigcao
corporal (CC) média de 3,7 = 0,7 pontos
(CV = 20,0%). De acordo com Molina et al.
(1994), a CC a cobricao pode condicionar a
taxa de fertilidade. Segundo O’Brein (2002),
Scaramuzzi e Martin (2008) e Karikari e Blasu
(2009), a CC ideal das ovelhas a cobricao é de
2,5-3,5 pontos. Palacios (2010) e Valentim
et al. (2015) referem valores de 3,0-4,0 pontos.
No presente trabalho, a CC nao influenciou a taxa
de fertilidade (P > 0,05), provavelmente porque
a maioria delas (93,8%) possuia uma CC de 2,5-
4,5 pontos.

A diferenca de idade entre ovelhas
inseminadas com a ponta anti-refluxo DARIO ou

nao (ponta DARIO: 3,2 = 1,9 anos; sem ponta:
4,0 = 2,0 anos) revelou-se nao significativa
(P > 0,05). No mesmo sentido, a diferenca de
CC entre ovelhas inseminadas com a ponta anti-
refluxo DARIO ou nao (ponta DARIO: 3,7 = 0,6
pontos; sem ponta: 3,7 = 0,7 pontos) mostrou-
se ndo significativa (P > 0,05). Estes dados
refletem a divisao aleatéria das ovelhas por grupo.

Resposta ao tratamento FGA + eCG

Os tratamentos progestagénicos curtos,
permitem evitar os efeitos negativos que os
tratamentos progestagénicos longos tém sobre a
atividade ovarica e a sobrevivéncia e a dinamica
dos espermatozoides no trato genital feminino
(AZEVEDO et al., 2006, ABECIA et al., 2012,
MATEUS, 2014, VALENTIM et al., 2015 e
SWELUM et al., 2018a,b). Ainda que mais
caros, eles sao muito eficazes (MATEUS,
2014, CONRADI, 2018, FORNAZARI, 2018).
A administragdo de eCG melhora a taxa de
sincronizacao de cios, a resposta ovarica
satisfatéria e a antecipagcao do momento da
ovulagdo (RITAR et al., 1984 e OMONTESE
et al., 2016). No presente trabalho, nos cinco
dias pés-administracao de eCG, 95,1% (n = 77)
das ovelhas possuiam niveis plasmaticos de FGA
superiores a 0,5 ng mL, ou seja, responderam
ao tratamento aplicado. Resultados semelhantes
foram observados por Mateus (2014), Conradi
(2018), Fornazari (2018) e Pera (2020).

Nem a idade, nem a CC condicionaram a
resposta das ovelhas ao tratamento hormonal
aplicado (P > 0,05). Estes resultados podem
ser explicados pelo facto da maioria delas terem
uma idade e uma CC compativeis com um bom
desempenho reprodutivo.

Taxa de fertilidade pés-inseminacao artificial

Quarenta e um dias apo6s a IA, 86,4%
(n = 70) das ovelhas estavam gestantes. Esta
taxa de fertilidade revelou-se muito superior
a média indicada na bibliografia para ovinos:
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40-60% (ANEL et al., 2005 e MASOUDI
et al., 2017), 50-65% (BARIL et al., 1993,
AX et al., 2004 e VALENTIM et al., 2009) e
65-75% (COGNIE, 1988). Contudo, alguns
autores referem valores de fertilidade igualmente
elevados: 70-82% (DONOVAN et al., 2001,
2004), 74,5% (FORNAZARI, 2018), 82,2%
(HILL et al., 1998; EHLING et al., 2003;
KUKOVICS et al., 2011), 83,7% (PERA, 2020),
84,1% (CONRADI, 2018), 85,1% (DENDENA,
2017) e 80-90% (KUKOVICS et al., 2011).

As ovelhas que produzem refluxo cervical
possuem taxas de fertilidade mais baixas
(CANDAPPA; BARTLEWSKI, 2011 e MORRELL,
2011). De acordo com a informacdo da empresa
Humeco, a ponta anti-refluxo DARIO permite
uma penetragcao suficientemente profunda do
canal cervical (MACIAS et al., 2017, 2020), ao
mesmo tempo que bloqueia a entrada do “Os”
da cérvix, prevenindo o refluxo cervical de sémen
e melhorando a taxa de fertilidade em até 12%
(HUMECO, 2022). No presente trabalho, o uso
da ponta anti-refluxo DARIO ndo melhorou a taxa
de fertilidade (ponta DARIO: 84,6%; sem ponta:
88,1%) (x2 = 0,4; P > 0,05). Na verdade, ainda
que a ponta anti-refluxo DARIO possa diminuir a
incidéncia de refluxo cervical, ela por outro lado
impede a deposicao do sémen além da primeira
prega cervical, o que, em alguns casos, pode
determinar uma reducao da taxa de sucesso da IA.

Nos ovinos, a ocorréncia de algum refluxo
cervical é esperada, uma vez que o volume interno
do cérvix pode ser inferior ao da dose seminal
(0,25 mL) (CSEH 2012, FAIGL; AMIRIDIS,
2012). Na realidade, ele varia entre O,1-
0,3 mL (ANEL et al., 2006). A ponta anti-refluxo
DARIO nao permite ultrapassar este problema.
Efetivamente, das ovelhas CGB inseminadas
com esta ponta, 12,8% (n = 5) apresentou
refluxo cervical. Ainda assim, 80% (n = 4) delas
ficaram gestantes e 20% (n = 1) nao gestantes
(x> = 72,0; P < 0,001). Um refluxo cervical
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ligeiro é compativel com a obtencao de uma boa
taxa de fertilidade (DENDENA, 2017).

Conclusao

O uso da ponta anti-refluxo DARIO nao afeta
a taxa de fertilidade pds-IA em ovelhas CGB.
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