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Epigrafe

“Cada homem tem seu lugar no mundo
¢ no tempo que lhe ¢ concedido.

Sua tarefa nunca ¢ maior que sua
capacidade para poder cumpri-la.

Ela consiste em preencher seu lugar,
em servir a verdade ¢ aos homens.”

Jodo Guimaraes Rosa
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Prefacio

A criacao de ovinos ¢ uima pratica bastante antiga ¢ estes animais
acompanham o homem desde a antiguidade. Mas o consumo da
carne ovina, no Brasil, ¢ baixo se comparado ao de outros paisces, ¢
ainda assim a produgao de ovinos ¢m nosso pais nao atende a de-
manda do consumo existente.

Esta ¢ uma atividade que vem evoluindo gradativamente no pats,
mudando o Toco ¢ crescendo em regioes onde antes a ovinocultura
cra insignilicante. A ovinocultura passou inclusive a viabilizar sis-
temas de producao animal em pequenas propriedades, sendo uma
alternativa em sistemas integrados de produgao — como o agrossil-
vipastoril = ¢ tornando-s¢ mais uma alternativa de investimento no
Agronegocio.

Esta obra contempla desde a fisiologia basica da reprodugao, até os
aspectos mais aplicados da biotecnologia da reprodugao na espécie
ovina, passando por temas de importancia ¢m scu mancjo reprodu-
tivo, como ultrassonografia para diagnostico de gestagao, o mancejo
nutricional ¢ sanitario, a estacao de monta, a inseminacgao artificial,
a indugao ¢/ou sincronizacao de estro ¢ a translerencia de embrioes.
E um eslorco para auxiliar os produtores de ovinos, ou interessados
na criagao destes animais, com informagoces de lacil acesso, porém
bascadas no rigor cientifico de pesquisadores com larga experiéncia
no trato com estes animais.

Este livro traz aos produtores ¢ prolissionais que atuam com esta
especie um conjunto de informacgoes valiosas que ira auxiliar a ovi-
nocultura a enlrentar os desalios de sua expansao, com exceléncia
na criagao ¢ aumento dos sceus indices reprodutivos ¢ produtivos.

Eriklis Nogueira
Pesquisador em Produgao ¢ Reprodug¢ao Animal
Embrapa Pantanal
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Perfil reprodutivo dos ovinos -

Caracteristicas fisiologicas sexuais dos ovinos
== = R

Na especie ovina (Ovis aries) a atividade sexual se expressa geral-
mente quando o lotoperiodo diminui, ou seja, apos o solsticio de
verao, que ocorre em 21/22 de dezembro. Os sinais luminosos sao
captados pelos fotorreceptores dos olhos, transmitidos pelo sistema
nervoso central para o hipotalamo ¢ depois para a glandula pincal.
Esta converte o sinal nervoso em um sinal hormonal, o qual apre-
senta a caracteristica de um ritmo circadiano de secregao de mela-
tonina (SA, 2002).

Na presenga da luz, a secregao deste hormonio ¢ inibida ¢ sua
liberacao ¢ desencadeada por um ciclo circadiano de luz-obscuri-
dade. Este ciclo da melatonina pode ser interpretado como sinais
indutivos ou supressivos. Os sinais indutivos estimulam o pulso ge-
rador de LH, diminuindo a acao do estrogénio ¢ os supressivos ini-
bem o pulso gerador tornando-o mais sensivel a agao do estrogeénio
(KARSCH, 1984).

Desta forma, o inicio da atividade reprodutiva destes animais
ocorre atraves do reconhecimento pelo seu eixo hipotalamico das
variacoes do comprimento horas/luz. Nas fémeas, o desencadea-
mento do estro e ovulacoes ¢ acionado quando o comprimento de
horas luz atinge o seu maximo, no final do verao, e no equinocio de
outono, que acontece em 20/21 de margo (LYNCH et al., 1992).

Os ovinos oriundos de paises com clima temperado, onde as esta-
¢oes do ano sao bem definidas e tém latitudes médias entre 20°C e
40°C ou superiores, apresentam comportamento sexual como poliés-
tricos estacionais. Entretanto, as fémeas ovinas originarias de regioes
proximas a linha do Equador tendem a ciclar ao longo do ano, apre-
sentando reduzido ou nenhum indice de estacionalidade sexual.

No Brasil, as ovelhas pertencentes as regioes Norte, Nordeste e
Centro-Oeste podem ser classificadas como poliéstricas continuas,
sendo satisfatorio o estimulo de sua atividade ciclica frente aos re-
cursos naturais. O método mais utilizado e altamente eficaz ¢ o em-
prego do efeito macho (estimulacao sexual da fémea pela presenca
do macho) para a prdtica da monitoragao anual da frequéncia do
ciclo estral. A ocorréncia regular e constante desse evento fisiol6-
gico constitui um critério importante de mensuracao da eficiéncia
reprodutiva do tipo de ovino explorado, visando a produgao comer-
cial (COELHO, 2001).
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6 Perfil reprodutivo dos ovinos

Embora o carneiro sofra intluéncia de fotoperiodo, sua reagao ¢
diferente da que ocorre com a ovelha. O aumento do diametro tes-
ticular tem inicio ainda no fotoperiodo crescente ¢ o eleito maior
acompanha a fase decrescente da luminosidade. A explicagao deste
fato biologico ¢ fundamentada na seguinte hipotese: enquanto a
existéncia de foliculos no ovario da t¢mea durante o anestro permite
rapida maturagao ¢ ovulagdo, a formagao espermatica ¢ a ejaculagao
de um carneiro emergente da estagao sazonal nunca se realizam em
um periodo inferior a dois meses. Em condigoes naturais, o carneiro
apresenta um ciclo de peso testicular por ano. Os animais oriundos
de regioes tropicais ou subtemperadas t¢m a capacidade de desem-
penhar a atividade sexual em todos os meses do ano. Neste caso, os
fatores nutricionais, sanitarios ¢ a temperatura apresentam estreita
relacdo com o continuo potencial viavel espermatico (HAFEZ, E.;
HAFEZ, B, 2004). |

Endocrinologia reprodutiva da femea

Ciclo estral

O ciclo estral compreende as alteragoes fisiologicas e comporta-
mentais apresentadas pela femea sob influéncia do metabolismo
hormonal do eixo hipotalamico-hipofisiario-gonadal em tempo de-
terminado. Na fémea ovina este evento ocorre em intervalos de 14
a 19 dias, com média de 17. Pode ser dividido em duas grandes fases
dominadas pelas estruturas presentes nos ovarios durante cada uma:
fase lutea e fase folicular. A fase luteal comeca no dia dois (estro =
dia zero) e se estende aproximadamente até o dia 13, e a fase foli-
cular inicia no dia 14 do ciclo estral. Nos ovinos o desenvolvimento
folicular ocorre em ondas ¢ a emergeéncia destas esta determinada
pelo hormonio foliculo estimulante (FSH). Existe uma refinada re-
gulacao paracrina ovariana que atua junto com o FSH para deter-
minar o numero de foliculos recrutados e quais irao continuar o
desenvolvimento. A elevagao nas suas concentracoes plasmaticas
¢ observada no intervalo de um a dois dias antes de cada onda. O
pico do hormonio luteinizante (LH) conduz a ovulacdao do foliculo
pré-ovulatorio e da estrutura folicular remanescente, ocasionando a
formacao do corpo liteo (MORELLQO; CHEMINEAU, 2004).
Enquanto o corpo liteo se desenvolve, as concentracoes de pro-
gesterona plasmatica aumentam. Esta, quando secretada durante a
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fase Tuteal, desempenha os seguintes papcis durante o ciclo estral:
realiza um “priming” sobre os centros comportamentais do cére-
bro, de maneira que o estro seja manifestado por uma clevacao
posterior dos estrogenos na fase folicular; modulam o desenvol-
vimento folicular de maneira que o proximo pico de LH induza a
lormagao de um corpo luteo normal ¢ inibe a secrecao endometrial
da prostaglandina F o nos primeiros dias da fase luteal (HAFEZ, E.;
HAFEZ, B, 2004).

A clevagao da progesterona plasmatica reduz a frequéncia de
pulsos de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), inibindo
a secregdo tonica de LH, sendo este também regulado por produ-
tos foliculares como os estrogenos ¢ a inibina (FRANDSON et al.,
2005).

Durante a lase latea, as concentragoes de FSH devem ser sufi-
cientes para assegurar que existam foliculos capazes de iniciar a fase
final do desenvolvimento pré-ovulatorio se as secregoes tonicas e
pulsos de LH aumentarem. Entre os dias 11 e 12 do ciclo, ¢ ativado
o mecanismo de retroalimentacao positivo, PGF2a/oxitocina luteal
endometrial, o que acarreta a lise do corpo lateo. Ocorre uma que-
da brusca da progesterona plasmatica por volta do dia 13, este fato
permite o aumento dos pulsos de GnRH e LH, proporcionando o
estimulo na secrecao de estradiol pelo ovario, que estimula o com-
portamento de estro e os aumentos pré-ovulatorios de GnRH e LH
(HAFEZ, E.; HAFEZ, B, 2004).

O aumento de LH induz a ovulagao e a luteinizacao, o que dimi-
nui a secregao de estradiol, iniciando-se um novo ciclo. Entretanto,
a taxa ovulatoria também ¢é determinada por fatores genéticos, nu-
tricionais e relagoes endocrinas entre foliculos intra e interovaricos
que, entre outras causas, determinam a sensibilidade ao FSH (GIN-
THER et al., 1995).

A Tabela 1-1 apresenta o periodo, a duracao, as alteracoes fisiolo-
gicas e comportamentais de cada fase do ciclo estral.

Estro

E o periodo que a fémea aceita a cobertura. Os principais sintomas
apresentados pela fémea ovina sao: inquietagdo; procura e segue o
reprodutor; apresenta a vulva edemaciada e congestionada; presen-
¢a vaginal de muco com aspecto cristalino; e pode ocasionalmente
montar as outras fémeas.
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TABELA 1-1.
FASE FOLICULAR
PERIODO DURACAO (DIAS)
Proestro 25
Estro 1-2

(+ 30h)
FASE LUTEA
PERIODO DURAGAO (DIAS)
Metaestro | 2-4
Diestro 4-13

Fonte: Morello; Chemineau, (2004)

HORMONIOS ATUANTES

LH
FSH
Estrogenos

Descarga pré-ovulatoria de
LH entre 6 a 12 horas
apos iniciado o estro.

HORMONIOS E SUBSTANCIAS
LUTEOLITICAS ATUANTES

Aumenta a secregao de
progesterona.

Progesterona
FSH e PGF o

OVARIO

Corpo luteo em regressao.
Maximo desenvolvimento do
foliculo pré-ovulatdrio.

Ovulacdo (24 a 30 horas de
iniciado o estro )

OVARIO

Formagao de um novo corpo
|Uteo.

Desenvolvimento de ondas
foliculares.

Corpo liteo funcional.
Desenvolvimento de ondas
foliculares.

VAGINA E VULVA

Pouca secre¢ao vaginal.
Mucosa vulvar com
coloragao normal.

Vagina com secre¢ao
copiosa de muco.

Vulva com mucosa
congestionada.

VAGINA E VULVA

Vagina com epitelio palido.
Vulva com aspecto normal.

Vagina com epitelio palido.
Vulva com aspecto normal.

Legenda: FSH - Hormonio Foliculo Estimulante; LH - Horménio Luteinizante; PGF.c - Prostaglandina F « - substancia de acao luteolitica

CAPITULO 1

COMPORTAMENTO

Fémea inquieta
busca o carneiro.

Fémea fica parada
e aceita a
monta.

COMPORTAMENTO

Fémea inativa.

Fémea inativa.

8
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Anestro

I o pertodo que se caracteriza pela ausencia de ovulagoes ¢ frequen-
cia de ciclos estrais regulares. Este evento pode sertisiologico devido
a sazonalidade em animais oriundos de regioes de clima temperado
ou devido a disturbios nutricionais ¢ sanitarios.

Durante o ancstro estacional, a inter-relacao entre o ¢ixo hipotala-
mico-hipolisario ¢ o estrogeno secretado por um foliculo em cres-
cimento ¢ negativa. A atividade ovariana continua, entretanto, por
falta do pico de LH, nao ocorre a cascata desencadeante da ovulagao.
Como o lenomeno ¢ controlado pelo fotoperiodo, a melatonina ¢
secrctada pela glandula pinceal durante as horas de escuridao, ¢ o
aumento do tempo de secrecao determina uma modificacao na sen-
sibilidade deste cixo ao hormonio estrogénico (LYNCH et al., 1992),

Desta forma, o foliculo dominante de uma onda nao podera ovu-
lar enquanto os latores externorreceptivos inibitorios (relagao luz/
cescuridao ¢ sua traducao endocrina) mantiverem um comando de
“leedback” negativo entre os estrogenos ¢ o eixo hipotalamico-hi-
pofisario. As demais inter-relagoes endocrinas ¢ as que controlam a
dinamica lolicular tambc¢m estao suprimidas (VIU et al. 2000).

Em animais alocados em regioes tropicais, onde nao ocorre o elei-
to da estacionalidade, o anestro pode ser ocasionado por influcncia
do meio ambiente adverso, como a escassa disponibilidade de ali-
mentos, problemas sanitarios, mancjo reprodutivo incorreto ¢ pe-
riodo pos-parto.

Endocrinologia reprodutiva do macho
IR TTT Y e

A primeira liberagao de espermatozoides moveis ¢ viaveis ocorre
apos a maturidade sexual do macho, na lase da puberdade. Entre-
tanto, o processo da espermatogenese inicia-se durante a vida fetal,
quando sao produzidas as espermatogonias, originarias de células
primordiais, que sofrem divisoes ¢ tornam-se espermatozoides ima-
turos. Durante a puberdade, as células espermaticas amadurecem
¢ migram para os tubulos seminiferos, sendo este processo conhe-
cido como ciclo espermatogénico, que no ovino ocorre e¢m torno
de 40 dias. Todo este processo acontece sob influéncia do meta-
bolismo hormonal do cixo hipotalamico-hipofisiario-gonadal. Sao
duas as gonadotrofinas liberadas pelo eixo hipotalamico. A primeira
¢ o hormonio luteinizante (LH), que tem atuacao nas células de
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10 Perfil reprodutivo dos ovinos

Leyvding — localizadas nos testiculos —, responsaveis por estimular
a producao do hormonio testosterona. Este atua nos tubulos semi-
niferos para promover a espermatogenese. A segunda, o hormonio
foliculo estimulante (FSH), age na celula de sertoli estimulando a
espermatogénese (HAFEZ, E.; HAFEZ, B, 2004).

Puberdade e maturidade sexual

Na fémea, a puberdade ¢ a idade em que os animais comegam a
expressar as caracteristicas sexuais secundarias. A puberdade fi-
siologica compoe um mecanismo hormonal, que ¢ acionado pelo
gatilho do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, ocasionando o
recrutamento, crescimento ¢ maturacao de foliculos ate¢ ao evento
da ovulacao. Contudo, sem observacao clinica de estro, sendo este
visualizado somente a partir do segundo ciclo. A maturidade sexual
¢ a condicao em que os individuos apresentam-se fisica ¢ sexual-
mente desenvolvidos, com capacidade de reproducao e no inicio
de sua etapa produtiva. Zootecnicamente, considera-se esta fase ¢ o
momento em que 0s animais atingem peso vivo em torno de 60% a
75% de uma fémea adulta (HAFEZ, E.; HAFEZ, B, 2004).

No macho, o inicio da puberdade pode ser avaliado pelo desbrida-
mento peniano, considerando-se pubere o animal que apresentar
a parte livre do pénis totalmente despreendida da mucosa inter-
na do prepucio. Por ocasiao da constatacao deste fato, os animais
deverao apresentar espermatozoides maduros no ejaculado, sob o
comando hormonal do eixo hipotalamico-hipofisiario-gonadal. O
comportamento sexual com exteriorizacao da libido pode ocorrer
a partir dos seis meses de idade. O inicio da sua vida reprodutiva
¢ recomendado a partir dos dez meses até um ano, quando estao
atingindo a maturidade sexual e apresentarem condicionamen-
to fisico satisfatorio para a realizacao das coberturas. A partir de
dois anos de idade, o animal atinge a fase adulta (DELGADILLO,
2004).

Maneio reerodutiug___, .

O manejo reprodutivo dos ovinos pode ser conduzido conforme as
seguintes recomendagoes técnicas, as quais seguem a avaliacao dos
critérios a seguir (PILAR et al. 2002).
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Selecao das femeas

Para a formacao de um rebanho base de fémeas adultas primiparas
¢ multiparas, as mesmas devem ser selecionadas conforme os se-
guintes critérios de classificagao: historico positivo da ocorréncia de
pari¢oes fisiologicas; historico negativo da ocorréncia de abortos ¢
aparecimento de ciclos estrais irregulares; conhecimento comprova-
do da habilidade materna; apresentacgao de boa condigao de higidez;
condicao nutricional satisfatoria, com escore corporal tres, sendo
esta mensurada pela avaliagao da espessura de gordura que cobre
0s processos dorsais ¢ os transversais, conforme preconizado por
Russel et al. (1969) (ver Capitulo 8); nao utilizar fémeas com idade
acima de sete anos; descartar ovelhas que apresentem deleitos ge-
néticos, como o agnatismo, prognatismo ¢ hérnias; somente utilizar
f¢cmeas com correta insercao de ubere, apresentando os dois tetos
funcionais.

Sendo, o manejo reprodutivo um dos segmentos iniciais da cadeia
de producdo ¢ de importancia vital para o incremento da produti-
vidade animal, o seu controle pode ser conseguido com o emprego
das seguintes normas praticas e racionais: distribui¢ao das fémeas
em dois grupos distintos, o primeiro composto por ovelhas primipa-
ras e multiparas, ¢ o segundo composto por ovelhas nuliparas; zoo-
tecnicamente a idade recomendada para o primeiro acasalamento
¢ a partir de oito meses de idade, com animais apresentando 25kg
a 35kg de peso vivo, isto €, quando as fémeas jovens apresentarem
em torno de 60% a 75% do peso de uma fémea adulta.

O manejo reprodutivo racional recomenda a separagao por sexo
a partir dos quatro meses de idade, impedindo a ocorréncia de co-
berturas indesejaveis que comprometam a evolucao da atividade
reprodutiva futura desta fémea. Sempre que possivel, colocar em
cobertura as fémeas nuliparas com os reprodutores mais jovens;
nao utilizar reprodutores que estejam em repouso sexual prolonga-
do, em funcao do ejaculado neste caso apresentar espermatozoides
com defeitos patoldgicos proprios da nao ativacao da espermatogé-
nese e que interferem negativamente na fecundacao.

Selecao dos machos

Os critérios adotados para a selecao dos reprodutores sao os seguin-
tes: constatacao da saude geral; integridade dos sistemas locomotor,
visual e digestivo; e exame clinico andrologico. Outro critério de
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12 Perfil reprodutivo dos ovinos

avaliacao ¢ a capacidade de servigo, que avalia o descjo sexual ativo
(libido) dos machos. Os carnciros destinados para as coberturas nao
devem ser portadores de doengas inlecto-contagiosas, metabolicas ¢
deteitos geneticos. Observar o desenvolvimento corporal que deve
ser compativel com a idade ¢ o padrao radial.

O emprego intensivo de carneiros para monta natural ¢/ou comao
doador de semen impoce a pratica rotineira de exames chinicos an-
drologicos como criterio para a selegao destes, sendo que a qualida-
de do cjaculado ¢ a libido representam caracteristicas inerentes aos
individuos. Este procedimento ¢ exccutado em duas ctapas.

A primeira ¢ o exame chinico dos testiculos. Neste, deve ser cons-
tatada a ausencia das seguintes alteragoes: criptorquidismo, orquite,
assimetria testicular, hipoplasia, sensibilidade exacerbada durante a
palpacdo ¢ consistencia flacida. Os testiculos devem ter torma ana-
tomica de ovoides, consistencia turgida clastica, estarem ¢m posigao
vertical ¢ apresentar mobilidade dentro da bolsa escrotal. Nao po-
dem apresentar processos inflamatorios ou feridas. Verificar possi-
veis alteracoes no peénis ¢ prepucio. A mensuracao da circunferéncia
escrotal ¢ outro critério de suma importancia porque constitui fator
de correlagao positiva com a producao espermatica, capacidade de
servico e desenvolvimento sexual, indicando sua utilizacao como
mecanismo seletivo de ovinos (MOURA et al., 1999). Esta medida
deve ser alerida com uma fita métrica ¢ pode ser divida pela catego-
ria corporal do animal (Figura 1 - BITTENCOURT et al. 2004).

A segunda etapa ¢ a avaliacao das caracteristicas fisicas do sémen.
Para isto, o ¢jaculado pode ser colhido em tubo graduado, utilizan-
do-se eletroejaculador, ¢ este deve ser mantido em banho-maria a
37°C durante o periodo em que estiverem sendo realizadas as ana-
lises tisicas (EVANS; MAXWELL, 1990).

Apos o exame andrologico, deve ser estabelecido um regime regu-
lar de colheitas de sémen a intervalos de 15 dias. Este procedimento
tem por finalidade a ativacao da espermatogénese, finalizando o des-
canso sexual dos carneiros ¢, desta forma, preparando-os para um
trabalho sexual intensivo durante o periodo das coberturas em torno
de 42 a 90 dias, com produc¢ao espermatica dentro da normalidade.

Os reprodutores aprovados no exame androldgico devem ser
submetidos a avaliagao da libido, que deve ser ativa quando estes
estiverem na presenca de fémeas em estro. Esta caracteristica repro-
dutiva ¢ de suma importancia no macho, pois apresenta alto grau
de herdabilidade genética.
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Namero de Idade (meses) Médias (cm)
animais ~(C)

c1
c2
c3 32,26+1,76
10-12 c4 32,86+2,39
12-15 cs - 33,43+2,33
15-18 c6 33,33%2,67
18-24 c7 34,38+2,60
24-30 cs 34,65+2,21
30-36 c9 35,04+1,85
Acima de 36 C10 36,19+2,80
Fonte: Bittencourt et al. (2004)

SURA 1-1. Media da arcuntferencia escrotal mensurada de carneiros Santa Inés entre
0s anos de 2002 e 2004 no estado da Bahia.

O teste de capacidade de servico consiste em uma medida do nu-
mero de servigos que um reprodutor ovino efetua sob condigoes
determinadas de avaliagao. Ele representa uma caracteristica com
relagao estreita ao descjo sexual (libido) ¢ a capacidade de cober-
tura, a qual significa a capacidade fisica do macho para executar o
servico de monta. O alto potencial produtivo ¢ reprodutivo de um
carneiro pode tornar-se irrelevante se o mesmo nao apresentar
capacidade de identificar e servir as femeas em condicoes sexuais
receptivas. Entretanto, apesar de sua importancia, este teste nao
¢ utilizado nas fazendas ¢ no comérico de carneiros de interesse
/001¢Cnico.

O cercado utilizado para essa avaliacao pode medir em torno de
3m ox 5 m. Os animais a serem testados devem ser perfeitamente
visualizados pelo pessoal de apoio responsavel pelos animais. In-
troduz-s¢ o carneiro neste cercado com duas a quatro fémeas com
sinais evidentes de estro natural, ou induzido por [armacos, por
um periodo de 20 a 40 minutos. Deve ser monitorado e registrado
todo o comportamento do reprodutor, desde o cortejo sexual até o
numero de coberturas eletuadas. Esse teste ¢ o que melhor prediz




14 Perfil reprodutivo dos ovinos

1. Avaliacoes realizadas em leitura e visualizagao direta no ejaculado obtido no copo
coletor:

1.1. Volume — expresso em mL.

1.2. Aspecto — relacionado com a concentracdo espermatica e a consisténcia do
ejaculado varia de cremoso fino a cremoso marmareo.

1.3. Cor — apresenta-se como branca leitosa ou perolada.

2. Avaliagoes realizadas com o auxilio de microscopio otico binocular:

2.1. Movimento de massa — relacionado com a concentragao e o0 movimento de
ondas do total de células espermaticas, classificado em escore de zero a cinco.
O valor minimo aceitavel é trés.

2.2. Motilidade progressiva individual — é o movimento progressivo individual dos
espermatozoides que atravessam o campo quando, avaliados em amostra
disposta entre lamina e laminula e expresso em porcentagem. O valor minimo
aceitavel € 70%.

2.3. Vigor — significa forca de propulsao que o espermatozoide impde na sua
motilidade individual e é expressa em escore de zero a cinco. O valor minimo é
trés.

2.4. Concentra¢ao espermatica — é total de espermatozoides contidos no ejaculado
e expresso em bilhoes (x10°). O valor minimo aceitavel € em torno de um
bilhao.

2.5. Morfologia espermatica — é a constatacao de células espermaticas anormais e
divididas em defeitos maiores e menores; deve ser feito esfregaco da amostra
de sémen, corada e leitura em microscopia 6tica comum ou confeccionada em
preparacao Umida para leitura em microscopio de contraste de fase. O valor
maximo é 10% para os defeitos maiores e 20% para os menores e 20% no
total.
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a libido de um reprodutor. Ele determina a proporgao exigida de
carneiro:ovelha do rebanho. Os animais adultos que cobrem qua-
tro a seis ovelhas, ou mais, durante 30 minutos sao os selecionados;
e 0s que cobrem duas ou trés fémeas durante este periodo sdo os
classificados como aceitaveis (PUGH, 2005).

Medidas importantes com os animais no periodo
pre-reproducao

A organizagao da estagao reprodutiva deve ser fundamentada nos
seguintes critérios: cumprir mensalmente o calendario sanitario
geral; oferecer aos animais alimentagao energética-proteica equi-
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~ Modelo de ficha para exame androlégico :.E;‘
A. Identificacdo do animal =
1. Nome e
2. Numero de Registro
3. Raca

4. Data de nascimento
B. Exame clinico — avaliacao da condicao corporal e sanitaria do animal
C. Sistema genital externo
1. Preplicio — presenca de ferimentos
2. Pénis — integridade e deve estar livre dentro do prepucio
3. Circunferéncia escrotal — expressa em ¢cm
4, Testiculos — avaliar por palpagao e visualizacao
4.1. Simetria
4.2. Posicao
4.3. Formato
4.4, Consisténcia
4.5. Mobilidade
4.6. Sensibilidade
5. Epidimo — avaliar por palpacao e visualizacao
5.1. Cabeca
5.2. Corpo
5.3. Cauda
6. Cordao espermatico — avaliar por palpacdo e visualizacado
D. Espermiograma — Caracteristicas fisicas do ejaculado
1. Volume — expresso em mL
2. Cor
3. Aspecto
4. Movimento de massa — expresso em escore de zero a cinco
5. Motilidade progressiva individual — expresso em porcentagem
6. Vigor —- expresso em escore de zero a cinco
7. Concentragao espermatica — expresso em (X10°)
8. Morfologia espermatica — expresso em porcentagem
E. Conclusao — se aprovado ou reprovado
F. Periodo de validade do certificado emitido — ndo superior a 60 dias

librada, enriquecida de vitaminas e minerais; manter a selecao,
descartando anualmente as fémeas com baixa fertilidade, despro-
vidas de habilidade materna, alta carga parasitaria ¢ que tenham
dificuldade de pari¢do, além do descarte de machos sem libido;
ter em ordem a escrituracao zootécnica do rebanho; a escolha da
¢poca de concentragdo das pari¢oes deve ser racional, avaliando-
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se 0 melhor periodo de disponibilidade de torragens, visando uma
boa mantenca corporal das ovelhas para a sua boa produgao de
leite ¢ manutencao para obten¢do do melhor manejo das crias ¢
sua terminacao o mais precoce possivel; as instalagoes devem ser
cuidadosamente adequadas em fungao do periodo cleito, se seco
ou chuvoso; dispor de mao de obra continua para o controle das
coberturas ¢ o manejo diario dos cordeiros; ¢ 0 manejo geral dos
animais.

A primeira medida sanitdria a ser tomada com o rebanho deve ser
o controle de infestacao por endoparasitas, com auxilio de exames
de fezes, para a mensuragao da quantidade de ovos por grama ¢
a identificacdo da espécie do parasita incidente. As vermilugagoes
devem ser estratégicas, com a administragao de principios ativos efi-
cazes conforme o caso clinico. O grau da carga parasitaria de larvas
infectantes nas pastagens esta basicamente relacionado com dois fa-
tores climaticos, umidade e temperatura, sendo os periodos de seca
e chuva diferentes nos ambientes de clima tropical e temperado,
Desta forma, o controle deve ser executado conforme as caracteris-
ticas de cada macro ou micro regiao do Brasil.

Um calendario de vacinacao preventiva deve ser seguido contra a
ocorréncia de clostridium, linfadenite caseosa, raiva e, dependendo
do conhecimento da frequéncia de surtos, contra leptospirose.

Os animais devem ser pesados mensalmente até o inicio da esta-
cao de monta e classificados pelo escore corporal para que se torne-
ca suplementacao nutricional e mineral aos animais de baixo escore
corporal antes da mesma. As ovelhas devem estar ganhando peso
durante todo o periodo de acasalamento. As fémeas que ganham
peso antes e durante o periodo de acasalamento melhoram a taxa
de fertilidade, resultando em menor numero de ovelhas “falhadas”
e 0 aumento no indice de partos gemelares.

Estacao de monta com estro natural

A estacao de monta ¢ o periodo em que ocorre a concentracao das
coberturas em um determinado intervalo de tempo através de esti-
mulos visuais, olfatorios e hormonais. Nesse sistema, o emprego do
efeito macho na fisiologia reprodutiva dos ovinos esta relacionado
a antecipacao e sincronizacao da manifestacao da puberdade a sin-
cronizacao de estros com ovulacao em ovelhas durante o anestro
estacional. Isso acontece porque, na presenca do macho, ocorre um
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aumento nos niveis plasmaticos do hormonio luteinizante (LH) ¢/ou
maior sensibilidade aos estrogenos dentro de um pertodo de 20-40
horas ao pico de LH (DRYMUNDSON, 1976; MARTIN cl1 al., 1980).
No cntanto, condigoes sanitarias, nutricionais ¢ a raga aprescentam
importancia vital no percentual de ovelhas em anestro fisiologico
que respondem ao cleito macho (WRIGHT et al,, 1990).

As questoes climaticas sao latores criticos que exigem avaliagao
para a escolha do periodo para os acasalamentos. Estes, quando
realizados em periodos de temperatura muito elevada, ocasionam
repercussao negativa na lertilidade dos animais, podendo aletar a
ovulogenese ¢ a espermatogenese ¢ ate ocorrer altas taxas de reab-
sor¢ao embrionaria.

A estacao de monta pode ser de curta duragao, de 42 a 50 dias,
sendo dividida em dois periodos. O primeiro sera de sete (7) dias
¢ tem a finalidade de promover o efeito macho. O mecanismo deste
¢ desencadeado pela acao dos chamados leromonios que transmi-
tem a informacao sensorial ao sistema ollativo das fémeas, onde sao
interpretadas por receptores quimicos. Acionam a liberagao de LH
pela hipofise anterior e por estimulos visuais relacionados a presen-
ca fisica dos machos. Esta estimulacao e concentragao da atividade
sexual das ovelhas deve ser pela introdugao no rebanho de 10% de
machos rufioes em intervalos de 12 horas. A estimulacao promo-
vida por estes ¢ eficaz apenas quando as [¢meas permanecerem no
minimo 15 dias isoladas de contato visual ¢ ollativo com reproduto-
res ou rufioes. A ovulacao apos este procedimento ocorre entre 24
a 60 horas (CHEMINEAU; COGNIE, 1984).

No rebanho de fémeas que estao ciclando, exteriorizando sinais
clinicos de estro e ovulando, ocorre também o efeito femea. A esti-
mulacao sexual de uma fémea em outra apresenta eficacia inferior,
quando comparada ao efeito macho. Entretanto, pode ser observado
um percentual em torno de 36% nos primeiros cinco dias e 6% no
decorrer de dez dias, de fémeas que exteriorizam estro, estimuladas
por outras em atividade sexual ativa no mesmo lote (MORELLO;
CHEMINEAU, 2004).

O segundo periodo tera duracao de 42-43 dias. O estabelecimento
deste tempo tem por objetivo a chance de cobertura das fémeas em
dois estros consecutivos, uma vez que, a frequéncia do ciclo estral
ocorre em até 21 dias.

Em determinados rebanhos de ovinos de origem europeia, a exis-
teéncia ou nao de algum tipo de fator ambiental ou nutricional que
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possa levar a eleito sazonal na atividade aclica dos animais na es-
tacdo de monta pode alonga-la ticando em torno de 90 dias. Entre-
tanto, em borregas de origem curopeia no primeiro acasalamento
observa-se uma estacao de monta 25% a 30% mais curta do que
para as [¢émeas adultas, devido a influcncia natural do lotoperiodo
(VILELA FILHO; FIGUEIRO, 1994).

A medida que as [émeas exteriorizarem sinais clinicos de estro
devem ser expostas aos carneiros selecionados diariamente nos tur-
nos da manha e da tarde, a intervalo de 12 horas, at¢ 0 momento
em que nao mais os aceitem. Alguns cuidados devem ser seguidos
como: propor¢ao sexual = 1 carneiro: 40 ovelhas para os machos
aptos no teste de capacidade de servigo. Manter um rodizio de re-
produtores, com cuidado especial de trocar os lotes entre os mais

jovens e os mais velhos, ¢ para este procedimento ter 4% de repro-

dutores reservas. A cobertura das femeas deve ser realizada em dois
lotes distintos, o lote das nuliparas ¢ o das primiparas ou multipa-
ras. Este cuidado ¢ importante porque as [emeas jovens apresentam
ovarios menores, taxas de ovulacoes mais baixas, estros mais curtos
¢ ciclos estrais irregulares.

Outro fator importante com relagao as ovelhas jovens, o qual pode
contribuir para a reducao da taxa de fertilidade, ¢ a inexperi¢ncia
destes animais. Elas nao procuram o macho ¢, ocasionalmente, re-
lutam em aceita-lo

Estacao de monta com estro sincronizado com
farmacos

A desestacionalizacao da atividade reprodutiva ou a intensificacao
do manejo ¢ de grande interesse ¢ indispensavel na utilizacao da
monta natural controlada intensiva, independentemente da ¢poca
do ano que exija maior ou menor aporte alimentar e da ocorréncia
de problemas sanitarios inerentes aos periodos de seca ou chuva
extremos.

A monta natural pode ser programada nos meses mais favoraveis,
mediante indug¢ao hormonal de estro e horarios pré-fixados para a
realizacao dos acasalamentos; ou em programas de cruzamentos,
para o estudo do desenvolvimento corporal, rusticidade e rendi-
mento de carcaca dos produtos nascidos (MORAES et al., 2002).

A efetiva, e de baixo custo, sincronizagao de estro em pequenos
ruminantes em estacoes de coberturas pode ser obtida pelo uso
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de pessarios vaginais impregnados com progestagenos associado a
administracao intramuscular de Gonadotrofina corionica equina
(¢CG), que aumenta a ocorréncia e a velocidade de ovulagao, além
de favorecer a fertilidade.

Os pessarios vaginais sao confeccionados com esponjas de poliu-
retano de alta densidade e impregnadas com dois tipos de progesta-
genos, 0 MAP (acetato de medroxi-progesterona) na dose de 50 mg
ou 0 FGA (acetato de fluorogestona) na dose de 40 mg. O principio
basico dessa associacao hormonal consiste em provocar a ovulagao
¢ formacdo de um corpo liateo ou luteinizagao do foliculo domi-
nante. A permanéncia dessas esponjas na porgao cranial da vagina
pode ser longa, entre 11 e 14 dias, ou curta, em torno de 5 e 6 dias,
ficando a decisdo a critério do Médico Veterinario. A dose do eCG
pode ser entre 300 a 400Ul (ROMANO et al., 2000; LIMA et al.,
2005). A identificacao do estro deve ser por uso de machos rufioes
e as coberturas executadas com intervalo de 12 horas, desde o inicio
até a nao mais exteriorizacao deste sintoma pelas fémeas.

A Tabela 1-2 apresenta os resultados de fertilidade, prolificidade e
tipo de parto obtidos do cruzamento de ovelhas da raga Santa Inés
com carneiros das racas Damara e Dorper. As fémeas foram submeti-
das a sincronizacao de estro com aplicagao de protocolo longo, asso-
ciacao da colocagao de pessario vaginal de poliuretano impregnado
com 50 mg de MAP e administragao parenteral de 400UI de eCG.

Outro método que pode ser utilizado para a sincronizagao de estro
concentrando o periodo das montas naturais e o das parigoes € a
administracao de prostaglandina F,o.. Em funcao de esta substancia

I 01NLIdY)

TABELA 1-2.

0CIm 19 {100} 13 {73,7| 08 | 05 00 61,51385] 0,0 1,38
0SIM 11 10009 {81,8]07 | 01 778 11111111 1,33

Fonte: Gonzalez et al.(2006b)
Legenda: N = Numero; % = Percentual; S = Simples; D = Duplo; T = Triplo
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possuir acao luteolitica, sua aplicagao fica limitada ¢m ovelhas que
estejam em atividade sexual, no pertodo de cinco a 14 dias do ciclo
¢ apresentem um corpo luteo funcional. Desta lorma, o scu uso
depende da identificagao precisa do inicio do estro para uma unica
aplicacdo, ou, nao sendo possivel este controle, devem ser duas apli-
cagoes. A dose recomendada varia de 25 pg a 50 pg, aplicadas por
via sub-mucosa vulvar ou intramuscular.

Emprego intensivo da estacao sexual

A cliciencia reprodutiva de um rebanho ovino esta dirctamente
relacionada ao numero de cordeiros desmamados por [¢mea/ano.
Desta forma, obtendo-se maior quantidade de cordeiros nascidos ¢
desmamados por ovelha, durante a sua vida sexual util, aumentara
a possibilidade de reposicao de matrizes ¢ rcpn'uiulm'cx de qualida-
de genetica superior para reposigao do rebanho ¢ maior quantidade
de animais destinados a venda. Entretanto, para a obtencao de altas
produc¢oes com eficiencia economica sao necessarios investimentos
por parte do ovinocultor em animais geneticamente selecionados
para a produgao de carne, associado ao controle sanitario, alimenta-
¢ao adequada ¢ praticas especializadas de manejo reprodutivo.

Uma das ferramentas naturais para a intensificagao dos sistemas
com enfoque comercial, solucionando o problema de entressalra na
produgao ¢ terminacao de cordeiros para corte ¢ aumento nas taxas
de destrute anual, ¢ a pratica do manejo de dois partos por ano, trés
partos em dois anos ou pari¢oes em blocos.

Em condigoes de clima tropical, onde nao ocorre efeito sazonal
na atividade sexual ao longo do ano, o sistema de intensificacao
reprodutiva pode ser aplicado, principalmente, nas ragas ovinas que
apresentam satislatoria capacidade leiteira para criar seus cordei-
ros, boa prolificidade ¢ frequentes partos gemelares. Estes animais
em condigoes favoraveis de disponibilidade alimentar balanceada e
perfeito estado de higidez podem se apresentar férteis durante todo
o ano. Entretanto, ¢ de suma importancia que nao ocorra descon-
tinuidade em nenhuma etapa no sistema de criacao, como a defi-
ci¢ncia cronica na disponibilidade alimentar e controle de doencas
inerentes as estagoes seca ¢ chuvosa, a falta de ajustes no manejo
durante os periodos de altas ou baixas temperaturas, pois isso pode
interferir de forma extremamente negativa na produtividade dos
animais (CUNHA et al., 2004; GONZALEZ, 2006b ).
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i regioes de dima temperado onde os ovinos solrem eleito
marcante da sazonalidade sexual, a pratica de mancjo com tres pa-
ricoces a cada dois anos ou em blocos pode necessitar, ¢m uma das
estagoes reprodutivas, o auxilio de sincronizagao artificial larma-
cologica do ciclo estral. Neste caso peculiar, a fecundagao devera
wor exccutada por intermedio da inseminagao artificial com semen
congelado-descongelado, por transposicao cervical ou com o uso

de laparoscopio.

Monta natural controlada

Com o objetivo do conhecimento dos indices reprodutivos dos ani-
mais ¢ de manter em ordem a escrituragao zootéenica da proprieda-
de, a monta natural deve ser controlada. Para tal finalidade devem
ser adotadas as seguintes recomendacoes: o reprodutor somente
serd trazido a presencga das [emeas em estro no momento das cober-
turas: os machos rufioes podem permancecer em tempo integral com
o rebanho ou serem introduzidos neste em intervalos de 12 horas
para a identificacao das ovelhas em estro; deve ser utilizado um
colete marcador ou mesmo o peitoral do rufiao pintado com uma
mistura de oleo vegetal ¢ tinta em po, para a sinalizagao por meio
da coloracao da parte posterior da ovelha que se deixou montar; a
mudanca da cor da mistura deve ser feita a intervalos de 15 dias,
utilizando-se as cores mais claras no inicio ¢ as mais escuras no final
da estacdo reprodutiva, este cuidado possibilita a identificacao das
[Cmeas que retornaram ao estro ¢ seu novo encaminhamento ao
assinalamento pelos rufioes.

Nas fichas sob o controle do operador devem constar as seguintes
anotacoes: numero da ovelha; data da cobertura; numero do repro-
dutor utilizado; nimero de coberturas; e previsao do parto. Por oca-
sido da paricao, registrar o tipo de parto (simples, duplo ou triplo) ¢
peso das crias.

Manejo intensivo na reproducao natural de ovinos

E o sistema onde sdo programadas parigoes sequenciais de acor-
do com a capacidade fisiologica das ovelhas. A intensificacao do
nascimento de cordeiros ao longo do ano ¢ altamente necessaria
em regioes onde exista uma demanda comercial de carne ovina e
haja comercializacao de matrizes e reprodutores selecionados para
reposicao de rebanhos. O numero de partos por ano deve ser esta-
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belecido em tuncao do nivel tecnologico atingido na propricdade, o
tipo de raca ou cruzamento explorado, a localizagao geogratica, as
condi¢oes edafoclimaticas da tazenda, o seu potencial de produgao
de forragem, pasto silagem ou feno, critério de natureza vital para
o manejo dos animais nas ¢pocas de escassez de alimentos. Em de-
terminadas criacoes, este numero pode ser de tres partos em dois
anos. No ultimo caso, os ovinos sao acasalados a cada oito meses.
Por ser um programa reprodutivo, requer preferencialmente o uso
de fémeas com grau baixo de estacionalidade, trabalho que exige
manejo intensivo ¢ nao ¢ tecnicamente recomendado para os ovi-
nocultores que nao alcangaram produg¢ao maxima e¢m programas
convencionais.

E inegavel que a intensificacao da pari¢ao ¢ uma ferramenta re-
produtiva que incrementa de forma significativa o numero de pro-
dutos nascidos ¢ criados em um determinado periodo, apresentando
as seguintes vantagens: produgdo adicional de cordeiros por ovelha
antes que esta seja descartada; ovelhas velhas ou secas na primave-
ra podem ser repassadas para a cobertura para parigao no outono
ou no inverno em seu ultimo ano de produtividade; incrementa a
safra de cordeiros selecionados para a reposicao do rebanho; apro-
veitamento de mao de obra e instalagoes ao longo do ano; ¢ teori-
camente incrementa o lucro por fémea a campo. Entretanto, sao
acrescidos custos relativos a confeccao de ragoes, conservagao de
alimentos, aquisicao de vacinas e medicamentos necessarios para
o controle sanitario basico, utilizacao de farmacos para promover a
sincronizacao e inducao do estro e ovulacao e adequacao fisica de
instalacoes. Entao, a decisao de dispensar um maior investimento
para a concretizacao desta finalidade fica a critério dos objetivos
pretendidos pelo criador.

Em um modelo americano de sistema intensivo de producao (Fi-
gura 1-2) denominado Star, as acoes sao desenvolvidas em cinco
blocos de atividades durante o ano. E esta € dividida da seguinte
forma: estacao da reproducgao; fase de gestacao das fémeas; época
das paricoes; periodo dos nascimentos; e lactagao das ovelhas e re-
cria dos cordeiros. Todas as fases da producao ovina sao feitas em
locais separados (que podem ser chamados de retiros) e os animais
submetidos a manejos nutricionais e gerais compativeis com a sua
categoria e seu momento fisiologico de produtividade. Neste siste-
ma, todas as etapas da cadeia produtiva sao desenvolvidas ao longo
do ano, apresentando duas vantagens bésicas como a eliminacao do
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FIGURA 1-2 - Diagrama do sistema de producao em cinco blocos.Fonte: Mathis e Ross
(2000).

problema de entressalra e ocupag¢ao maxima da mao de obra dispo-
nivel na propriedade.

Em muitos casos, o aumento na prolificidade, ou seja, o nasci-
mento de mais de um cordeiro por ovelha — desde que ela tenha
capacidade para desmama-lo —, pode intensificar a producao. Para
tanto, ¢ necessario identificar as ovelhas que gerem partos duplos
ou triplos e direcionar as cordeiras das mesmas para o rebanho de
matrizes, o que deve aumentar a prolificidade do rebanho com o
passar tempo.

Implicacoes de manejo em funcao do tipo da estacao
sexual

As estacoes de acasalamento ou cruzamento e a intensidade de suas
execugoes estao diretamente relacionadas ao total de cabecas exis-
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tentes no rebanho, sendo o objetivo primordial da exploragao ¢ a
intracstrutura humana ¢ hisica disponivel na propriedade. De qual-
quer torma, os metodos devem ser simples, rapidos, cconomicos ¢
que maximizem o trabalho dos reprodutores ¢ matrizes.

O método mais simples ¢, com certeza, a monta natural consistido
apenas no uso dos reprodutores. No entanto, esta pratica de repro-
ducao deve adotar certos criterios de excecugao para uma melhor
clicacia, como, por exemplo: adotar sempre o exame andrologico
prévio dos carneiros no periodo de 30 a 60 dias antes do inicio das
estacoes de coberturas; as montas devem ser prelerencialmente con-
troladas, conforme descrito anteriormente neste capitulo; ¢ manter
um trabalho de selecao ¢ escrituracao zootecnica permanente na
propriedade, com descarte de animais que apresentem deleitos ge-
neticos, fémeas interteis ¢ sem habilidade materna, ou machos com
libido baixa.

Apesar de ser simples, a execugao da monta natural pode nao ser
a mais cconomica. Isso ocorre em virtude do exaustivo trabalho dos
reprodutores em rebanhos extensos, o que acarrctara dispendiosa
mao de obra para controle diario das coberturas ¢ anotagoes em fi-
chas a campo, manejo intensificado nos cuidados sanitarios ¢ nutri-
cionais dos animais.

A inseminacao artificial (IA) convencional, com duracao de no
minimo seis semanas, exige o trabalho de pessoal especializado para
a colheita, avaliacao microscopica da qualidade do sémen ¢ inse-
minador experiente para a deposicao da dose no trato genital da
fémea. A necessidade da adequacao de uma sala proxima as baias,
simples, mas asséptica, ¢ que possibilite ao téenico executar o cor-
reto manuseio dos ejaculados. Esse método nao ¢ de simples exe-
cugao, mas maximiza o uso dos reprodutores. No entanto, deve-se
considerar que a IA exige requisitos minimos de intensificacao de
manejo reprodutivo e as condicoes minimas necessarias devem ser
atendidas.

Na sincronizagao artificial farmacologica do ciclo estral, apesar
das despesas com os hormonios usualmente empregados, a inse-
minacao artificial convencional pode ser concentrada em 42 dias,
minimizando a mao de obra do pessoal de apoio, evitando o des-
gaste lisico dos reprodutores ¢ reduzindo a sobrecarga no manejo
sanitario e nutricional dispensado aos animais. O emprego dessa
biotecnologia caracteriza-se pela rapidez e maior aproveitamento
dos reprodutores.
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Cabe ao criador avaliar qual o melhor mcetodo que sera adotado,

cm luncao, do sceu objetivo de exploracao ovina ¢ das condigoes de

estruturas hisicas, alimentos, |l(‘\\n.l| lecnico ¢ de apoio (|i\]u)||]\'t'i\

cim sua propricdade.

N
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didas importantes com as femeas no periodo

os-reproducao

Fvitar o transporte nos primeiros 30 dias.

Continuar com as estratégias nutricionais por 15 a 30 dias apos
08 acasalamentos.,

Fornecer suplementacao mineral.

Manter o controle laboratorial da carga parasitaria, que ser-
ve como criterio de descarte para lemeas que apresentem alto
OPG.

Providenciar sombreamento quando ¢m altas temperaturas.
Providenciar abrigo quando ¢m baixas temperaturas.
Disponibilizar agua a vontade.

Evitar o mancjo brusco.

Evitar a aplicacao oral ou parenteral de medicamentos desne-
COSSarios.

Manter reprodutores ¢ machos rufioes em rebanho separado
Diagnosticar as [¢meas vazias ¢ retirar do rebanho.

Adcequar um cercado da propriedade como local de maternida-
de (pastagem baixa, limpa, sem acesso diretos a corpos de agua

¢ perto da sede).
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A eficiéncia reprodutiva de um rebanho constitui um parametro de
expressao economica em sistemas de produgao para fins comerciais.
Dentre os critérios gerais de avaliacao no desempenho reprodutivo
dos animais, podemos enumerar: na fémea, a idade a puberdade ¢
ao primeiro parto, o intervalo entre partos ¢ a quantidade expressa
em quilogramas de cordeiro desmamado ao ano; no macho, a idade
a puberdade, qualidade de sémen na fase adulta ¢ capacidade de
servi¢o durante sua vida reprodutiva. Entretanto, a maximizacao da
produgao esta atrelada ao investimento em melhoramento genético
dos animais para a produgao de carne, como a adocao de tecnolo-
gias para o controle sanitario, alimentacao e manejo reprodutivo
adequados em cada regiao do Brasil.

A mensuracao dos indices de produtividade de um rebanho sao
muito importantes para a identificacao da relagao beneficio-custo
positiva ou negativa de uma propriedade.

Indice de Fertilidade (IF)

Este indice mede a eficicncia reprodutiva dentro de cada estacao
de cobertura, sendo o somatorio do desempenho sexual das fémeas
¢ do reprodutor, ou seja, o numero de f{émeas expostas, cobertas e
gestacao positiva. Em toda a propriedade o objetivo ¢ obter-se um
indice o mais proximo de 100%, percentual praticamente impossi-
vel. Entretanto, seguindo-se as técnicas corretas de manejo nutri-
cional e sanitario, os indices de fertilidade podem ser entre 80% a
90%. A equacao ¢ a seguinte:

n" de [émeas gestantes
e x 100
n’ total de fémeas expostas

IF =

Indice de Prolificidade (IP)

O indice de prolificidade significa o nimero de cordeiros nascidos
pelo nimero de ovelhas do rebanho. E de suma importancia que o
seu valor seja satisfatorio em sistemas de criacao com propositos de
abastecimento de mercado. A fémea ovina pode ovular mais de dois
ovulos por cio fértil e levar a gestacao a termo com dois ou trés cor-
deiros. Entretanto, este favoravel desempenho produtivo na ovelha
deve impreterivelmente ser associado a boa habilidade materna e
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suporte nutricional para a terminagao saudavel de pelo menos dois
produtos. De maneira geral, as temeas ovinas apresentam prolilici-
dade media de 1,3, em termos percentuais signilica o nascimento
de 130 cordeiros de um total de 100 ovelhas paridas. Um idice
de proliticidade pode ser utilizado para cada ovelha, objetivando a
selegao de ovelhas mais prolificas.

n°de cordeiros nascidos no rebanho

IP =

n°de ovelhas

Habilidade Materna (HM)

SEg= -

Uma f¢mea considerada portadora de boa habilidade materna deve
apresentar as seguintes caracteristicas: lacilidade de parto, capaci-
dade de produgao de leite para a amamentagao de sua cria ¢ de-
monstrar carinho ¢ cuidados pelo cordeiro desde o nascimento ate a
desmama. A habilidade materna esta diretamente relacionada com
maiores percentuais de mortalidade dos cordeiros. E fundamental
o estabelecimento do vinculo mae-cria, este fato pode nao ocorrer
devido a rejeigao da(s) cria(s) por maes incapazes. A recomendacao
técnica para uma criagao racional ¢ de produtividade ¢ o descarte
das fémeas nao portadoras dessa caracteristica.

Eficiéncia Reprodutiva (ER)

Este indicador de um rebanho ¢ destinado a exploragao de corte e sig-
nifica a relagdo entre o numero de cordeiros desmamados ¢ o nime-
ro de fémeas (no rebanho) cobertas durante o ano, assim calculada:

ER - numero de cordeiros desmamados/ano
numero de fémeas cobertas/ano

Intervalo entre Partos (IP)

O periodo médio de gestacdo na {émea ovina ¢ 150 dias (142-156).
Em regioes tropicais nos sistemas em que os rebanhos sao mantidos
em condigoes sanitarias ¢ nutricionais excelentes e que possam ser
contornadas as adversidades edafoclimaticas nas épocas de carén-
cias tipicas de cada regiao € possivel obter-se um parto a cada oito
meses, ou 1,5 partos/matriz/ano. Nas regioes de clima temperado
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este intervalo entre partos podera ser obtido com o auxilio de pro-
cramas de sincronizacao do ciclo estral. Tambeém, sao importantes
os latores alimentacao, sanidade ¢ adequacao do manejo geral aos

animais.

Indice de Mortalidade de Crias (IM)

L= B

Os problemas mais importantes relacionados com a mortalidade pe-
rinatal de cordeiros sao descritos como sendo: a raga, a idade dos
animais, o numero de cordeiros nascidos, o manejo pré-parto (cas-
carrcio em landas, nivel de estresse), o peso ao nascer, a disponibi-
lidade do colostro nos tres primeiros dias de vida, o comportamento
da t¢mea ¢ o da cria, o desenvolvimento da glandula mamaria da
ovelha, as condigoes climaticas ¢ o controle de predadores naturais.
A capacidade de sobrevivencia dos neonatos ¢ altamente influencia-
da pela interagao comportamental dos animais, sendo fundamental
o estabelecimento do vinculo materno-filial, o qual deve ocorrer no
proprio local do nascimento. Deve ser respeitado o “periodo critico”
de uniao da ovelha ao cordeiro, que ¢ muito curto. Se a cria for re-
movida logo apos o nascimento, esta sera rejeitada pela mae quan-
do apresentada a ela no intervalo de 6 a 12 horas mais tarde.

O calculo final do Indice de Produtividade do Rebanho - IPR ¢
obtido pela formula:

[PR = (n"de Matrizes x IF x IP x ITP)

Em sistemas modelos de criagao ovina que adotam medidas racio-
nais de manejo geral ¢ emprego de biotecnologias reprodutivas mo-
dernas, compativeis com o poder aquisitivo ¢ o objetivo comercial
do proprietario, ¢ possivel termos o seguinte quadro reprodutivo:
periodo de gestacao em torno de cinco meses; periodo de descanso
sexual em torno de dois meses (o puerpério se completa entre 35
a 60 dias); intervalo entre partos de oito meses; periodo de servico
de trés meses; idade a primeira cobertura entre sete e oito meses;
indice de prolificidade médio entre 1,0 a 1,3; nas racas com aptidao
para a produgao de carne, a terminacao dos cordeiros destinados ao
abate pode ser alcancada entre 60 ¢ 90 dias de idade. Os resultados
a serem alcanc¢ados na taxa de reposicao do rebanho e o total de
quilos de cordeiros desmamados em cada estacao sexual estarao di-
retamente atrelados ao niumero de cabecas existente no rebanho.
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A manipulacao do ciclo estral na femea ovina constitui uma biotec-
nica que possibilita a sincronizagao de estros, a indugao ¢ concentra-
cao das ovulagoes, com a finalidade de estimular a funcionalidade
da reproducao.

A estimulacao da atividade reprodutiva ou a intensificagao do ma-
nejo ¢ de grande interesse ¢ indispensavel na uatilizagao da insemi-
nacao artificial em momento pre-fixado, com ou sem a observagao
das manilestagoes de estro ou no preparo de receptoras de embrioes
[rescos ou criopreservados, independentemente da ¢poca do ano, o
que determina maior ou menor aporte alimentar (MORAES ¢t al.,
2002; SOARES; GONZALEZ, 2007).

A taxa de ovulacdo na ovelha ¢ controlada pelo recrutamento de
um numero limitado de loliculos dependentes da liberagao ¢ atu-
acao das gonadotrofinas endogenas, com aumento na sua exigen-
cia. Quando a ovulacao ¢ induzida em ovelhas em anestro sazonal,
somente os foliculos antrais que estao presentes no momento da
administracao do hormonio gonadotrofico exogeno podem respon-
der a este evento. Este lato determina que o tratamento empregado
para a indugao da ovulagao no final da fase lutea seja feito com a
administracio tnica de Gonadotrofina Corionica da Egua Prenhe
(Mc NEILLY et al., 1991; SCARAMUZZI et al.,1993; BARIL; SAU-
MANDE, 2000).

Protocolos longos
NSRS S T

Em ovinos alocados em regioes proximas a linha do equador, a
resposta [rente aos tratamentos hormonais de longa duragao — em
torno de 11 a 14 dias — com a finalidade de sincronizacao do estro
¢ inducao da ovulacao sao altamente eficazes. As taxas de manifes-
tagoes clinicas sao da ordem de 55% a 95%, respectivamente, apos
a associacao da utilizacao de esponjas vaginais impregnadas com
30 mg de FGA (Acetato de Fluorogestona) e a aplicacao de 200 e
400UI de eCG (Gonadotrofina Corionica da Egua Prenhe). Segundo
Pinheiro et al (2001), essas taxas ovulatorias podem oscilar entre
63,3% a 79,9 %, com a aplicagao deste hormonio.

Resultados altamente satisfatorios toram observados na sincroni-
zagao do estro e a da taxa de ovulacao em 104 ovelhas mesticas
da raca Santa Inés, utilizadas como receptoras de embrides ovinos
da raca Dorper, congelados pelo método classico, com aplicacao de
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tratamento hormonal longo de 14 dias. O protocolo consistiu na
colocagao de dispositivos vaginais de poliurctano impregnados com
60 mg de MAP (Acctato de Medroxiprogesterona). No final do tra-
tamento progestativo, as temeas receberam 400UL de ¢CG. O estro
foi monitorado por machos vasectomizados a partir de 12 ate 84
horas apos a remogao dos pessarios vaginais. No vigesimo primeiro
dia do programa, toi realizada a avaliagao dos ovarios ¢ inovulagao
dos embrioes com o auxilio do laparoscopio. O inicio da observagao
dos sintomas de estro 1oi 57,20 = 8,30 horas, com duragao media de
49,45 + 15,28 horas. A taxa ovulatoria apresentou-se ¢m torno de
100% (SOARES et al., 2002).

O tempo entre a retirada da esponja ¢ o inicio do estro ¢ determi-
nado pelo tipo de dispositivo vaginal, alem de outros latores, como
a estagao do ano, a idade do animal, estado nutricional ¢ o uso de
¢CG (ROMANO et al., 2001; CORDEIRO et al., 2002).

Em ovinos da raga Santa In¢s, classificados como animais de bai-
xo grau de estacionalidade, o uso do e¢feito macho confere impor-
tante ferramenta na inducgao da atividade ciclica. Transcorridos 60
dias de isolamento das ovelhas de reprodutores ou machos rufioes
¢ expostas na presenca destes, apresentam no periodo de cinco dias
manifestagoes de estro e concentragao de 2 ng/mlL da progesterona
plasmatica (P4), confirmando a ciclicidade sexual. Entretanto, em
ovinos das racas Sutfolk ¢ Romney Marsh, respectivamente, con-
siderados de estacionalidade de grau medio e alto, a resposta da
ativacao reprodutiva somente pelo emprego do efeito macho nao ¢
eficaz. Nos animais em anestro sazonal ¢ dependendo da localizacao
geografica, o emprego de progestagenos ¢ o mais utilizado ¢ eficaz
na desestacionalizacao e sincronizacao do estro, induzindo a um
ciclo estral artificial (SASA et al., 2003; DIXON et al., 2006).

No estado da Paraiba, em um total de 374 ovelhas receptoras de
embrioes, foi aplicado hormonio via intramuscular e colocacao in-
travaginal de dispositivos impregnados com progesterona natural e
sintética, com a finalidade de sincronizagao de estro e inducao da
ovulagao para formacao de um corpo liteo funcional para manten-
¢a da gestacao do embrido(oes) inovulado(s). O protocolo utilizado
foi de 14 dias, sendo que 237 animais receberam dispositivos vagi-
nais (CIDR) impregnados com 0,33 mg de progesterona natural e
137 receberam esponjas vaginais de poliuretano impregnadas com
60 mg de progesterona sintética. A resposta ovulatdria apresentous-
se em torno de 100% (SOARES et. al, 2003).
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Somente o cmprego do tratamento com progesterona sintetica
por meio da colocacao vaginal de esponjas impregnadas com 50 myg
de MAP, durante 12 dias, promoveu a indugao de estro em percen-
tuais de 95,6%, apos 48 horas do final deste, ¢m ragas ovinas clas-
sificadas como grau medio de sazonalidade reprodutiva. Os idices
de gestagoes obtidos por monta natural foram de 95,65% (ROCHA
et al... 2010%,

Protocolos curtos

L 1

O cmprego de protocolos de curta duragao em ovinos, em torno de
cinco a seis dias para a sincronizacao do estro, visa reduzir a frequ-
¢ncia da dispersao na ocorrencia dos estros, a exemplo do utilizado
na espécice caprina (LOPES JUNIOR et al., 2001).

Fm ovelhas da raca Sullolk, consideradas de media estacionali-
dade sexual, pode ser recomendado o uso de protocolo curto de
seis dias, composto da associacao de progestagenos, prostaglandi-
na ¢ ¢CG, aplicados da seguinte torma: no DO (dia zero) colocagao
das esponjas vaginais impregnadas com 60 mg de MAP; no D4 (dia
quatro) administracao de 100 pg de cloprostenol ¢ 350 a 400Ul de
¢CG; no D6 (dia seis) remogao das esponjas. A manilestacao do es-
tro ocorre no percentual de 100%, no periodo entre 55 ¢ 72 horas
do final do tratamento progestativo (BICUDO ; SOUSA, 2003).

Na ovelha Santa In¢s também sao relatados resultados satislatorios
com a utilizacao de tratamentos hormonais de curta duracao. No
periodo de 58 dias apos o parto, 13 ovelhas foram submetidas a sin-
cronizagao do estro por meio da colocagao de esponjas vaginais por
cinco dias. A detecgao do estro iniciou 12 horas apos a retirada destas
¢ loi monitorada a cada quatro horas, executando-se em seguida a
monta natural. O total de 88% (11/13) das {émeas manifestou estro
clinico ¢ a taxa de fertilidade foi de 62% (LIMA et al., 2005).

Na regiao Centro-Oeste, em ovelhas da raca Santa Inés um pro-
tocolo curto, empregando-se dispositivo intravaginal Eazi-Breed
CIDR" (Pfizer) impregnado com 0,33 ¢ de progesterona natural, que
permancceu inserido por nove dias (D0 a D9). No sétimo dia (D7) as
ovelhas receberam 200Ul de ¢CG (Novormon 5000%, Syntex S.A.).
Este procedimento usado para a inducao da ovulacao possibilitou
uma taxa de gestagao de 57,1%, confirmada por ultrassonografia,
aos 45 dias apos a inseminacao intrauterina (GILBERTI, 2007).
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Em condicoes de clima temperado, como no estado de Santa Ca-
tarina, 0 uso de protocolos hormonais curtos com duragao de seis
dias para induzir a ocorréncia de um ciclo estral artificial em ovinos
da raca Texel apresentou resultados de 65% a 70% na frequéncia
do estro clinico, seguidas 36 horas do término do tratamento com
progesterona sintética. Os protocolos hormonais consistiram na co-
locagao vaginal de esponjas impregnadas com 50 mg de MAP, ¢ no
momento da coloca¢ao deste dispositivo uma aplicagao de 25 pg de
prostaglandina sintética por via sub-mucosa vulvar ou duas aplica-
¢oes deste agente luteolitico na colocagao ¢ na retirada dos pessarios
vaginais. Nos dois métodos, os resultados de gestagao das ovelhas,
confirmados por ultrassonografia, apresentaram-se em torno de
90% (ROCHA et al., 2010).

A Tabela 3-1 apresenta resultados de frequéncia do estro em fun-
¢ao da duragao do protocolo hormonal utilizado.

A seguir, a Tabela 3-2 apresenta resultados da sincronizagao do
estro em ovinos em func¢ao da raga, duragao do tratamento e dose
dos hormonios e agentes luteoliticos.

TABELA 3-1.

- Ta

Curta duragao 16,7% 85.0% 100,0%
(5 a 6 dias) 10/60 51/60 60/60

Longa duragao | 8,5% 88,5% 87,0%
(10 a 14 dias) 17/200 174/200 1771200

Fonte: Bicudo e Sousa (2003).
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Deslanada/25
Suffolk/44

S. Inés/25

S. Inés/28

S. Inés/29
S. Inés/29
S. Inés/104
S. Inés/237

S. Inés/137
S. Inés/33

Texel/23
Suffolk/60

S. Inés/13
S. Inés/84
Texel/20

Texel/20

Esponja/30 mg FGA
Esponja/50 mg MAP
Esponja/50 mg MAP

Esponja/30 mg FGA
Esponja/30 mg FGA
Esponja/30 mg FGA
Esponja /60 mg MAP
Dispositivo/CIDR 0,33 mg
progesterona natural
Esponja/60 mg MAP
Dispositivo /CIDR 0,33 mg
progesterona natural
Esponja/60 mg MAP
DO = Esponja/60 mg MAP
D4 = 100 pg Cloprostenol
Esponja/60 mg MAP + 50
ug Cloprostenol
Dispositiva/CIDR 0,33 mg
progesterona natural
Esponja/60 mg MAP +
50pg Cloprostenol
Esponja/60 mg MAP +
50 pg Cloprostenal

Longo/12
Longo/4

Longo/14

Longo/12

Longo/12
Longo/12
Longo/14
Longo/14

Longo/14
Longo/14

Longo/12
Curto/6

Curto/5
Curto/9
Curto/6

Curto/6

= > e s n e

200U1 eCG
500U1 eCG

200U1 eCG

G1=26 Sem eCG
G2=30 200Ul eCG
G3=30 400Ul eCG
400Ul eCG

400Ul eCG

400Ul eCG
400Ul eCG

Sem
350-400UI eCG

300U1 eCG

200U1 eCG

25 pg Andlogo de Prostagandina
Uma aplicagdo

25 pg Analogo de Prostagandina
Duas aplicagoes

TABELA 3-2.

55,0
Sem controle

Sem controle

3460V=231
76,70V=733
96,70V=633
100,00V = 1,6 + 0,60
100,0

100,0
100,0

95,6
100,0

88,0
Sem controle
95,0

90,0

Dias et al. (1999)
Milczewski et al. (2000)
Pinheiro et al. (2001)

Dias et al. (2001)

Dias et al. (2001)
Dias et al. (2001)
Soares et al (2002)
Soares et al (2003)

Soares et al (2003)
Gonzalez et al. (20063)

Rocha et al. (2010)
Bicudo e Sousa (2003)

Lima et al. (2005)
Gilberti (2007)
Rocha et al. (2010)

Rocha et al. (2010)

FGA — Acetato de Fluorogestona; MAP — Acetato de Medroxiprogesterona; eCG — Gonadotrofina Coridnica da Equa Prenhe; CIDR — Dispositivo vaginal em forma de Y impregnado com progesterona natural
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A utilizacao de metodos naturais de estimulagao sexual ¢em ovinos
representa importancia prioritaria nos diversos programas de re-
produgdo assistida, visando minimizar o uso ou a concentragao de
hormonios, preservando, desta forma, a saude ¢ a maior vida util
produtiva ¢ reprodutiva das femeas. Atualmente, a bioestimulagao
da reproducao esta conquistando um espago novo em rebanhos alo-
cados nos distintos ambientes naturais do planeta, como tratamento
isolado ou auxiliar aos farmacologicos.

A introdugao de carneiros em um rebanho de femeas anovula-
torias (Figura 4-1) promove a indugao da ovulagao no tempo de
dois a quatro minutos, um aumento na frequeéncia da pulsagao de
LH, ¢ esta pode ocorrer em torno de 36 horas depois em descarga
ovulatoria, acarretando uma primeira ovulacao, dois a quatro dias
apos o inicio do contacto com os mesmos. Esta primeira ovulagao ¢
denominada de silenciosa, porque nao ¢ associada a comportamen-
to de estro clinico. Este ¢ manifestado em alguns animais, associado
a scgunda ovulagao, 17 a 20 dias apos a introdugao dos carneiros
(MARTIN ct al., 1986).

Em algumas ovelhas, a primeira fase latea tem duragao curta, em
torno de cinco a seis dias, com a ocorréncia de nova ovulacao, tam-
bém nao acompanhada por estro, mas seguida de uma fase latea
normal. Nestes animais, apenas a terceira ovulagao ¢ acompanhada
de estro em torno de 24 dias, apos a introducgao dos machos. A taxa
de ovelhas que ovulam ¢ baixa caso os carneiros sejam retirados
entre 8 a 24 horas de sua introducao no rebanho, sugerindo ser
indispensavel a permanc¢ncia destes mais tempo para a inducao da
ovulagao (ROSA; BRYANT, 2002).

A atribuicao positiva a presenca do macho ou rufiao € a reducao
do tempo entre a retirada da esponja vaginal, o inicio do estro ¢ a
ovulagao, ocorrendo picos de LH entre 24 e 48 horas apos a remo-
¢ao desta, concentrando a Irequéncia dos estros. Dessa forma, as
ovelhas apresentam-se no melhor estagio clinico deste evento fisio-
logico para a inseminacgao artificial apds 42 a 52 horas do término
do tratamento progestativo ¢ a variagao entre as ovelhas do periodo
compreendido entre a remogao da esponja e a ovulagao ¢ reduzida
(ROMANO et al., 2000; 2001).

A ocorréncia de regressao prematura de corpos luteos, evento
responsavel por acarretar ciclos curtos, ainda nao tem a sua cau-
sa completamente elucidada. Entretanto, muitos experimentos
demonstram a participacao do ttero na regressao do corpo ltteo,
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sugerindo que a curta duragdo destas estruturas ¢ resultado da sin-
tese prematura de PGE| por este orgao. E um lato que o tratamen-
to previo de ovelhas com progesterona submetidas ao cfetto machoe
inibe a ocorréncia de tases luteas curtas, evidenciando que a lalta
deste hormonio circulante ¢ sua a¢ao inibidora na secregdo de estra-
diol permitem a sintese de receptores endometriais para a oditodina
cinco dias apos a introdug¢do dos machos, acarretando a liberagao
de PGF, ¢ lise prematura do corpo luteo. Femeas que recebem dis-
positi\'(;s vaginais impregnados com progestagenos por um periodo
minimo de 10 dias ¢ no final sao submetidas ao ¢efeito macho apresen-
tam estro ovulatorio (LASSOUED ct al., 1997).

A ocorréncia do efeiro macho parece depender principalmente de
sinais olfatorios oriundos dos feromonios produzidos pelos machos
por estimulo dos androgenos ¢ estumulos comportamentais, exte-
riorizados na fase de cortejamento. Os leromonios produzidos pela
pele, principalmente na regiao ao redor dos olhos, atuam primaria-
mente atraveés do sistema ollatorio. Outro lator que parece inter-
ferir na resposta da fémea ¢ a sua experi¢ncia sexual. Em ovelhas
que nunca tiveram contato com carneiros, o odor natural destes
pode ndo ativar a secrecao de LH (GELEZ; FABRENYS, 2004; ROSA;
BRYANT, 2002).

A resposta da fémea a presenga do macho depende da intensida-
de do estimulo e da receptividade da mesma, isto ¢, do tempo do
anestro estacional. Ovelhas de racas com um forte padrao sazonal
nao responderao por mais forte que seja o estimulo. Contudo, em
femeas de racas classificadas com grau baixo de sazonalidade, que
estejam no final do periodo de anestro e proximas do periodo nor-
mal da estacao reprodutiva, sera suficiente um estimulo pequeno
(UNGERFELD, 2004).

A percentagem de fémeas em anestro que ovula apos a introducao
de machos aumenta quando em simultaneo sao introduzidas téme-
as em estro, as quais promovem o efeito féemea (KNIGHT, 1985). Estas
induzem nos reprodutores a secrecao de pulsos de LH e o aumento
dos niveis de testosterona no periodo de 4 a 8 horas de contato.
As concentracoes deste hormonio permanecem elevadas por varios
dias, estimulando a secrecao dos feromonios. O comportamento dos
carneiros em relacao as ovelhas em estro fornece estimulos visuais
adicionais para as ovelhas anovulatorias. A presenca de fémeas em
estro com carneiros que tenham acasalado recentemente possibili-
tara que as ovelhas anovulatorias sejam expostas a estimulos olfa-
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Livos, tacteis ¢ visuais, que podem potencializar a eficacia do efeito
macho (CHEMINEAU; COGNIE, 1984).

Estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade de otimizar o
cfeito nracho ¢ os tratamentos hormonais para estimular ou sincro-
nizar uma resposta na fertilidade das ovelhas. Os primeiros latores
a serem monitorados sao a condigao corporal ¢ o tempo de anestro
sazonal das [¢meas, os quais influenciam dirctamente na resposta
satisfatoria destas a esse efeito. Ovelhas submetidas a sincronizagao
de estro pela aplicacao de progestagenos por meio de esponjas va-
ginais ¢ ¢xpostas aos machos nos altimos tres dias de tratamento
apresentam um rapido aumento da secregao de LH, antecipacao do
inicio ¢ do fim do estro, do pico de LH ¢ da ovulagao. Entretanto, a
administracao de 500Ul de ¢CG no momento da retirada dos dispo-
sitivos pode acarretar reducao na taxa de paricao e da prolificidade
(EVANS et al. 2004; HAWKEN et al. 2005).

O efeito macho exerce estimulos positivos sobre a inducao da cicli-
cidade de ovelhas que se encontram em anestro sazonal. Contudo,
quando estamos em presenca de anestros mais intensos testemu-
nhados por uma percentagem de ovelhas em anestro superior a 50%
dos animais, a frequéncia de estro induzido pelo efeito macho nao
corresponde significativamente ao aumento da ovulacao estimula-
da por tratamentos hormonais anteriores. O estimulo do reprodutor
acionando a secrecao das fracas reservas de gonadotrofinas pela hi-
pofise nestas condi¢oes parece piorar a recuperacao destas fémeas,
traduzindo-se em ovulagoes menos competentes nas sincronizagoes
hormonais subsequentes (HORTA; CAVACO GONCALVES, 2006;
VASQUES et al. 20006).
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A inseminacao artilicial (IA) na espcécie ovina apresenta-se hoje
como uma ferramenta perfeitamente exequivel ¢ possibilita maior
amplitude da fertilidade nos programas de melhoramento animal.
A sclegao cuidadosa dos atributos gendéticos dos ovinos ¢ o lunda-
mento essencial para a potencializagao desta biotecnologia como
alavanca na propagagao acelerada de individuos superiores. Uma
caracteristica altamente favoravel a esta espécie ¢ a sua precoci-
dade, tato do ciclo estral ser de aproximadamente 16 a 17 dias ¢
proporcionar a duragao da estagao sexual de 60 dias, com a pos-
sibilidade de quatro chances de fecundagao da fémea (BICUDO,
2002).

E altamente permissivel associar o inicio do trabalho de 1A ao pro-
grama de reprodugao natural, por meio da sincronizagao do estro e
repasse das ovelhas vazias com a monta natural. A adogao ¢ viabili-
zagao da pratica de 1A exigem um modulo minimo do rebanho para
que haja retorno economico adequado. Em todos os casos, deve-se
questionar se a monta natural nao ¢ a op¢ao que melhor atende aos
interesses economicos ¢ do programa de melhoramento genético a
ser implementado (BICUDO, 2005).

Implicacoes na escolha do tipo de processamento
do sémen

RSP NES T
Semen fresco diluido

A utilizagao de sémen fresco diluido implica na intensificacao do
trabalho e necessidade de mao de obra permanente e capacitada
na propriedade para a conducgao dos seguintes trabalhos: emprego
do efeito macho no rebanho para a deteccao do estro das fémeas;
colheita, avaliacao microscopica do ejaculado, principalmente nos
critérios motilidade progressiva individual (%) e vigor (escala de
0 a 5); manipulacao do sémen para a sua diluicao; preparo da
amostra de sémen; o ato de contencao individual dos animais; e
deposicao da dose inseminante no sistema genital das ovelhas no
dia de servico.

Outro ponto a ser considerado €é a necessidade da disponibilida-
de de reprodutores na fazenda. O ejaculado de um carneiro com
satisfatoria condicao de higidez apresenta volume entre um a dois
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mL, concentracao espermatica entre dois a seis bilhoes ¢ motilidade
progressiva retilinea em torno de 80%. Desta forma, a diluigao do
ejaculado pode ser na proporgao de 1:10, com aproveitamento para
ateé 20 fémeas com volume da dose inseminante de 0,5 mL.

Semen resfriado

O processo de resfriamento do sémen possibilita a manutengao da
viabilidade espermatica em torno de 24 a 30 horas. Em detrimento
dos critérios utilizados neste, o meio diluidor ¢ a qualidade inicial
da motilidade progressiva do espermatozoide deve ser entre 80% ¢
90% e com vigor de no minimo 3.

Esta modalidade de processamento dos ejaculados apresenta al-
guns pontos positivos em relagdo ao uso do sémen fresco diluido:
minimiza o trabalho necessario para o emprego da IA em rebanhos
numerosos; permite que o processamento do sémen seja executa-
do em local fora da propriedade; nao necessita a permanencia de
reprodutores na fazenda, desta torma, podendo ser desenvolvido
uma maior pressao de selecao no rebanho, uma vez que podem ser
utilizados os ejaculados de carneiros zootecnicamente superiores de
propriedades vizinhas; e possibilita o transporte das doses envasadas
em palhetas, desde que em containers isotérmicos apropriados para
esta finalidade. A maior exigéncia ¢ que a técnica somente pode ser
executada por médico-veterinario capacitado.

A proporcao de diluicao recomendada ¢ de 1:2 (v:v), conferin-
do boa densidade final a mistura. A concentracao por dose deve
ser entre 150 a 200 milhoes de espermatozoides viaveis. Um meio
diluidor para o resfriamento de sémen ovino de facil preparacao,
aquisicao de ingredientes e resultados satisfatorios na mantenca da
viabilidade espermatica durante 24 a 30 horas apresenta a seguin-
te formulacao: agua bidestilada 100,0 mL; leite em pd desnatado
(Molico®) 10,0 g; frutose 1,0 g; gema de ovo 10,0 mL. Outro meio
recomendado € a base de Holding: meio holding 50,0 mL; frutose
1,0 g; gema de ovo 20,0 mL.

Seguidas as etapas, de colheita do sémen, avaliacao microscopica
da motilidade progressiva individual (%) dos espermatozoides e di-
luicao, inicia-se o procedimento de resfriamento. Vale lembrar que
a avaliacao das caracteristicas morfologicas das células espermaticas
deve ser de conhecimento prévio do profissional. As amostras de
sémen diluido serdao envasadas em palhetas de 0,5 mL, lacradas com
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alicate selador, colocadas dentro de involucros plasticos (30x20x20
cm) insuflados com ar ¢ mantidas ¢m geladeira previamente equi-
librada a temperatura de 5°C durante 90 minutos (tempo total de
cquilibrio), em posi¢ao horizontal sobre grades ractalicas. Durante
os primeiros 60 minutos de restriamento, os involucros plasticos
permanccerao lechados, sendo abertos nos 30 minutos finais. No
linal deste procedimento, as palhetas resiriadas sao acondicionadas
nas caixas isot¢rmicas equilibradas na temperatura de 5°C e deslo-
cadas at¢ o local das inseminacgoes. Este trabalho exige uma progra-
magao sincronica entre a organizagao da estagao sexual das ovelhas
na propricdade pelo pessoal de apoio ¢ a manipulagao ¢ processa-
mento do semen pelo téenico no laboratorio.

Semen congelado

A inseminacgao artificial com esta modalidade de beneficiamento do
sémen maximiza a pressao de selegao zootecnica dentro de um re-
banho com avancada condi¢ao biotecnologica inserido em progra-
mas de melhoramento genético. Isso acontece desde que existam
estruturas fisica compativel e de prolessionais treinados para a exe-
cucao das exigencias téenicas impostas pela sua implantagao.

As etapas para o desenvolvimento de todo o procedimento criobio-
logico do semen ovino estao discutidas em detalhes no Capitulo 7.

Modalidades de inseminacao artificial

A c¢leicao da modalidade de inseminacao artificial a ser adotada em
um determinado rebanho depende fundamentalmente da possibili-
dade de seu ajuste ao mesmo nivel biotecnologico ¢ necessidade da
disponibilidade infraestrutural de cada uma. As técnicas mais usuais
na fémea ovina consistem, basicamente, na deposicao do sémen na
abertura cervical, transposicao cervical, com possibilidade de maior
ou menor grau de penetracao ou com tracionamento da cérvix em
inseminacoes profundas.

Inseminacao cervical

Esta técnica ¢ de simples execugao e ainda muito aplicada a campo
em rebanhos numerosos, onde tenha disponibilidade de reproduto-
res ¢ mao de obra na propriedade.
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Nessa modalidade recomenda-se o uso de semen fresco diludo.
A lemea pode ser contida em um cavalete pivotante conleccionado
com a mcetade de tambor plastico com capacidade para 200 litros
acoplado a uma estrutara de lerro com altura de 1,0 metro do
chao. Os animais sao mantidos na posicao de decubito ventral sobre
a metade do tambor (metodo conhecido sobre a barra) ¢ ¢m incli-
nagao de 45 No momento da inseminagao sao necessarios dois
auxiliares para a contengao dos membros anteriores ¢ posteriores,
proporcionando melhor comodidade do animal ¢ dos operadores,
que devem atuar em omenor namero possivel, com o objetivo da
exclusao do eleito habilidade.

Apos o posicionamento correto da temea ¢ sua identilicagao, in-
troduz-se o especulo vaginal modelo bico de pato, com lonte Tumi-
nosa, visualiza-se a entrada do canal cervical ¢, com o auxilio da
pipcta de inseminacao acoplada de um mandril, a dose de semen
¢ torno de 100 a 150 plo¢ inoculada. A colonizacao ¢ longevidade
da celula espermatica do carneiro no genital da ovelha sao atributos
clicientes para permitirem a flexibilizagao do momento da inscmi-
nagao, possibilitando a sua realizagao pela manha em sequencia da
ruliacao noturna (GILLAN, ¢t al. 200:).

Inseminacao por transposicao cervical

A cervix da femea ovina constitui-se ¢m um tubo fibroso, onde o
lumen ¢ obstrurdo por proeminencias ¢ depressoes na membrana
mucosa lormando dobras ou pregas em numero de (rés a sete. A
presenca dessas inameras dobras na cervin ¢ os ancis exeéntricos
cntre clas sao as causas principais da dificuldade de passagem pelo
canal cervical durante a 1A (KERSHAW ¢t al., 2005; NAQVI ¢t al.,
2005). Desta lorma, a inseminagao artificial por transposicao cervi-
cal pode ser execatada pelo tracionamento do canal cervical.
As ctapas do procedimento completo sao as seguintes:
L. Conter a lemea em (ronco proprio;
2. Realizar a assepsia da regiao perianal ¢ valvar com agua ¢ de-
tergente neatro ¢ depois a arca enxugada com toalha de papel
descartavel;
o ntroduzie na vagina de especulo modelo bico de pato com lon-
(e luminosa para a visualizacao da entrada do canal cervical:
Ao Tracionar a cervix ate o mais proximo possivel da entrada do

vestibulo vaginal por meio da apreensao das bordas em dois
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FIGURA 5-1. Momento da inseminacao artificial por transposicao cervical.
Fonte: Gonzalez et al. (2006).

pontos laterais, com o objetivo de deslazer os ancis ¢ possibili-
tar o acesso ao canal, que durante todo o procedimento perma-
nece nesta posicao com o auxilio de um assistente;

5. O tracionamento da cérvix pode ser com o auxilio de duas pin-
¢as Modelo Allis (comprimento entre 20 a 25 ¢m);

6. Scguida a distensao do canal cervical, introduzir a pipeta de
inseminagao at¢ o ponto de sua perleita penetragao, sem causar
lesao ou sangramento neste, e depositar a dose de sémen (Figu-
ra 5-1).

Inseminacao intrauterina por laparoscopia (IAL)

A Inseminagao intrauterina com o auxilio do laparoscopio pos-
sibilita 0 uso de sémen congelado com sucesso nos resultados de
gestagao. A modalidade da TAL permite imprimir ao maximo o me-
lhoramento genctico do rebanho porque conta com a criopreser-
vacao das doses inseminantes, que podem originar-se de carneiros
de alta selegao genética existentes em qualquer parte do planeta.
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Entretanto, o emprego da 1AL esta diretamente ligado a aplicagao
de protocolos hormonais nas fémeas, proporcionando um perfeito
controle do momento da ovulacao, conforme discutido com deta-
lhes anteriormente no Capitulo 3.

As inseminacoes por laparoscopia sao realizadas no intervalo de
55 a 60 horas apos a retirada dos dispositivos vaginais ¢ aplicagao
do ¢CG, de maneira a constituir-se em um sistema de inseminacao
artificial em tempo pré-estabelecido (IATF).

O instrumental para a pratica da inseminacao por laparoscopia
consiste das seguintes partes: um laparoscopio rigido de 7 mm de
diametro; uma fonte de luz com cabo de fibra optica; duas canulas
com trocarter, uma de 7 mm para a introdugao da fonte luminosa
conectada ao laparoscopio ¢ insuflagao de CO na cavidade abdomi-
nal ¢ a outra de 5 mm para a deposicao do sémen dentro dos cornos
uterinos.

As etapas para a inseminacao por laparoscopia sao as se-
guintes:

I. Submeter as ovelhas ao jejum hidrico por um periodo de 12
horas que antecede as inseminacoes ¢ realizar a tricotomia ¢ as-
sepsia com agua e detergente neutro da regiao paramamaria;
No dia das inseminacoes, sedar as [émeas com cloridrato de

]

xilazina na dosagem de 1,1 mgkg de peso vivo, conteé-las e rea-
lizar a desinleccao da regiao tricotomizada com solucao de iodo
a 10%;

3. A contencao das femeas ¢ leita em cama propria reclinavel,
na posicao de decuabito dorsal e inclinacao de 45°, sendo assim
mantidas durante todo o procedimento;

4. Fazer a primeira puncao com o trocarter de 7 mm, 2-3 ¢m a
[rente do ubere e a direita da linha alba, introduzir o insuflador
¢ preencher a cavidade abdominal com CO, possibilitando uma
melhor visualizacao ¢ manipulacao dos COrnos uterinos;

5. Fazer a segunda pung¢ao com o trocarter de 5 mm, 2-3 ¢m a
[rente do ubere e a esquerda da linha alba, ¢ introduzir o ins-
trumental fixador, que tem a finalidade de manipulacao do
utero para rapida localizacao e fixacao (Figura 5-2);

6. Realizar a descongelacao individualmente das palhetas (0,50
mL) com o s¢men congelado, conforme cada ovelha estiver se-
dada ¢ contida, dividir seu conteudo (0,25 mL) ¢ inocular na
altura da curvatura maior de cada corno uterino com pipetas
do tipo ASPICY (IMV- Retf. 005546);



Inseminagao artificial (IA) ,5

7. Retirar as canulas ao fim da manipulagao, realizar um ponto
simples de sutura com fio categut e agulha curva traumatica e
desinfectar as feridas.
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FIGURA 5-2. Locais laterais a linha alba para a introdugdo dos trocateres.
Fonte: Gonzalez (2009).
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Criterios para execucao da TE

o S R AT o i P

Na organizacao de programas de TE devemos seguir alguns critérios
gerais para a obtengao do sucesso desta ferramenta biorreprodutiva.
Um desses criterios refere-se a existencia de recursos humanos ca-
pacitados, que trabalham na equipe téenica ¢ de apoio.

As ovelhas destinadas a doadoras de embrioes devem ser porta-
dores de excelentes condigoes fenotipicas ¢ gencticas, qualidades,
estas, obtidas por sele¢ao zootécenica criteriosa ¢ avaliagao geno-
mica/proteomica ¢ femeas receptoras que preecham todos os re-
quisitos de selegao, conforme sera descrito posteriormente. Estes
animais devem ser submetidos ao manejo geral especifico, como
alimentacao melhorada, identificagcao segura, adocao de medidas
sanitarias tais como controle de endoparasitas, aplicagao de vaci-
nas contra a ocorrencia de clostridioses, leptospirose e controle da
atividade sexual.

Outro ponto importante ¢ a disponibilidade de infraestrutura fisi-
ca basica na propriedade. Os equipamentos necessarios podem ser
simples, mas devem apresentar boas condi¢oes de uso, garantindo
desta forma a correta colheita, manipulacao e criopreservacao dos
embrioes. Os materiais de consumo, como as solucoes para a la-
vagem, manutengao ¢ congelacao dos embrioes, hormonios para
a superovulacao e outros materiais diversos, devem ser escolhidos
pela qualidade e eficacia.

No caso em que a fecundacao das doadoras seja pela monta na-
tural controlada, a escolha dos reprodutores deve ter como base os
scus atributos de selecao zootécnica, conforme o seu padrao racial
¢ avaliagao gendmica/protedOmica e a constatacao da libido ativa e
qualidade comprovada do sémen por realizacao de exame clinico-
andrologico.

Se a fecundacao for pela inseminacao artificial por laparoscopia,
as doses de sémen devem ser adquiridas de centrais cadastradas
pelo ministério da agricultura e oriundas de reprodutores de gené-
tica comprovada.

Principios fisiolégicos e implicacoes da
superestimulacao ovariana

A ocorréncia eficaz de ovulagdes multiplas em ovelhas constitui
uma das etapas criticas em um programa de transferéncia de em-
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brioes (TE), para que este seja cconomicamente viavel ¢ maximize
a vida reprodutiva de temeas com linhagens genceticas superiores.
A diversidade na variabilidade da resposta ovariana Irente ao re-
crutamento, crescimento ¢ maturagao lolicular ate a tase de oodito,
mediante acao de conadotrotinas exogenas, osta relacionada com as
diversas racas de ovinos, os protocolos para o tratamento superovu-
latorio, a ¢poca do ano ¢ a condigao nutricional ¢ sanitaria da lemea
(STEYN. 2000; SILVEIRA; KOZICKI, 2001).

Em um ciclo estral fisiologico um “pool” de tohculos ¢ recrutado
¢ estes iniciam o seu desenvolvimento ate que o maior bloqueia o
final do desenvolvimento dos outros menores. Existe lorte eviden-
cia experimental de que este mecanismo denominado dominan-
cia ocorre durante a primeira ¢ a ultima onda folicular ovulatoria
(BAIRD; MCNEILLY, 1981). Entretanto, existem muitas divergen-
cias sobre a possibilidade de dominancia nas ondas intemediarias do
ciclo estral das ovelhas (RUBIANES, 2000).

Um foliculo do “pool” recrutado ¢ selecionado. Este continuara
crescendo e amadurecendo ate a tase de ovulagao, enquanto os ou-
tros sofrem atresia. O foliculo dominante ¢ dependente em sua lasce
final de crescimento de pulsatilidade de LH, sendo o foliculo maior
de uma onda o ovulatorio, logo que se estabele¢a uma cascata en-
docrina com o pico pre-ovulatorio de LH. Na lalta deste, o loliculo
dominante solrera atresia enquanto outra onda folicular se inicia. O
mecanismo pelo qual o foliculo dominante exerce sua dominancia
¢ suprimindo a sintese ¢ liberacao de FSH pela hipofise, principal-
mente pelo feedback negativo ocasionado pela sua alta secrecao de
estrogenos ¢ inibina. Entao, o principio basico da superestimulacao
ovariana consiste em possibilitar o desenvolvimento até o evento
da ovulagao de todos os foliculos recrutados pela acao do FSH exo-
geno administrado nos protocolos hormonais (HAFEZ, E.; HAFEZ,
B., 2004).

Existem basicamente duas implicacoes negativas na resposta su-
perovulatoria (Figura 6-1) em detrimento da aplicacao exdgena do
FSH. A primeira ¢ referente a acao limitante deste hormonio sobre
os foliculos que passaram da fase de primordiais ¢ iniciaram o seu
crescimento (os recrutaveis). Estes sao foliculos antrais com diame-
tro superior a 2 mm. Em fungao deste fato, a primeira causa para
a ocorrencia de respostas nao satisfatorias na estimulacdo ovariana
pode ser em funcao do numero reduzido destes foliculos recruta-
vels presentes nos ovarios no inicio do tratamento hormonal. Outro
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ponto ¢ que, por ocasiao do primeiro pico pre-ovulatorio de LH
wor induzido, os grandes Tolicalos podem nao apresentar-se madu-
ros o suliciente para desenvolvereme-se ¢im corpo luteo normal. A
seeunda implicagao ¢ dtada como a atuagdao estimulante do FSH
sobre os toliculos em crescimento normal ¢ os ¢m regressao. Dessa
mancira, pela agao positiva do FSH exogeno, o foliculo que estava
cin processo de regressao pode reiniciar o seu crescimento ¢ chegar
a ovulacao. Entretanto, o ovodito lormado esta marcado para mor-
rer (BALDASSARRE, 2004). Este processo ¢ denominado apoptose,
que signilica uma torma programada de morte celular com perda
irreversivel da estrutura ¢ tungoes vitais das células. Como resul-
tado, este ovocito ndao sera lertilizado ou solrera uma degeneragao
prematura (KERR ctal, 1972).

A origem ¢ o grau de contaminacao do LH (hormonio luteini-
sante) na solugao, a partida, a dose, raca, idade, variagao individu-
al, condicao sanitaria, influcncia de fatores climaticos, sao citados
como responsaveis pela eficacia da ocorrencia de ovulagoes multi-
plas (GUSMAO ; MOURA, 2005).

SURA 6-1. Fémea ovina superovulada com hormanio foliculo estimulante exdgeno.
Fonte: Gonzalez et al. (2002).
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O grau de contaminacao do LH na solugdo do hormonio foliculo
estimulante (FSH) pode desencadear uma resposta ovariana in-
desejada, como a tuncionalidade prematura de oocitos. Estes po-
deriam, em parte, ser mantidos como foliculos luteinizados, mas
seriam considerados de qualidade interior por serem embrioces ve-
lhos por ocasido da colheita. A contaminagao do LH de ate 40,0%
na solucao do FSH ndo intertere na taxa de ovulagao ¢ no nu-
mero de embrides recuperados (MOOR ¢t al, 1984 NOWSHARL
HOLTZ; 1993).

O baixo indice de recuperacao embrionaria ainda obtido em ovi-
nos pode ser atribuido a causas diversas como: os oocitos podem
nao ser capturados pelas timbrias em razao do ovario ¢star muito
aumentado de tamanho em virtude da superovulagao; transporte
acelerado através do trato reprodutivo; tormagao de corpo luteo
sem ovulacdo resultante de niveis alterados de esteroides; altera-
coes na composicao do oviduto e/ou na secregao uterina podem
modificar os padroes hormonais; pode haver rapida desintegragao
de ovulos nao tecundados, no periodo entre a ovulagao ¢ a colheita
dos embrioes (WILMUT et al.,1985; McNEILLY et al., 1991; PEND-
LENTON et al.,1992; SAMARTZI et al., 1995).

Base farmacologica para a multipla estimulacao
ovariana

O procedimento hormonal inicial para promover a multipla estimu-
lacao ovariana fundamenta-se na sincronizacao do estro das ove-
lhas selecionadas como doadoras de embriao. Este pode ser obtido
basicamente pela aplicacao de trés tipos de dispositivos impregna-
dos com progesterona natural ou sintética: dispositivo vaginal de
silicone (Controlled Intravaginal Drug Release) impregnado com
0,33 mg de progesterona natural; dispositivo vaginal de poliuretano
impregnado com 50 mg de acetato de medroxiprogesterona; e im-
plante auricular impregnado com progesterona sintética.

A proxima etapa ¢ a administracao de analogos da prostaglandina
F, no sétimo dia do programa (D7) com o objetivo de induzir a lute-
olise de possiveis corpos liteos funcionais do ciclo fisiologico ante-
rior. A etapa final para promover o recrutamento, desenvolvimento
¢ maturacao do maior numero possivel de foliculos antrais, o evento
da superovulacao, consiste na aplicacdo de FSH (hormonio foliculo
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estimulante), podendo ser de origem pituitaria ovina ou suina, em
doses decrescentes fracionadas ou em dose tnica. O procedimento
hormonal para promover a ovulagao é mediante a aplicagao de LH
(hormonio luteinizante) entre o décimo quarto (D14) e o décimo
quinto dia (D15) do programa hormonal.

Seguem as Tabelas 6-1, 6-2, 6-3 e 6-4 apresentando protocolos
diversos para promover multiplas ovulagoes em ovinos.

TABELA 6-1.
L ST St Bt SN AR AT LRGN o Tl e b A e IR i

1
12

13

14

15

18

20

21

18h

7h
18h

7h
18h

7h
7h
7h
18h

7h

7h

7h
15h
15h

8h

L™ PR IS -

Colocagao do CIDR
Troca do CIDR
Aplicar 0,5 mL PGF,
Aplicar 2,0 mL FSH

Aplicar 2,0 mL FSH
Aplicar 1,6 mL FSH

Aplicar 1,6 mL FSH
Aplicar 1,2 mL FSH

Aplicar 1,2 mL FSH
Aplicar 200 Ul eCG
Retirada do CIDR

Aplicar 1,0 mL FSH

Aplicar 1,0 mL FSH
efeito machol/coberturas

Colocagao de novo CIDR -
Prevengdo de regressao prematura dos
corpos luteos

Retirada do CIDR
Jejum hidrico alimentar
Tricotomia/assepsia

Colheita dos embrides

Legenda: FSH (Horménio Foliculo Estimulante) eCG (Gonadotrofina Coridnica da Equa Prenhe) CIDR
(Controlled Internal Drug Release)

Fonte: Gonzalez et al (2002).
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TABELA 6-2.

DIA DO PROGRAMA HORARIO(H) TRATAMENTO
Zero 7h Colocagao do CIDR
7 7h Troca do CIDR
Aplicar 0,5 mL PGF,
12 7h Aplicar 2,4 mL FSH
18h Aplicar 2,4 mL FSH
18h Aplicar 240 Ul eCG
13 7h Aplicar 1,8mL FSH
18h Aplicar 1,8 mL FSH
14 7h Aplicar 1,2 mL FSH
18h Aplicar 1,2 mL FSH
18h Retirada do CIDR
15 7h Aplicar 1,0 mL FSH
18h Aplicar 1,0 mL FSH
18h efeito macholcoberturas
18 7h Colocagao de novo CIDR -
Prevencao de regressao prematura dos
corpos liteos
20 15h Jejum hidrico alimentar
Tricotomia / assepsia
21 8h Colheita dos embrioes

Fonte: Gonzalez (2009).

Nos protocolos contidos nas Tabelas 6-1 e 6-2, a colocagao de um
terceiro CIDR no dia 18 do programa (D18) tem a finalidade de
prevenir a regressao prematura dos corpos luteos, sendo, este fato,
observado em nossos trabalhos de transferéncia de embrioes, prin-
cipalmente em ovinos da raca Dorper (semi-lanado) e em alguns
animais da raca Santa Inés (deslanado) em regioes de clima tropical.
A incidéncia deste fenomeno fisiologico tem maior expressao em
caprinos, embora a causa nao esteja elucidada. Supoe-se que ocorra
um desequilibrio hormonal que afeta o desenvolvimento normal
dos corpos luteos produzidos em consequéncia do tratamento su-
perovulatorio (BALDASSARRE, 2004). Desta forma, essa conduta €
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TABELA 6-3.

Zero 7h Colocagao do CIDR

7 7h Troca do CIDR
Aplicar 0,5 mL PGF,,
12 7h Aplicar 2,4 mL FSH
18h Aplicar 2,4 mL FSH
13 7h Aplicar 1,8 mL FSH
18h Aplicar 1,8 mL FSH
14 7h Aplicar 1,2 mL FSH
18h Retirada do CIDR
18h Aplicar 1,2 mL FSH
18h Aplicar 1,0 mL eCG
15 7h Aplicar 1,0 mL FSH
7h efeito macho
18h Aplicar 1,0 mL FSH
18h efeito macholcoberturas
21 15h Jejum hidrico alimentar
Tricotomia/assepsia
22 8h Colheita dos embrides

Fonte: Gusmao et al. (2007).

opcional, ficando a critério do médico-veterinario responsavel. Uma
conduta importante que deve ser adotada pelo menos 60 dias antes
do inicio do tratamento farmacolégico de sincronizagao do estro € a
monitoracio da frequéncia do estro nas futuras ovelhas doadoras.

Selecao de doadoras

A selecio de fémeas como doadoras de embrido deve ter primei-
ramente como base dois critérios principais, a qualidade de seu
gendtipo e fenétipo. Em segundo plano, mas nao de importancia
inferior, a ficha reprodutiva de uma ovelha em fase adulta, candi-
data 3 doadora, deve conter os seguintes atributos de acordo com
a raca: alta produtividade de carne, la e leite; satisfatorio indice de
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TABELA 6-4.

Zero 7h Colocacao do CIDR

12 7h Aplicar 12,8 mL FSH

Aplicar 2,5 mL eCG

Misturar as duas doses de horménios e
aplicar na mesma seringa

15 7h Retirar o CIDR
7h efeito macholcoberturas
21 15h Jejum hidrico alimentar
Tricotomia/assepsia
22 8h Colheita dos embrioes

Fonte: Simonetti et al. (2008).

fertilidade; portadora de habilidade materna; historico da frequén-
cia em sua vida reprodutiva de ciclos estrais regulares; apresentar
por ocasiao do tratamento superovulatorio excelente condicao de
higidez e condicao nutricional classificada como escore trés (Figura
6-2). A recomendacao técnica da idade da fémea para o primeiro
programa de TE é a partir de dois até os cinco ou seis anos de idade,
dependendo de sua condicao fisica e reprodutiva.

Fecundacao de doadoras -

Se a fecundacao das doadoras for pela monta natural, a data e o pe-
riodo da primeira cobertura devem ser controlados e registrados. O
efeito macho constitui importante ferramenta para a inducao do estro
das fémeas apds a retirada dos dispositivos vaginais ou implantes
subcutaneos na regiao auricular. Este deve iniciar em torno de dez
horas ap0s o final do tratamento com progesterona e pode ser feito
pelo préprio reprodutor escolhido para servir a doadora. As montas
devem ocorrer no inicio da observacao de estro e no intervalo de
oito a doze horas até que as ovelhas nao aceitem mais os carneiros.
O importante € garantir a fecundacao durante as primeiras ondas
ovulatorias.
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FIGURA 6-2. Ovelhas da raca Santa Inés superovuladas no estado de Sergipe.
Fonte: Gonzalez et al. (2006 b).

No caso da fecundacgao ser por inseminacao artificial, esta deve ser
com o auxilio do laparoscopio, pratica que somente pode ser execu-
tada por médico-veterinario treinado. Podem ser realizadas duas in-
seminacoes, a primeira no periodo de 30 horas e a segunda apos 36
horas do inicio do estro monitorado pelo macho/rufiao. Recomen-
da-se que a qualidade das doses de sémen precisam ser aprovadas
antes da deposicao no utero, pela descongelagao de uma amostra
¢ avaliacao sob microscopia (10X) da motilidade individual. Esta
deve ter, no minimo, 30% ¢ vigor escore trés. A manipulagao do
laparoscopio na doadora deve ser executada com bastante critério,
evitando, desta forma, um possivel traumatismo nos ovarios, que
nesta fase estao muito aumentados de tamanho e superovulados.
Cada corno uterino deve receber uma dose inseminante inoculada
na sua curvatura maior.

Colheita de embrides pelo método cirurgico

A pratica de colheita de embrioes pelo método cirurgico deve res-
peitar as seguintes condutas de seguranga com relagao a fémea do-
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adora: somente ser excautada por medico-veterinario treinado; ter
sempre o cuidado da preservagao da integridade do genital da fe-
MCA; ¢ a assepsia mais rigorosa possivel,

Na especie ovina, o metodo cirurgico ¢ ainda o mais utilizado, ¢em
detrimento da estrutura anatomica do canal cervical nestes animais,
que ¢ longo, sinuoso, com o posicionamento dos ancis cervicais na
torma de um labirinto ¢ diametro reduzido, sendo este tato mais
acentuado em determinadas ragas. Neste metodo, o recolhimento
dos embrioes produzidos ¢ executado mediante lavagens sucessivas,
aplicando-se PBS (Solugao Tampao Dulbeco Moditicada) nos cornos
uterinos, cujo thuxo imposto pela pressao do hiquido possibilita sua
recuperacao.

As femeas devem ser submetidas ao jejum hidrico-alimentar pre-
vio em torno de 15 horas no dia que antecede as cirurgias. Neste
dia. devem ser executadas a tricotomia ¢ a assepsia da regiao abdo-
minal, mediante lavagem com agaa ¢ detergente neutro ¢ auxilio de
uma escova com cerdas de nvlon.,

O procedimento anestésico ¢ constitutdo da associacao de dois
principios farmacologicos, o cloridrato de xilazina na dose de 1,1
mg/kg/peso vivo, podendo ser administrado pelas vias endovenosa
ou intramuscular, ¢ o cloridrato de Ketamina na dose de 5.a 15 my/
Kg/peso vivo, administrado por via intramuscular. Outra sedacdo
alternativa ¢ a entubag¢ao com halotano, método mais indicado ¢m
ovinos. Apos a anestesia da ovelha, esta ¢ colocada em cama de con-
tengao reclinavel (Modelo Figura 6-3) na posicao de decibito dorsal
¢ inclinagao de 45 graus para a realizacdo da laparotomia, depois
retorna para a posicao horizontal ¢ desse modo ¢ mantida durante
0 processo de recolhimento embrionario.

A assepsia do campo operatorio segue seguintes passos: lavar
com agua ¢ detergente neutro; enxugar com pano cirtirgico estéril;
¢ usar solugao de alcool iodado a 10%, sendo esta pincelada com
gaze esteril fixada em uma pinga, da parte medial do abdomen até
a regiao da virilha.

A avaliagao da resposta superovulatoria deve ser realizada por la-
paroscopia, mediante duas incisoes com comprimento em torno de
I ¢m cada, laterais a linha alba, uma a esquerda para a introducao
da fonte otica ¢ outra a direita para a introducao do bastao de inox
que possibilita a manipulagao de cada corno individual para visu-
alizacao dos corpos liteos formados. Esta conduta evita a abertura
de cavidade quando a resposta ovariana lor negativa. No caso de
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FIGURA 6-3. Modelo de cama de contencao para a colheita cirurgica de embrioes em
ovinos. Fonte: Gonzalez et al. (2006 b).

resposta positiva, € feita a incisao da cavidade abdominal na altura
da linha alba em torno de 2 a 3 cm, sendo que cada corno uterino
deve ser exteriorizado e lavado individualmente.

A solucao de lavagem deve ser enriquecida com 1 a 5% de soro
fetal bovino, sendo utilizado um volume de 60 mL por corno e este
dividido em trés aplicagoes de 20 mL. O procedimento de recupera-
¢ao dos embrides consiste na inoculacao do liquido por um catéter
fino (tipo sonda de Jelco® — 21G) posicionado no inicio da juncao
istmo-tubarica em direcao ao corpo do utero (Figura 6-4) e este
recuperado através de uma sonda de Foley (ntmero 8) com uma
das vias introduzida a frente da bifurcacao uterina (Figura 6-5) e a
outra via permanece dentro de uma placa de petri de tamanho 35 x
10 mm para recolhimento direto do liquido (Figura 6-6).

ApoOs a abertura da cavidade abdominal recomenda-se a introdu-
¢ao no seu interior de 500 mL de solucgao fisioldgica e durante todo
o procedimento da lavagem, o utero também deve ser constante-
mente umidificado com a mesma solucao por um assistente. Esta
conduta tem por finalidade minimizar as aderéncias ocasionadas no
sistema genital da fémea, acarretadas pelo manuseio cirtrgico.
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FIGURA 6-4. Local da perfuracao a frente da bifurcacao uterina em dire¢ao ao corno
uterino esquerdo e a introducdo de uma das vias da sonda de foley para recolhimento do
meio. Fonte: Gonzalez et al. (2002).
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FIGURA 6-5. Local de perfuracao na juncao istmo tubarica com a introducao da sonda
jelco para a inoculagao do meio de lavagem. Fonte: Gonzalez et al. (2006 b).
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dado com as fémeas. Nesses animais, o canal cervical ¢ longo, sinuce-
so, de didmetro muito fino ¢ com aneis cartilaginosos dispostos de
maneira desigual, muitas vezes nao possibilitando a exccugao desta
pratica.

Quando possivel a transposi¢io do canal cervical, a colheita de
embrides, deve ser praticada por profissional treinado ¢ com habili-
dade propria, pois, ao tor¢ar a penetragao do cateter, sem o perleito
conhecimento do trajeto anatomico do sistema genital da femea,
pode ocorrer o rompimento do utero ou o fundo do saco vaginal.
[sso ocorre porque a vagina da ovelha contem pregas que podem
produzir espacos cegos ao redor da entrada da cervix, formando
uma falsa via e estas agressoes lisicas podem causar sangramentos
severos e endometrites agudas nas ovelhas (HALBERT ¢t al.1990).

Nas fémeas ovinas em que o canal cervical apresenta os ancis dis-
postos de forma mais unitorme, pluriparas ¢ com o uso de substan-
cias com funcdo dilatadoras, existe a possibilidade da pencetragao do
catéter acoplado em uma sonda para a inoculagao do liquido de la-
vagem. Com o objetivo de promover a dilatagao do canal cervical de
ovinos algumas condutas terapceuticas tem sido adotadas. Em ovinos
das racas Santa Inés ¢ Dorper ¢ recomendado o uso de 50 pg de clo-
prostenol aplicado na submucosa do vestibulo vaginal, no periodo
de 12 horas antes da colheita, ou de 200 pg de misoprostol, analogo
sintético da prostaglandina E, dissolvido em solugao fisiologica ¢ in-
fundido no tornix vaginal, cinco horas antes da mesma. Estes proce-
dimentos proporcionam a dilatacao satistatoria da cervix, a taxa de
recuperacao do meio de lavagem apresenta-se em torno de 95,7% ¢
mecdia de 6,0 estruturas embrionarias. Entretanto, mesmo utilizan-
do-se ovelhas que tenham no minimo uma ordem de parto e com
0 auxilio de agentes terapéuticos com efeito dilatador do conduto
cervical, existe grande variacao no grau de complexidade entre indi-
viduos de um mesmo grupo racial (GUSMAO et al., 2007; 2009).

A primeira etapa para o procedimento comeca em submeter os
animais no dia anterior a colheita dos embrioes a uma alimentacao
leve a base de forragens verdes, somente no periodo da manha. No
dia do trabalho realizar a assepsia da regiao perianal e vulvar com
agua e detergente neutro e depois enxugar com papel toalha des-
cartavel. Seguido este processo a fémea sera contida em tronco pro-
prio. A anestesia recomendada ¢ uma epidural baixa, com aplicacao
de I mL de lidocaina a 2% na regidao sacrococcigena, possibilitando
a posicao em estagao da fémea durante todo o procedimento.
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A proxima ctapa consiste na introdugao na vagina de um espe-
culo modelo bico de pato do tipo frances com lonte luminosa para
vistualizacao da entrada do canal cervical. O tracionamento deste
sera com o auxilio de duas pingas Modcelo Allis ou Pozzi (compri-
mento entre 20 a 25 ¢m), nas duas bordas laterais da c¢érvice ate o
mais proximo possivel da entrada do vestubulo vaginal, com a fina-
lidade de deslazer os ancis ¢ possibilitar o acesso no canal. Durante
todo o procedimento, as duas pingas permanecem contidas nesta
posicdo por um assistente. Com uma vela tipo Hegar namero tres,
o canal cervical ¢ transposto ¢ dilatado mecanicamente a fim de
permitir a passagem do catcter de colheita. A inoculagao do meio
de lavagem pode ser realizada com uma sonda desprovida de balao
com via unica do tipo Nelaton-Robinson® com dois orificios late-
rais, Rush (numero 220500 — tamanho 10). No momento em que
a sonda estiver perfeitamente introduzida dentro de um dos cornos
com o auxilio de um mandril de aco inoxidavel, este ¢ retirado. A
sonda ¢ acoplada a um equipo com duas vias. O meio de lavagem
(PBS) ¢ enriquecido de 0,5% de surfactante, pré-aquecido e man-
tido em banho-maria, a 37°C, durante todo o procedimento. Por
uma das extremidades, 240 mL sao inoculados em aliquotas de 20
mL ¢m cada corno uterino, os quais sao lavados individualmente,
totalizando 480 mL por animal. Pela outra extremidade, a solugao
¢ recolhida em filtro coletor, ¢ esta ¢ depositada em volumes de 20
mL em placas de petri para a avaliacao no estercomicroscopio das
estruturas embrionarias recuperadas. Este sistema de circuito fecha-
do proporciona um microambiente estéril e asséptico aos embrioes
(Figura 6-7).

Ao término do trabalho, recomenda-se a infusao no canal vaginal
de solugoes antibacterianas, com o objetivo de prevenir possiveis
contaminacoes ocasionadas pela manipulacao mecanica das pingas
utilizadas para o tracionamento da cérvix e aplicagao de 50 pg de
cloprostenol via submucosa do vestibulo vaginal.

Classificacao de embrides

e T T L

A primeira etapa ¢ a identificacao dos embrides. Esta deve realizada
no estereomicroscopio em aumento de 10 a 20x. Depois os embrides
sao transferidos para placas com quatro cavidades preenchidas com

meio holding pré-aquecido a temperatura de 37°C para a contagem
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FIGURA 6-7. Inoculacao e recolhimento do meio de lavagem em circuito fechado. Observar
tronco de madelra proprio para este procedimento. Fonte: Gusmao e Moura (2005).

e classificacdio em aumento de 40x. O critério para a avaliagao dos
embrioes fundamenta-se no seu estagio de desenvolvimento, mor-
fologia e integridade da zona pelucida.
Classificacao da morfologia embrionaria — Sociedade Internacional
de Transteréncia de Embrioes (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998):
Grau 1: Possui uma massa embrionaria simétrica e eslérica com
blastomeros individuais que sao uniformes em tamanho, cor
e densidade, ¢ tém forma regular. A zona peltcida nao deve
apresentar superficie concava ou plana, deve ser lisa, preferen-
cialmente intacta. Células extrusadas da massa celular do em-
briao compreendem menos de 15% do material celular total.
Grau 2: Forma regular, zona peltcida intacta ou nao, irregula-
ridades moderadas na forma geral da massa embrionaria ou
no tamanho, cor e densidade das células individuais. Células
extrusadas da massa celular do embriao compreendem mais de
15% do material celular. Pelo menos 50% das c¢lulas com-
poem uma massa embrionaria viavel, intacta.
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Grau 3: Irregularidades maiores na forma geral da massa em-
briondria ou no tamanho, na cor ¢ na densidade das cclulas
individuais. Menos de 75% das c¢lulas degeneradas. Pelo me-
nos 25% das células compoem uma massa embrionaria viavel,
intacta.

Grau 4: Massa embrionaria menor que 25% de todo material ce-
lular presente no interior da zona peltcida, ovocitos ou estru-
turas unicelulares degeneradas.

Durante a avaliacao, considerar a simetria ¢ o tamanho dos blas-
LOMeros, a compactagao (coesao) entre estes, a coloragao ¢ vacuo-
lizacao. Embrioes com blastomeros assimétricos, despreendidos da
massa principal, vacuolizados, com coloragao excessivamente clara
ou escura, com ruptura da zona peliacida ou esta perdida e com
estagio de desenvolvimento atrasado, apresentando menos de 16
cclulas, possuem menor possibilidade de serem viaveis.

Os embrioes recebem as seguintes denominagoes quanto ao sceu
estagio de desenvolvimento: morula, morula compacta, blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido, blastocisto em eclosao e
eclodido.

Selecao e preparo das receptoras
B~ = SR

A escolha das femeas receptoras dos embrioes exige o controle de
alguns critérios sanitarios, nutricionais ¢ reprodutivos, sendo 50%
da taxa de sobrevivéncia embrionaria a elas atribuidas. Estas pos-
suem o compromisso de levar a gestacao a termo e ter capacidade
de amamentar e cuidar socialmente das crias nascidas.

Os critérios de selecao podem ser enumerados da seguinte forma:
obter informacoes sobre a regiao de origem das fémeas, se indenes,
da ocorréncia de doencgas infecto-contagiosas e surto de aborto; no
momento da escolha avaliar a condicao corporal, uma vez que o
tamanho da receptora deve ser compativel com o desenvolvimento
do(s) feto(s) oriundo(s) de pais biologicos de grande porte e a ca-
pacidade de ter parto normal; confirmar o historico positivo destas
[émeas em relagdo a ocorréncia de parigoes fisiologicas anteriores;
se portadoras de habilidade materna; devem apresentar satisfatoria
condigao sanitaria; nao selecionar f¢meas nuliparas ou velhas com
idade acima de seis anos; devem apresentar correta insercao de ube-
re, apresentando os dois tetos funcionais.
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O preparo das ovelhas receptoras deve adotar os seguintes
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cuidados técnicos:

1.

Manejo reprodutivo — Manter o lote das receptoras selecio-
nadas separadas do resto do rebanho, em piquete utilizado para
animais reserva para receber embrido. As receptoras devem i-
car isoladas dos machos. Transcorridos os primeiros 30 dias da
chegada destes animais a propricdade, inicia-se a monitoragao
da frequéncia dos ciclos estrais por meio de efeito nmacho, no in-
tervalo de 60 dias que antecedem a aplicacao do protocolo hor-

monal para a sincronizagao do estro,

. Manejo sanitario — Controle da incidencia de parasitas gas-

trointestinais por meio de exames de fezes para identificagao
¢ quantificagao de ovos por grama. O tratamento rerapeuti-
co deverd ser estratégico em tungao do caso clinico. Executar
um calendario de vacinagoes preventivo para a ocorréncia de
clostridium, linfadenite caseosa, raiva ¢, €aso seja necessario,
contra a leptospirose. Disponibilizar pessoal de apoio somen-
te para o mancjo didrio destes animais, fornecer alimentagao,
controlar a ocorréncia de doencas comuns a especie, observar
sempre as condicoes dos cascos ¢ membros ¢ alguma alteragao
de comportamento individual.

Manejo nutricional — Manter as receptoras em pastagem de
alto valor nutricional ¢ com sal mineral ad libidum. No perio-
do de 30 dias que antecede o inicio do tratamento hormonal,
aplicar flushig (Capitulo 8) com suplemento energético-proteico
cquilibrado e enriquecido com vitaminas ¢ aminoacidos essen-
ciais. Se os animais encontram-se ¢m condicoes nutricionais
diferenciadas, utilizar manejo descrito no Capitulo 8. A condi-
cao nutricional da receptora (Figura 6-8) influencia na taxa de
ovulacao e possibilita maior sobrevivencia do embriao.

. Reserva de receptoras — Dependendo da intensidade de rea-

lizacao de transteréncia de embrioes, a fresco ou criopreserva-
dos, na propriedade, ¢ preciso ter sempre um numero reserva
de receptoras para o preparo e eventual necessidade de substi-
tuicao dos animais, mesmo em programas em andamento. Para
cada doadora superovulada serao necessarias dez receptoras
prontas, sendo que esta proporg¢ao ¢ no caso da inovulagao de
dois embrioes. Se a transferéncia tor de um tnico embriao o
numero de receptoras devera ser 20. Outra justificativa impor-
tante em ter a disposicao um namero adicional ¢ que as [émeas
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Femeas preparadas para receberem embriao a fresco em Sergipe.
Fonte: Gonzalez et al. (2006 b).

receptoras somente podem ser utilizadas com eficacia em um
unico programa, em virtude da resposta ovariana para forma-
¢ao de corpo Itteo luncional nao ser satislatoria em programas
sequenciais.

5. Protocolo hormonal para sincronizacao de estro — O pro-
tocolo para a sincronizacao de estro das receptoras apresentado
na Tabela 6-5 ¢ compativel com o protocolo de superovulacao
de doadoras exposto na mesma.

A retirada do dispositivo vaginal impregnado com progesterona
natural ou sintética no protocolo de receptoras deve ser no inter-
valo de 12 horas antes da retirada deste na doadora. Este procedi-
mento maximiza a sincronia de estro entre doadora/receptora, ou
seja, sincronismo entre a idade dos embrioes e o estagio fisiologico
uterino das receptoras. Com a finalidade de garantir a sobreviven-
cla do embriao depois de sua transleréncia para o utero, o seu es-
lagio fisiologico deve estar mais avancado em relacao ao do utero
receptor. Desta lorma, havera um tempo extra para a sintese das
protemas troloblasticas. O embriao ovino produz uma proteina de-
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TABELA 6-5.

Zero 7h Colocagdo de dispositivo vaginal

progesterdnico
- HERE 19h | Retirada da esponja
- Aplicar 400 Ul eCG.
15 7h Observagao do estro
efeito macho
20 /1 KA ) e Jejum hidrico alimentar 3
21 8h Inovulagao

Fonte: Gonzalez et al.(2002; 2003) e Soares ; Gonzalez (2007).

nominada proteina trofoblastica ovina, o interferon tau ovino. Esta
proteina comeca a ser secretada a partir do oitavo dia, com aumento
significativo entre os dias 12 e 13 até o 21° de vida do embriao, sen-
do responsavel por inibir o processo luteolitico e o reconhecimento
materno da gestagao.

—
i o

O termo inovulagao consiste tecnicamente na deposi¢ao do embriao
no utero de uma fémea receptora. Na espécie ovina a transferén-
cia de embrides é executada com o auxilio de laparoscopio, sendo
considerada mista. Este método possibilita a avaliacao dos ovarios,
a exposicao da jungdo utero-tubarica, ipsilateral ao ovario que apre-
senta o corpo luteo funcional de melhor qualidade.

Para o procedimento das inovulagoes, as fémeas receptoras sao
submetidas a um jejum hidrico-alimentar prévio de 12 horas. No
dia anterior a cirurgia € feito a tricotomia e assepsia da regiao para-
mamaria pela lavagem com agua e detergente neutro e auxilio de
escova com cerdas de nylon. A analgesia ¢ feita com a administracao
endovenosa de cloridrato de xilazina na dose de 1,1 mg/kg de peso
vivo. O animal sedado é colocado em cama de contencao reclinavel
(conforme Modelo mostrado anteriormente na Figura 6-4) e manti-
do na posicao de decubito dorsal, com inclinagiao de 45 graus.
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Fxecuta-se a assepsia do campo operatorio com solucao de alcool
odado a 10%, sendo esta pincelada com gaze esteril fixada em uma
pinga na parte medial do abdomen. Segue a realizacao de duas in-
Gsoes laterais a linha alba, para a abertura da cavidade abdominal,
ama a esquerda em torno de 1 em para a introdugao da fonte otica
¢ outra a dircita em torno de 2 ¢m para a exteriorizagao da jun-
cao utero tubarica, com o auxilio de uma pinga do tipo Babycook,
ipsilateral ao ovario contendo pelo menos um corpo luteo de boa
qualidade.

A inovulacao ¢ na altura da por¢ao medial da tuba uterina, local
natural de um embridao com idade em torno de seis dias, atraves da
injecao com um catéter capilar do tipo Tomcath® ou similar (Fi-
guras 6-9, 6-10 ¢ 6-11). No final do processo cirurgico, os animais
recebem antibiotico de amplo espectro, cloridrato de oxitetraciclina
na dose de 1 mL/10 kg/peso vivo.

O numero de embrioes inovulados (um ou dois) nao interlere
na taxa de sobrevivencia destes, porem o peso ao nascer de produ-
tos oriundos de partos simples ¢ significativamente maior que os
de partos duplos. Este lato tem relevancia no que diz respeito ao
manejo das crias nascidas, sendo comercialmente insatistatorio. O

5-9. Exteriorizacao da porcao medial da tuba uterina direita. Fonte: Gonzalez et
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nascimento de produtos com o peso muito abaixo da media pode
comprometer o scu desenvolvimento na vida adulta.

Com relacao a idade que os embrioes sao inovulados, estes ¢m
estagio de blastocisto apresentam melhores resultados de sobrevi-
vencdia, Um total de 222 embrioes ovinos das racas Dorper ¢ Da-
mara, cm o dilerentes estagios fisiologicos, loram inovulados ¢ as
taxas de sobrevivencia toram as seguintes: estagio de blastocisto,
19,15% (29/59); scguidos de 33,33% (1/3) para blastocisto inicial;
28, 12% (18/64) para blastocisto expandido; ¢ 11,1% (1/9) para
morula. Neste contexto, das 101 receptoras ovinas que receberam
202 embrioes da raca Dorper, 70 ficaram prenhes (69,30%), 40
fcmeas apresentaram partos simples (57,14%) ¢ 30 partos duplos
(42,86% ). A frequencia de partos simples ¢ maior. Dez receptoras
receberam 20 embrioes ovinos da raga Damara, contferindo 90,0%
de paricao, com 14 crias nascidas (GONZALEZ ct al., 2003 ; SOA-
RES et al., 2002; SOARES; GONZALEZ, 2007).

Congelacao de embrioes

A congelacgao de embrioes lavorece a sua importagao ¢ exportagao,
dispensando o transporte de animais ¢ suas implicagoes: transfe-
rencia de embrioes para fémeas em estro natural; preservacao de
cmbrioes colhidos excedentes; adequacgao da ¢poca de partos, in-
dependentemente da data da colheita dos embrioes; formacgao de
banco de germoplasma de animais portadores de genética superior
ou de ragas em perigo de extingao; comercializagao, transporte e
disseminac¢ao de material gencético entre produtores, regioes e pa-
Ises com o minimo de risco de introducao e/ou disseminacgao de
doengas (SIMPLICIO; SANTOS, 2000).

Na espécie ovina, basicamente dois mcetodos de congelagao de
embrioes sao utilizados. Para a execucao do metodo classico (lento)
¢ necessario ter um equipamento especial de criopreservacao auto-
matica. Este exige a reducao gradativa da temperatura ambiente até
-35°C no periodo de uma a duas horas, na solugao com o crioprote-
tor (GONZALEZ et al., 2005).

Atualmente, a vitrificacao, método conhecido como ultrarrapido,
esta sendo o mais adotado entre pesquisadores ¢ médicos-veterina-
rios, em virtude de ser eficaz, rapido e de facil execucgao, pois envol-
ve a exposicao dos embrioes a altas concentragoes de crioprotetor
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em placas do tipo e, seguido da imersao direta em nitrogenio
liquido, sem a necessidade de um congelador programavel de alto
custo como no metodo classico.

No mecanismo de criopreservacao de qualquer tipo de celula ou
tecido. o eleito mais critico ¢ a formacao de cristais de gelo a par-
tir da agua existente nos espagos intra ¢ extracelulares. A medi-
da que estes cristais se formam, celes adquirem lormas ¢ tamanhos
irregulares. Esse efeito acarreta um rearranjo nas microestruturas
¢ organelas da membrana biologica dos blastomeros, as vezes de
forma irreversivel, interferindo na tuncionalidade celular ¢, prindi-
palmente, na permeabilidade seletiva ¢ dilusao lateral de proteinas
(MAZUR, 1970; FAHY ¢t al., 1987).

As substancias conhecidas como crioprotetores, que sao solutos
organicos, sao adicionadas aos extensores com a fungao de prote-
ger as organelas intracelulares dos eleitos criticos pela exposi¢ao ao
frio, removendo ou substituindo a agua intracelular ¢ conferindo
protecao aos longos periodos de estocagem em nitrogenio liquido
(DOBRINSKY, 2002).

Dependendo da capacidade de penetragao dessas substancias na
membrana plasmatica, clas sao classificadas como crioprotetores
intra e extracelulares. Os de acao intracelular de maior uso sao os
seguintes: etilenoglicol, dimetilsulfoxido, glicerol, propanodiol, bu-
tanodiol e metanol. Eles possuem moléculas relativamente peque-
nas (REINCHENBACH et al., 2001).

O mecanismo de acao protetora dessas substancias ¢ atribuido as
suas propriedades coligativas ¢ ligantes com a agua, reduzindo o
ponto crioscopico intracelular. Desta maneira, ocorre o aumento
do volume de dgua que permanece em estado liquido sob baixas
temperaturas, reduzindo a concentragao intracelular de solutos e os
danos causados pela solucao (HOLT, 2000).

Durante todo o procedimento criobiologico, os crioprotetores per-
medveis ou nao permeaveis reagem com os fosfolipideos que
compoem a membrana celular e permanecem integrados a estes, pro-
porcionando estabilizacao a membrana ¢ preservando, desta forma, a
viabilidade do embridao apos a descongelacao (SANTIN et al., 2009).

Um ponto importante a ser considerado ¢ a toxicidade dessas
substancias ao embriao. A concentracao maxima permitida ¢ de 1
a 2 M. O etilenoglicol é o crioprotetor intracelular menos toxico,
seguido pelo glicerol e o propilenoglicol. Os crioprotetores extrace-
lulares sao compostos por macromoléculas e actuicares e atuam por
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eio de mecanismo osmotico, ocasionando a desidratagao celular
controlada durante todo o procedimento criobiologico, impedindo
1 lormacao de grandes cristais de gelo nointerior da celula. Os mais
dsados sao a lactose, glicose, sacarose, polivinilpirrolidona, manitol
¢ trealose (NIEMANN, 1991; RUMPE et al., 2000).

igelacao lenta - metodo classico

No mcétodo classico recomenda-se o uso de etilenoglicol como subs-
landia crioprotetora intracelular. Esta apresenta maior acao pene-
rante ¢ menor toxicidade ao embrido ¢ isto possibilita sua adigao
cm uma tnica etapa, método conhecido como one-siep, nao necessi-
tando ser removido apos a descongelagao.

As etapas da congelacao em equipamento automatizado
sao as seguintes:

1. Os embrioes classificados como grau I ¢ mantidos em meio de

manutengao Holding;

o

Os embrioes sao transferidos para um meio de etilenoglicol

1,5 M, permancecendo neste por 5 a 10 minutos;

3. O envase dos embrioes ¢ feito em palhetas de 0,25 mL;

4. Periodo de equilibrio em temperatura ambiente durante 5 mi-
nutos;

5. As palhetas sao transferidas para a maquina de congelagao
programada na temperatura de -6°C ¢ sao equilibradas duran-
te 5 minutos;

6. Curva de resfriamento: de 25°C a -6°C a -1°C/minuto

7. Seeding - Significa a indugao da cristalizagao por meio extrace-
lular antecedendo a congelacao do meio contendo os embri-
des ¢ protegendo-os das injurias do choque térmico. O local
correto para este procedimento ¢ no menisco superior da co-
luna central da palheta. E executado com uma pinga reta, pre-
viamente resfriada por imersao no nitrogénio liquido.

8. Equilibrar durante 10 minutos;

9. Curva de congelacdo: de -6°C a -35°C a -0,3°C/minuto de
-35°C a -38°C a -0,1°C/minuto

10. Equilibrar durante 2 minutos;

11. Armazenar no nitrogénio liquido.

As etapas da descongelacao sao as seguintes:

1. Retirar as palhetas do nitrogénio liquido e manter em tempe-

ratura ambiente por 7 segundos;
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Colocar as palhetas em banho-maria a 35°C por 25 scgundos;

Scaar a palheta, identiticar o numero, manter na posigao ho-

e

rizontal ¢ cortar o selador lixado na sua parte linal;

4. Conectar uma seringa de Tomb com adaptador (venocath
2.0/14G)

5. Depositar o conteudo da paltheta em meio Adolding, lazer a
primeira lavagem, observar os embrioes ¢ depois lavar nova-
Mente ¢y meio noyo;

6. Translerir os embrioes para a receptora.
A Figura 6-12 apresenta cordeiros da raga Dorper criopreseryvados
pelo metodo classico, nascidos no estado da Paraiba, ortundos de

cmbrioes importados da Alrica do Sul no ano 2000.

A vitrificagao significa que os meios utilizados na coneelacao sotrem
uma passagem direta do estado hquido para um estado vitrificado ¢
amorto, sem a ocorrencia da sua cristalizacao. Este lenomeno ocor-
re em virtude do alto grau de viscosidade da solugcao composta pelas
substancias crioprotetoras ¢ da maxima velocidade de criopreserva-

¢ao, ocasionada por sua imersao dircta em nitrogénio hiquido. Os

_‘

FIGURA 6-12. Cordeiros da raca Dorper oriundos de embrides importados da Africa do
Sul. Fonte: Gonzalez et al.(2003).
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[atores limitantes dessa tecnica sao citados como o estresse OSIOLICO
¢ a toxicidade quimica dos crioprotetores, que podem acarretar in-
iurias na microestrutura dos embrioces. Entretanto. a possibilidade
de aceleracao na curva de restriamento apresenta a vantagem do
uso de concentracoes reduzidas de substandias crioprotetoras com
acao intracelular. Este Tato proporciona a diminuigao dos efeitos do
CSLECSSC OSINOLICO ¢ Loxicos, menor ocorrencia de injurias trente ao
lrio, uma vez que a cclula embrionaria passa rapidamente para o
estado vitreo (PAPADOPQULOS ct al., 2002; GREEN, 2005; REIN-
CHENBACH ct al;; 2008).

Protocolos utilizados para vitrificacao de embrioes ovinos

1. Protocolo utilizado no Canada, segundo Baldassarre (2004)

Etapas do procedimento de vitrificacao:

A. Preenchimento da palheta: 100 pl de sacarose a 0,5 M = 20
pl de ar — 6 pl de solugdo EFS (40% de etilenoglicol + 18% de
Ficoll 70 + 0,3 M de sacarose em PBS com 5% de soro fetal bo-
vino ¢ 1% de albumina Sérica)y = 6 pl de ar =40 pl de EFS -6
pl de ar.

B. Periodo de equilibrio: Colocar os embrioes em solucao de
cquilibrio (20% de ctilenoglicol em PBS com 5% de soro letal
bovino ¢ 1% de albumina sérica) durante cinco minutos.

C. Solucao de vitrificacao: Colocar os embrioes dentro da colu-
na com 40 pl da solugao de vitrificagao.

D. Preenchimento: 6 pl de EFS — 15 pl de ar = 20 pl de sacarose
a0,5M.

E. Vitrificacdo: Imersao rapida em nitrogenio liquido da porgao
da palheta contendo EFS ¢ depois lentamente a porgao que
contém a solucao de sacarose, completando a vitrificagao.

Etapas do procedimento de desvitrificacao:

A. Colocar as palhetas em banho-maria a 25°C durante 10 se-
gundos.

B. Sccar a palheta ¢ depositar o conteudo em solugao de sacarose
a 0,5 M.

C. Os embrioes sao lavados nesta solugao durante um minuto.

D. Translerir os embrioes para outra solucao de sacarose a 0,5 M
¢ lavar durante quatro minutos.

E. Translerir os embrioes para a solu¢ao Tampao Dulbeco modifi-
cada com 20% de soro fetal bovino ¢ 1% de albumina sérica.

F. Translerir os embrioes para as receptoras.
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Segtndo o antor uma ves gue os protocolos de vitrthicacao sepam

seatidos corretamente ¢ ajustados, as porcentagens das tasas de

COSLACOCS apresentant-se ¢m tornoe de Ba st resultado este s

Lar as obtidas com embrioes congelados pelo metodo convencional.

2. Protocolo utilizado na Australia’
Etapas do procedimento de vitrificacao: neste protocolo mra-

balha-se em uma placa do upo e com quatio pogos.,

O poco um ¢ preendchido com 800 plde micro tioldimg  os eme-
DITOCS Permaneceinn nesie pogo o mimin Cneo ¢ o maNimo
A0 minutos,

O pogo dois ¢ preenchido com SO0 plde mero Holding - aqui
sao lavados ¢ seguem para o pogo tres.

O pogo tres ¢ preenchido com 800 pl de meio Holding + 100 pl
Jde Brilenoglveol < 100 plde Dimetilsultonido = aqui permane-
cem durante tres minutos.

O pogo quatro ¢ preenchido com 700 pl de sacarose + 200 pl
de ctilenoglveol < 200 pl de dimetilsultoxido — final do proces-
so-de vitriticagao = imersdo direta em nitrogenio hquido.

Etapas do procedimento de desvitrificacao:

s

i

Mo

Colocar as palhetas em banho-maria a 25 ¢ durante 10 segun-
dos.

Scaar a patheta ¢ depositar o conteudo em solucao de sacarose
J (59 M.

Os embrioes sao lavados nesta solucao durante um minuto.
Transteriv os embrioes para outra solugao de sacarose a 0,5 M
¢ lavar durante quatro minutos,

Transterir os embrioes para as receptoras.
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Metodos para colheita de semen

O metodo de vagina artificial ¢ o mais difundido ¢ correto, por pro-
porcionar a produgao de amostras de semen dentro dos parametros
lisiologicos. Apresenta, tambeém, a vantagem de ser mais rapido
quando empregado em carnciros adequadamente treinados. A sua
aplicagao pode ser em colheitas seriadas, pelo menos trés vezes na
semana, sendo esta possibilidade de grande interesse em animais
destinados a doar semen nas centrais para o armazenamento ou ¢m
servigo sexual intensivo de inseminacao artificial realizada a campo.

O processo de adestramento tem o objetivo de reforgar os reflexos
condicionados do animal que conduzem ao cortejo, a monta, a pene-
tragao ¢ a ¢jaculagao. Devemos considerar a interagao homem/ani-
mal ¢ treinar, no minimo, dois operadores para esta pratica, visando
possivel ausencia de um. De forma que isso nao seja uma condigao
comportamental negativa ¢ acarrete um desempenho destavoravel
do carneiro. Para o condicionamento do salto, caso nao tenham fe-
meas em estro natural disponiveis, 2 mg de benzoato de estradiol
podem ser aplicados, via intramuscular, em ovelhas destinadas a
fun¢ao de manequim. Quando os machos estiverem perfeitamente
treinados, o manequim pode ser qualquer ovelha mansa, pois a esti-
mulacao para o salto sera em fung¢ao da imobilidade da mesma.

Os doadores de semen devem ser mantidos em bom estado sani-
tario ¢ nutricional, uma vez que estas condi¢oes podem influenciar
a libido, a espermatogénese ¢, por consequéncia, a qualidade do
semen produzido. A tosquia ¢ a assepsia da regiao do prepucio de-
vem ser eletuadas nos carneiros lanados, no sentido de minimizar
possiveis contaminacoes do ejaculado.

A vagina artificial ¢ uma imitacao da vagina natural da [¢mea, que
mediante estimulo térmico e mecanico, desencadeia a ejaculacao.
Porisso, o modelo escolhido deve atender as exigéncias anatomicas e
fisiologicas do animal (Figura 7-1). A temperatura da agua deve estar
entre 40°C e 42°C, e pressao moderada ocasionada pelo ar insuflado
entre as paredes formadas pelo tubo rigido e a mucosa de latex.

No método por eletroejaculacao, o sémen ¢ obtido por meio de
um estimulador elétrico. A sonda introduzida no reto possui mais
de dois eletrodos e proporciona descargas entre 4 e 15 volts. Se a
técnica for conduzida corretamente, a qualidade do ejaculado pode
apresentar caracteristicas similares ao obtido por vagina artificial.
Entretanto, pela intensificacao dos estimulos sobre as glandulas
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anexas, o semen pode nao se enquadrar nos parametros fisiologicos
verdadeiros comuns a especie ¢, de forma acidental, contaminar-se
Com urina.

Recomenda-se um intervalo quinzenal para exccucao desta pra-
tica, com o objetivo de preservar o beme-estar do animal. A mesma
pratica somente deve ser adotada para o caso de carneiros impos-
sibilitados de realizar a monta ou animais que apresentem com-
portamento agressivo ¢ou muito rasticos. A metodologia pode ser
executada com o animal contido em p¢ (Figura 7-2) ou contido no
solo na posicao lateral. O animal deve ser colocado em posicao sen-
tada ¢ manualmente destaz-se 0 S peniano, a glande ¢ liberada ¢ pre-
sa ¢ sua base por meio do enlace de uma gaze estéril ¢, retorna-se o
mesmo para a posicao lateral. A sonda lubrificada com gel de uso em
ultrassonografia ¢ introduzida no reto com cuidado na mucosa em
profundidade de 10 cm a 20 cam (dependendo do tamanho do indivi-
duo). Um copo coletor de vidro graduado, limpo ¢ estéril, ¢ acoplado
na glande para que o semen seja obtido dirctamente dentro do mes-
mo. Um operador mantém pressionada a sonda no solo da pélvis,
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Colheita de semen poi *'|UU""\‘1I‘ U
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sobre as glandulas anexas, a fim de estimular a erecao. Sao aplicados
de 3 a5 estmulos elétricos com intensidade curta no pertodo de |
a2 \(‘glllldns, com intervalo de 5 segundos entre os estimulos. EBste
procedimento tem a finalidade de evitar o excesso de secregao das
slandulas acessorias. Emoseguida, aplicam-se 1 a 3 estimulos mais

loncos, entre 5 a 10 segundos, para estimular a ¢jaculagao.

Pl-n
0
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nicas e parametros de avaliacao
do sémen ovino

A avaliacao do ejaculado pode ser eletuada por manipulagoes ra-
pidas ¢ praticas, as quais possibilitam o cmprego de equipamentos
simples, que detectam com eficacia a real qualidade das amostras
de sémen (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL,
1998; HAFEZ, E.; HAFEZ, B., 2004). Sdao avaliados os seguintes pa-
rametros: volume, aspecto, cor, odor, movimento de massa, mo-
tilidade progressiva individual, vigor, concentragao ¢ morlologia
cspermatica.




A

~
o
]
=
=
o.
<<
(&)

92 Congelacao de semen

Avaliacao fisica

O volume ¢ expresso em mililitros (mL) ¢ a quantidade obtida esta
relacionada com o método de colheita, tempo de excitagdo ¢ name-
ro de colheitas prévias. O volume médio ¢ de 1,0 mL. O aspecto ¢
avaliado visualmente ¢ esta diretamente relacionado com a baixa ou
a alta concentracao de espermatozoides presente no cjaculado. Sua
variacao compreende, respectivamente,do leitoso ao cremoso mar-
moreo. No ovino, o aspecto normal ¢ do cremoso ao cremoso mar-
moreo. A coloracao do ejaculado normal € pérola ¢ odor ausente.

Avaliacao de movimento de massa, matilidade individual e vigor

-

O movimento de massa ¢ uma avaliagao do movimento em ondas
das células espermaticas na amostra de sémen. Ele pode ser obser-
vado na borda de uma aliquota do ejaculado sobre lamina aquecida
a 37°C, sob um aumento de 10X no microscopio otico binocular. A
interpretacao ¢ subjetiva e expressa em valores compreendidos en-
tre zero a cinco, e a média € trés. Zero ¢ a auséncia e cinco ¢ o valor
maximo atribuido a um acentuado movimento de ondas, comum
em ovinos.

A motilidade progressiva individual ¢ expressa em porcentagem
conforme a proporcao de espermatozoides que atravessam o campo
da amostra avaliada. O vigor representa a velocidade de propulsao
do movimento espermatico. A interpretagao ¢ subjetiva e expressa
em valores compreendidos entre zero a cinco, onde zero € a ausén-
cia de movimento e cinco ¢ o valor maximo atribuido a um mo-
vimento vigoroso e veloz. Para a avaliacao destes dois parametros
¢ necessaria a diluicdo prévia de uma amostra do ejaculado com
uma solucao de citrato de sodio a 2,94%. Depois disso, coloca-se
uma aliquota diluida entre lamina e laminula aquecidas a 37°C e
observa-se sob um aumento de 10X no microscopio dotico binocular.
A motilidade progressiva individual média descrita em ejaculados
ovinos é de 75% e vigor Lrés.

Os parametros da qualidade seminal que desclassificam um re-
produtor ovino sdao: motilidade progressiva inferior a 70%, vigor
menor que 3,0 e uma porcentagem superior a 20% de espermato-
zoides morfologicamente anormais.

Concentracao espermatica

A concentracao representa o numero de espermatozoides por mili-
litro (mm?). O procedimento mais comum para se¢ obter a concen-
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(racao espermatica consiste na contagem das ¢¢lulas na camara de
Neubauer. Existem dois outros métodos, a espectrolotometria ¢ o
Micro-cell-counter. O resultado da concentracao espermatica pode ser
influenciado por latores extrinsecos, como o método de colheita do
cjaculado, a Irequencia de atividade do reprodutor ¢ seu condicio-
namento ¢ fatores intrinsecos como a idade, tamanho e estado de
higidez testicular.

Camara de Neubauer

O lator de diluicao do ejaculado deve ser em [ungao do aspecto do
mesmo (leitoso, cremoso fino ¢ cremoso marmoreo), o qual carac-
teriza menor ou maior concentragao de células espermaticas. Desta
forma, a dilui¢ao pode ser 1:200 para amostras de sémen com aspec-
to leitoso e cremoso fino e 1:400, no caso de amostras com aspecto
cremoso marmoreo. A diluicao do sémen pode ser processada em
solucgao fisiologica. Depois, realiza-se a homogeneizagao da amostra
diluida antes de ser colhida a aliquota para o preenchimento da ca-
mara com o auxilio de um tubo capilar. O liquido ¢ depositado sob
a laminula até completar toda a superficie de um lado a outro, nos
dois lados da camara. A gota se espalhara entre a camara e a lami-
nula por acao da capilaridade.

Apos o preenchimento, a camara deve permanecer em repouso
na posicao horizontal por cinco minutos para que as c¢lulas fiquem
sedimentadas no fundo da mesma. Para a contagem utiliza-se um
microscopio otico comum binocular, focando-se primeiro na objetiva
10X para a visualizacao de toda a extensao de um dos quadrantes da
camara e, depois, a contagem ¢ feita na objetiva 40X. Sao contados
cinco quadrados grandes, compostos de 16 quadrados pequenos, ou
seja, sobre um total de 10/25 mm?de area em cada lado da camara,
totalizando dez quadrados maiores. Uma diferenca na contagem su-
perior a 10% entre os dois quadrantes pode indicar procedimento
inadequado no preenchimento ou homogeneizacao. Sao considera-
das apenas as cabecas dos espermatozoides. O calculo da concentracao
espermatica final ¢ pela multiplicacao do numero total de espermato-
zoides contados nos 80 quadrados menores (T) por 107 e obtém-se o
numero de células por mL (C) = T x 10.000.000 = C (SPTZ / mL).

Espectrofotometro
A espectrofotometria fundamenta-se no emprego de fotocolorime-
tro, aparelho que permite comparar a radiacao absorvida ou trans-
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mitida por uma solucao que contém uma quantidade desconhecida
de soluto ¢ uma quantidade conhecida da mesma substancia. No
caso do ejaculado, este equipamento permite medir a quantidade
de um feixe luminoso que passa por um volume padronizado de
s¢men diluido em uma proporgao estabelecida. No caso do ovino, ¢
realizado em absorbancia, isto ¢, quando a luz atravessa uma subs-
tancia, parte da energia ¢ absorvida: a energia radiante nao pode
produzir nenhum eleito sem ser absorvida. O aparelho ¢ calibrado
[rente a uma amostra de sémen diluida, de concentragao conhecida
através de determinacdo prévia por contagem direta. Diluigao do
sémen ovino: 20 pul de sémen + 8 mL de solucao fisiologica.

Micro-cell-counter
Este aparelho é de concepgao eletronica e procede a contagem ba-
seada nas dimensoes da célula e a leitura ¢ rapida e confiavel. En-
tretanto, trata-se de sistema sofisticado e custo elevado, nao sendo
usual na maioria dos laboratorios e centrais especializadas em re-
produgao animal.

Avaliacao de sémen auxiliada por computador

A cinética espermatica ¢ considerada uma das caracteristicas mais im-
portantes associadas com a habilidade de fertilizacao do espermato-
zoide. Ela ¢ a expressao da viabilidade e integridade estrutural dessa
célula. A analise da qualidade do sémen ¢ usualmente realizada pela
avaliacao subjetiva da motilidade individual, e isso tem reduzido a
acuracia deste exame devido a alta variabilidade observada entre ava-
liadores, em torno de 30 a 60%. Desta forma, atualmente tem sido
utilizado um método de avaliagao objetiva com o auxilio da Analise
de Sémen Assistida por Computador (CASA) nos seguintes parame-
tros: motilidade, morfologia ¢ morfometria e diferentes sub-popula-
coes de espermatozoides em uma amostra (ANEL et al., 20006).

O sistema CASA ¢ definido como um sistema automatizado para
visualizar, digitalizar ¢ analisar imagens sucessivas dos espermato-
zoides, emitindo informacao precisa e significativa do movimento
individual de cada um e, também, resumos estatisticos da populacgao
espermatica. Este permite a detecgao de suibitas mudangas na cinéti-
ca espermatica € maior acuracia nas pesquisas com novos meios ex-
tensores. Os parametros comumente obtidos através de analisadores
de semen computadorizados sao: velocidade do percurso curvilinear
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(VCL); velocidade do percurso medio (VAP); velocidade em linha reta
(VSL); retilinearidade (STR); linearidade (LIN); oscilacao (WOB);
lrequéncia de batimento cruzado (BCF); ¢ deslocamento lateral da
cabeca (ALH) (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002).

Existe a possibilidade de erros potenciais nas mensuragoes rea-
lizadas neste sistema, como a dificuldade na distingao entre es-
permatozoides ¢ debris (c¢lulas nao espermaticas), levado a uma
superestimagdo da sua concentragao ¢ subestimagao na proporgao
de espermatozoides maoveis. A presenca de espermatozoides aglu-
tinados tamb¢ém aleta a correta avaliacao da concentragao esper-
matica ¢ de percentual de espermatozoides moveis. Concentracao
clevada de espermatozoides na amostra analisada interfere na re-
construcao da trajetoria dos espermatozoides analisados, podendo
haver sobreposicao de trajetorias distintas de modo que sejam inter-
pretadas como uma so (MORTIMER, 1997).

O sistema CASA possibilita a analise da morfologia ¢ morfome-
tria dos espermatozoides, indicando possiveis alteragoes reprodu-
tivas ¢ de animais sub-I¢rteis, quando houver ocorréncia anormal
nestas caracteristicas. Permite distinguir diferentes sub-populacoes
de espermatozoides em uma amostra, influenciando nas mesmas
a susceptibilidade para a capacitacao ¢ a habilidade de fertilizacao.
Incrementa o teste laboratorial no emprego de novos meios exten-
sores (AMANN: KATZ, 2004; NUNEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Avaliacao da morfologia e membranas
espermaticas

Tradicionalmente, a avaliacao das caracteristicas morfologicas dos
espermatozoides ¢ realizada através de preparacao umida ou es-
[regacos corados. Atualmente, a célula espermatica ¢ classificada
como possuindo defeitos maiores ou menores, caracterizados pela
gravidade dos seus eleitos deletérios a lertilidade. Na espécie ovina
a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais tem
correlacao direta com a lertilidade. A integridade da membrana es-
permatica ¢ um atributo essencial para a fertilidade da célula. Desta
forma, a analise deste parametro ¢ fundamental para a predicao da
real fertilidade do animal. Muitos estudos tém sugerido que existem
alguns aspectos da criopreservacao que acarretam uma maturagao
excessiva na membrana espermatica e, consequentemente, leva ao
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aumento do numero de espermatozoides capaditados ¢ acrossonia
reagidos (HOLT, 2000; LUZ ct al., 2000; NOTHLING; IRONS, 2008).

Preparacao umida

A primeira ctapa ¢ o preparo de uma solugao formol - salina tam-
ponada. previamente aquecida a 37 C. Para cada amostra de semen,
deve ser adicionado em 1 mL desta solugao, aliquotas de semen ne-
cessdrias até a obtencao de um aspecto leitoso. Estas amostras devem
ser preservadas sob refrigeragio a 5°C. B aconselhavel a ressuspen-
sao periodica das células atraves de agitagdo moderada ate o mo-
mento do exame, reduzindo-se, assim, a ocorrencia de aglutinagao
espermatica. A montagem da preparagao umida consiste na coloca-
¢do de uma gota desta solugdo leitosa sobre lamina limpa ¢ esteril,
cobrindo-a de imediato com uma laminula. O excesso do liquido
pode ser absorvido por uma gaze pressionada suavemente sobre este
conjunto. A laminula pode ser fixada sobre a lamina por meio de
csmalte cosmético aplicado sobre as bordas. A leitura ¢ realizada em
microscopio de contraste de fase ou de interferencia dilerencial com
aumento de 1.000X ¢ devem ser contadas 200 cclulas espermaticas
(COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 1988).

Coloracoes vitais

Em seguida a obten¢do do sémen, devem ser preparados de dois a
trés esfregacos finos em laminas estéreis ¢ previamente aquecidas
a 37°C. A aliquota de sémen deve ser estirada (puxada) da parte
posterior da lamina elevada obliquamente em um angulo de 45°% em
direcdo a parte que vai receber o esfregaco. Este procedimento evita
lesoes grosseiras, como o desprendimento de cabega e [raturas nas
pecas intermediarias ou principais. Apos a secagem dos eslregacos,
realiza-se a coloracao escolhida e a avaliacao da morfologia deve ser
em microscopio otico comum em aumento de 400X e sao contadas
200 células espermaticas (COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODU-
CAO ANIMAL, 1988).

O uso de corantes vitais ¢ importante para a determinagao de es-
permatozoides com danos na membrana da cabega, sendo que estes
nao podem passar pela membrana integra de uma célula viva, mas
penetram em células mortas, corando-as. Para atender a finalidade
de identificacao de espermatozoides vivos € mortos, podem ser utili-
zadas as seguintes coloracoes: os corantes a base de Eosina-Nigrosina
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¢ Azul de Tripan sao coloragoes supravitais usadas para identifica-
cao de cspermatozoides Viavers: ja os mortos, ¢ luncao dos danos
na membrana da cabeca, permitenm a penetracao destes corantes ¢
os vivos com membrana mtegra nao. A integridade do acrossoma ¢
pre-requisito basico para definir o potendial de lertilidade dos esper-
matozoides, sendo que a porcentagem dos que apresentam reagan
Jcrossomica possui correlacao negativa coma lertilidade. Entretanto,
dintegridade acrossomal nao reflete necessariamente na integridade de
membrana plasmatica, sendo importante o uso de testes que combi-
nem as duas avaliagoes (GONZALEZ, 1996; BRISOLA ¢t al., 1999; GIL
et al. 2003 CAVALCANTE, 2008; FRANCO ctal., 2010). O corante a
base de Azul Tripan, Marrom de Bismarck ¢ Rosa Bengala (TALBOT;
CHACON, 1991) ¢ 0 a base de Azul Tripan, Neutral Red ¢ Giemsa
(KOVACS: FOOTE, 1992 - Figura 7-3) sdo coloragoes que permitem
dmultancamente a identificacdo da integridade ou nao de membrana
do acrossoma ¢ a viabilidade espermatica, apresentando os esperma-
lozoides mortos corados ¢ 0s vivos nao. Estas coloragoes estabelecem
as seguintes categorias de classificacao do espermatozoide:
I. espermatozoide vivo com acrossoma mtegro

(R

cspermatozoide vivo com acrossoma lesado
espermatozoide morto com acrossoma mntegro

ol L

cspermatozoide morto com acrossoma lesado

\J

FIGURA 7-3. Morfologia do acrossoma e viabilidade espermatica no sémen ovino
descongelado. Fonte: Gonzalez (2009). A - Célula viva com acrossoma integro. B - Célula
viva com acrossoma edernaciado
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COLORACAO KOVACS; FOOTE (1992) - Composicao ¢
modo de preparo:

Corante Azul Tripan

Solucao de Cloreto de Sodio 0,81

Azul Tripan 0,25 ¢

Acua destilada 100 ml.

Fixador

Acido cloridrico (IN) 86 ml

Formalderdo (37%) 14 mL

Neutral Red 0,2 ¢

Solucao Giemsa (7,5%)

Gicmsa 1,0 ¢

Glicerina 54 ml

Preparo da solugao: Dissolver estes dois compostos a temperatura
de 60°C durante duas horas, deixar eslriar em temperatura ambicen-
le ¢ adicionar 84 mlL de metanol. Amadurecer em Irasco ambar por
uma semana ¢ depois filtrar. Conservar entre 4°C a 5°C.

Confeccao dos esfregacos: Os cslregacos devem ser conlecciona-
dos através da deposicao de 10 pl de semen ¢ 10 pl da solugao de
Azul Tripan proximos a extremidade da lamina ¢, em seguida, as
duas amostras devem ser homogenizadas. Depois disso, as laminas
devem ser mantidas em posicao vertical até apresentarem-se com-
pletamente secas, momento ¢m que devem ser imersas na solucao
fixadora de formalderdo ¢ Neutral Red por cinco minutos, seguin-
do-sce a lavagem das laminas ¢m agua destilada. Apos este procedi-
mento, as laminas devem ser colocadas em cubetas plasticas com
divisorias contendo a solucao de Giemsa por um periodo de quatro
horas. Transcorrido este periodo, as laminas devem ser novamente
lavadas em agua destilada ¢ mantidas em temperatura ambiente
at¢ apresentarems-se completamente secas. Devem ser contadas 200
c¢lulas em microscopia de contraste de fase sob imersao.

Avaliacao da integridade da membrana plasmatica

A avaliacao da integridade da membrana plasmatica por meio de
sondas fluorescentes ¢ uma téenica que vem sendo regularmente
adotada nas centrais, laboratorios ¢ instituicoes de pesquisa com o
objetivo de se obter acuracia dos eleitos ocasionados pelo empre-
go de novos meios diluidores ¢ téenicas utilizadas para a criopre-
scrvacao de semen em ovinos (MEDINA, 1995; GONZALEZ, 1996;
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BRISOLA ¢t al., 1999; TONIETO, 2008; CARVALHO ¢t al., 2008,
VOURA ¢ al. 2010). A téenica original consiste na combinacao e
corantes hiologicos a base de diacctato de carboxifluorescema (DIC)
¢iodeto de propidio (1P) (HARRISON; VICKERS, 1990 -1 igura 7-4).
Isla coloracao estabelece as seguintes categorias de ¢ lassificacao da
condicao do espermatozoide ¢ sua membrana plasmatica:
Categoria 1 — Actmulo de DIC (HTuorescencia verde) ao longo da
cabeca ¢ Hagelo sem actmulo de 1P (fluorescendia vermelha):
cClulas espermaticas com membranas plasmaticas mtegras,
Categoria 2 - Acumulo de DIC (fluorescendia verde) na pega inter-
mediaria ¢ acamulo de 1P (fluorescencia vermelha) somente na
cabeca: cclulas espermaticas com membrana plasmatica danifi-
cada ¢ acrossomal integra ¢ membranas mitocondriais intactas.
Categoria 3 — Actimulo de 1P (fluorescendia vermelha) na cabega
¢ peca intermedidria sem acimulo de DIC (TTuores ¢ncia verde):
membranas plasmadticas, acrossomais ¢ mitocondriais danificadas.

Categoria 4 — Acumulo de uma coloragao amarclada Huorescen-

¢ na regiao acrossomal ¢ acimulo de [P (fluorescencia vermes-

Coloracao simultanea com DIC e IP. Fonte: Gonzalez (2009).
| Espermatozoide com as membranas integras. 2. Espermatozoide com as membranas
danificadas. 3. Espermatozoide com as membranas acrossomatica e mitocondrial integras
e plasmatica lesada
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lha) na cabega ¢ acumulo de DIC (HTuorescendia verde) na peqa

intermediaria: esta categoria sugere que a celula espermatica
Pl)dk‘ CALAT ¢ Processy de APOPLOSC,

A leitura ¢ feita em microscopio de epilluorescencia, atraves de

excitacio em filtro WU, sob aumento de 400x ¢ contadas 200 celu-

las espermaticas ¢m uma mesma lamina.

COLORACAO HARRISON; VICKERS (1990) - Composigao e
modo de preparo:

Preparo da solu¢ao estoque salina isotonica

Cloreto de sodio 0,8183 /100 mL

Glicose 0,1799 ¢/100 mL

Cloreto de potassio 0,0186 g/100 ml

Alcool polivinilico 0,0500 ¢/ 100 mlL

Polivinilpirrolidona 0,0500 ¢/100 mL

Hepes (Cod. 3375) 0,2383 ¢/100 mL

Hepes (Cod. 7000) - sal de sodio 0,2603 /100 mL

O pH deve ser ajustado para 7,5 ¢ a solugao pode ser estocada a

e

47C por seis meses.

Preparo da solucao de formaldeido

Formalderdo a 37% 1 mL

Agua destilada 148 mL

Esta solugao deve ser preparada imediatamente antes do uso.

Preparo da solucao estoque de iodeto de propidio

[odeto de propidio 0,0005 ¢

Solugao salina isotonica 1 mL

Preparo da solucao estoque de diacetato de

carboxifluoresceina

Diacetato de carboxifluoresceina 0,0005 g

Dimetilsultoxido 1 mL

Estas duas ultimas solugoes devem ser estocadas a -20°C, em local

escuro por tempo indeterminado.

Confeccao dos esfregacos: Apos a descongelacao de uma amos-
tra de sémen, esta deve ser diluida em 3 mL da solucgao salina ¢
submetida a centrifugacao em 600 ¢ durante 10 minutos. Depois
disso, o sobrenadante deve ser desprezado ¢ o sedimento ressuspen-
dido em 3 ml da solugao salina. Para o procedimento da coloracao
das cclulas espermaticas uma aliquota de 20 pl deve ser retirada da
suspensao final ¢ adicionada 40 pl do meio de coloracao ¢ a amostra
final sera mantida em banho-maria a 37°C durante oito minutos.
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A avaliagao quantitativa de celalas com membranas espermaticas
mtegras ¢ alteradas sera determinada mediante a contagem de 200

celulas por leitura de Tamina sob microscopia otica de contraste de

g
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(=]

Lase ¢ luminagao epilluorescente.

Confeccao e implicacéo dos extensores
-ty g a0 g

t

Introducao

A composicao dos meios extensores constitui um dos principais
criterios a ser estudado para a elicacia nos procedimentos criobio-
logicos do semen nos animais domesticos. Nos ovinos, oste lato
alcta severamente a proporgao de espermatozoides viaveis apos a
uh‘\u\ll}_',k‘Ll\fIU. A (l‘-'ll'('k\.-lll do meio diluidor quanto a d(li\'f}n de
substandcias nutritivas, cnergeticas ¢ crioprotetoras esta em detri-
mento das caracteristicas seminais de cada especie ¢, tambem, em
lungao das peculiaridades existentes na composicao ¢ sensibilidade
das membranas espermaticas quando expostas ao Irio extremo (SA-
LAMON; MAXWELL, 2000).

Desta forma, sao necessarias modilicacoes na manipulagao dos di-
luidores para o ajuste das particularidades presentes em cada espe-
cic. Um diluente deve reunir as seguintes caracteristicas: apresentar
substrato como lontes de energia ¢ de nutrientes; manter a pressao
osmotica adequada Tuncionando como um meio tampao; inibir o
crescimento bacteriano; aumentar o volume do cjaculado; ¢ prote-
cer as celulas espermaticas durante a exposicao ao Irio extremo no
momento da criopreservacao (HAFEZ, E. ; HAFEZ, B. 2004).

Compostos diversos e suas funcoes

Altualmente, a Ccriopreservagao na especic ovina encontra-se ¢m ex-
pansao de aplicabilidade ¢ muitos estudos tém sido conduzidos vi-
sando contornar problemas relacionados a manipulacdo do sémen,
congelabilidade das cc¢lulas espermaticas ¢ aumento da populacao
de espermatozoides viaveis recuperados apos a sua descongelacao
(ANEL et al., 20006).

Os meios diluidores destinados a congelacao de sémen devem
conter substancias organicas que atuem como crioprotetores exter-
nos ¢ internos. Os crioprotetores com fungao externa preservam os
espermatozoides contra o choque térmico produzido durante o res-
[riamento do ejaculado, a partir de 20°C até os 5°C. As substancias
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mais comumente utilizadas sdo a gema de ovo ¢ o leite desnatado. A
[racdo ativa da gema de ovo ¢ uma lipoprotema de baixa densidade
(LDL), a toslatidilcolina (lecitina), um componente de alto peso mo-
lecular com acao restrita ao nivel da superlicie celular, sendo um dos
agentes mais eletivos na protegao contra o choque termico. Previne
o enrolamento das caudas ¢ protege a motilidade individual das ce-
lulas espermaticas. Esta atividade protetora pode ser otimizada pela
adicdo de detergentes sintéticos ao meio, que promoveriam uma
emulsificacdo destes lipideos ¢ ocasionariam maior interagao com a
membrana plasmatica do espermatozoide. E sugerido que a LDL tem
capacidade de agregar-se a membrana plasmatica durante o processo
de congelacdo, evitando a perda de seus fostolipideos ¢ aumentando
a tolerancia ao processo de criopreservagao. A gema liolilizada pode
ser utilizada e pasteurizada, evitando-se uma possivel contaminagao
microbiologica com a gema fresca de origem animal. No caso do deite
desnatado, a sua fracdao ativa ¢ a cascina, proteina que atia coitio
tampao de solucdo contra as trocas de pH ¢ confere protegao duran-
te 0 processo de resfriamento do espermatozoide (GRAHAM, 1971;
PURSEL et al., 1978; SANCHEZ-PARTIDA, 1992; GONZALEZ, 1996;
EL-ALAMY; FOOTE, 2001; MAIA ¢t al., 2005).

A sensibilidade dos espermatozoides as mudangas de temperatura
se deve a acao protetora do plasma seminal. Desta forma, as prote-
inas do plasma seminal secretadas na vesicula seminal, identifica-
das como RSVP14 ¢ RSVP20, sao citadas como capazes de proteger
0s espermatozoides ovinos expostos a queda de temperatura ¢ tem
atuacao na estabilizacao da sua membrana plasmatica, evitando o
evento de capacitacio (MCDONALD ; PINEDA, 1991; PEREZ-PE et
al., 2001; BARRIOS et al. 2005; FERNANDEZ-JUAN et al., 20006).

Em bovinos, as proteinas do plasma seminal (BSP) ligam-s¢ a
membrana plasmatica dos espermatozoides, induzindo o efluxo
de colesterol e fosfolipideos, acarretando a sua desestabilizacao.
Nesta espécie, € proposto que a LDL da gema do ovo e a caseina
do leite presentes nos meios diluidores sequestram a maioria das
BSP, evitando a ligacao das mesmas ao espermatozoide, resultando
em minima modificacado da membrana plasmatica durante as fa-
ses do processo criobiologico, permitindo sua melhor conservacao.
Proteinas semelhantes a BSP tém sido encontradas em ovinos, e é
sugerido que 0s mecanismos de protecao podem ser similares aos
observados em bovinos (MANJUNATH et al., 2002; JOBIM et al.,
2005; BERGERON et al., 2007).
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Os crioprotetores sao classificados dependendo de seu poder de pe-
netracao na membrana plasmatica, ¢m intracelulares = constiturdos
de molcculas pequenas, exigindo o seu uso ¢m maiores CONCENLragoes

¢ extracelulares = constiturdos de molceculas grandes ¢ requerem
menor concentracdo — para a finalidade de protegao espermatica con-
ira os malelicios provocados pela criopreservagao. Na especie ovina,
o clicerol ¢ o principal crioprotetor utilizado com funcao intracelular.
Fntretanto, a sobrevivénda espermatica ¢ altamente aletada (pode
wr ¢m torno de 60% a 70%) durante a congelagao. Deste modo, a
sua adicao em etapas parece representar o melhor equilibrio entre a
dtotoxicidade ¢ a crioprotecao. Outras substancias de agao interna
como o ctilenoglicol, o DMSO (dimetilsulloxido) ¢ o propanodiol t¢m
Jido testadas, mas apresentam resultados inferiores ¢m comparagao
a0s obtidos com o glicerol. Os extracelulares mais utilizados sao os
ACUCATes COMO a sacarose, a rafinose ¢ a trealose, proteinas ¢ lipopro-
teinas contidas no leite ¢ na gema de ovo (MERYMAN ct al., 1977;
SALAMON: MAXWELL, 1995; 2000; ANEL ct al., 2003).

A trealose ¢ um dissacarideo nao penetrante e possui agao especi-
fica na interacdo com os fostolipideos da membrana plasmatica, com
prote¢ao na manutengao da sua estabilidade ¢ das proteinas celula-
res. Atua na desidratacao celular, reduzindo a formagao de cristais de
goclo ¢ acarretando, por consequencia, a diminuigao das crioinjurias
das organelas celulares, em funcao dos procedimentos criobiologicos,
¢ proporcionando maior flexibilidade a membrana espermatica. E ci-
tado que esse composto confere ao diluente a caracteristica de hiper-
tonicidade ¢ desempenha papel de um antioxidante, protegendo a
membrana contra o ataque de radicais livres ¢ ocasionando maiores
taxas de espermatozoides viaveis apos a descongelagao (ABOAGLA;
TERADA, 2003; AISEN et al., 2005; VALLERIOTE et al., 2005; BER-
LINGUER et al., 2007; SARIOZKAN et al., 2010).

As fontes de energia mais usualmente empregadas sao os monossa-
caridcos, como a frutose e a glicose. Como componentes com pro-
pricdade tampdo, o TRIS (hidroximetil aminometano) ¢ o citrato de
sodio sao adicionados aos extensores. Para prevengao do crescimen-
to bacteriano, utilizam-se os antibioticos, como a penicilina, estrep-
tomicina ou gentamicina (EVANS; MAXWELL, 1990; SALAMON;
MAXWELL, 2000).

O uso de aditivos aos meios extensores tem por finalidade a sua
interacio com os demais componentes do meio, incrementando a
preservacao da célula espermatica. O Orvus es Paste (Equex-STM) €
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um detergente sintetico com propricdades solubilizantes. Acredita-
se que ele tenha a capacidade de alterar os constituintes da gema de
ovo, conterindo ao metabolismo celular substancias soluvels na tra-
¢ao lipidica compreendida em seu meto de suspensao. As conceens-
tracoes utilizadas variam de 0,5% a 1,5% nos mais diversos meios
diluidores ¢ em diferentes especies animais. Os aminoacidos, como
a glicina betaina ¢ a prolina, sao citados como cletivos crioprote-
tores complementares do espermatozoide ovino (GRAHAN, 1971
PURSEL et al., 1978; SANCHEZ-PARTIDA, 1992; GONZALEZ, 1996;
EL-ALAMY; FOOTE, 2001; MAIA et al., 2005).

A seguir estao descritas tres formulagoes de compostos de meios
diluidores recomendados para a congelagao de semen ovino:

1. GLICINA - GEMA

Solucao A Solucao B

Glicina natural 1,40 ¢ Frutose 3,0 g

Citrato de sodio 2,97 ¢ Glicose 3,0 ¢

Agua destilada 100 mL Agua destilada 100 mL

Penicilina 0,033 g Penicilina 0,033 ¢

Dihidroestreptomicina 0,1 ¢ Dihidroestreptomicina 0,1 g

Meio I Meio 11

Solucao A +B 70,00 mL Soluc¢ao A +B 65,00 mL

Gema de ovo 20,00 mL Gema de ovo 20,00 mL

Orvus es paste 0,40 mL Orvus es paste 0,40 mL

Agua destilada 9,60 mL Glicerol 10,00 mL

Agua destilada 4,60 mL

2. GLICINA - GEMA - LEITE

Solucao A Solucao B

Glicina natural 1,40 g Frutose 3,0 g

Citrato de sodio 2,97 g Agua destilada 100 mL

Agua destilada 100 mL Penicilina 0,033 ¢

Penicilina 0,033g Dihidroestreptomicina 0,1¢g

Dihidroestreptomicina 0,1 g

Meio I Meio 11

Solugao A +B 60,00 mL Solucao A +B 54,00 mL

Gema de ovo 20,00 mL Gema de ovo 20,00 mL

Orvus es paste 0,40 mL Orvus es paste 0,40 mL

Leite desnatado (11%) 15,00 mL

Leite desnatado (11%) 15,00 mL

Agua destilada 4,60 mL Glicerol 10,00 mL

Agua destilada 4,60 mL
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o Obscrvagoes no preparo das solugoes A ¢ B nos dois meios des-
critos acima: Aquecer as duas solugoes separadamente ate a tem-
peratura de 947°C; depois baixar a chama do fogo até o minimo
¢ manter nesta condigao por 15 minutos. Em seguida, deixar
eslriar em temperatura ambiente. Depois misturar as duas solu-
Coes (A + B) ¢ adicionar os antibioticos recomendados.

A adicao do detergente Orvus es paste na solucao dos meios e 1l
deve ser antes da colocagao da gema de ovo,

3. TRIS (hidroximetil aminometano) Aditivado

Meio I Meio 1l

ris 3.786 ¢ Tris 3,786 ¢

Frutose 1,0 g Frutose 1,0 ¢

Acido ctrico 2,11 g Acido citrico 2,11 ¢

Gema de ovo 20 mL Gema de ovo 20 mL

Orvus es paste 0,40 mL Orvus es paste 0,40 mL

Gentamicina 40 mg Glicerol 10,0 mL

Agua destilada 100 mL Gentamicina 40 mg

Agua destilada 100 mL

A adi¢ao do detergente Orvus es paste na solugao dos meios I ¢ 11

deve ser antes da colocagao da gema de ovo.

Membranas espermaticas

Sob condigoes fisiologicas, a forma das membranas biologicas foi
delineada como sendo uma estrutura em mosaico fluido. Esta se-
ria constituida por uma dupla camada, nao apresentando contorno
continuo em virtude de ser interrompida por diversas proteinas que
se intercalam em graus diferentes no interior da membrana. Ao lon-
go de sua maior fragao, compostos como os lipideos, glicolipideos,
proteinas ¢ glicolipideos seriam organizados de maneira assimétrica
em relagao a distribuigao de moléculas especificas nas faces interna
¢ externa. Em relagdo as proteinas e glicoproteinas compreendidas
na membrana celular, estas seriam dispostas de forma heterogénea
¢ poderia ocorrer divisao funcional em duas classes distintas: inte-
grais ou intrinsecas e periféricas ou extrinsecas (SINGER; NICOL-
SON, 1972).

Durante as etapas do processo criopreservativo ocorrem altera-
coes ultraestruturais, bioquimicas e funcionais em boa parte das cé-
lulas espermaticas, resultando em baixas taxas de espermatozoides
com motilidade individual e morfologicamente viaveis apds a des-
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congelacao. As mudangas ultraestruturais atetam, principalmente,
a membrana plasmatica, pois durante os processos de congelagao ¢
descongelacao ocorre uma desorganizagao dos lipideos, o que altera
as interacoes lipideo-lipideo e liprdeo-protema da membrana esper-
matica. Esta redistribuicao de liprdeos ocorre na tase de reslriamen-
Lo entre as temperaturas iniciais de 30°C para a temperatura de 5°C
(HOLT; NORTH, 1984 ; 19806).

Em adicao aos eleitos estruturais na membrana plasmatica, in-
cluindo a dos espermatozoides, um alto grau de insaturagao do
volume dos compostos lostolipidicos hidrocabonados — adigao do
crioprotetor, associada aos atos de distensao ¢ contragao ¢m res-
posta a solucoes hiperosmoticas, da desidratagao induzida pela
congelacdo, elevada concentragao de solutos, da lormagao de aclo
intracelular, tormacao de processos oxidativos ¢ liberagao de radi-
cais livres — somatizam a probabilidade da ocorréncia de injurias na
c¢lula espermatica (PARKS; GRAHAM, 1992).

Técnicas para congelacao de semen

[ I~ == bept

Diluicao e periodo de equilibrio

A diluicao ¢ o periodo de equilibrio podem ser realizados das se-
guintes maneiras: o ejaculado ¢ diluido a 30°C na porgao do diluen-
te sem glicerol (meio 1), submetido a um periodo de equilibrio a
temperatura de 5°C durante 1,5 a 2,0 horas ¢ adiciona-se a porcao
do diluente com glicerol (meio I1); o ejaculado ¢ diluido a 30°C na
porcao do diluente sem glicerol (meio I) ¢ na porgao com o glicerol
(meio 1) sob homogenizacao lenta e depois € submetido a um peri-
odo de equilibrio de 90 minutos na mesma temperatura do primeiro
método; o ejaculado ¢ diluido na porg¢ao do extensor sem o glicerol
(fracao A) a 32°C, submetido a um periodo de equilibrio na tempe-
ratura de 4°C durante 120 minutos ¢, apos este periodo, a porgao
do meio com o glicerol (fracao B) ¢ adicionada em trés etapas a in-
tervalos de cinco minutos (EVANS; MAXWELL, 1990; GONZALEZ,
1996; CAVALCANTE, 2008).

Para o resfriamento as palhetas, as mesmas sao dispostas em posi-
cao horizontal sobre grades metalicas ¢ podem ser colocadas dentro
de involucros plasticos insuflados com ar. Estes permanecem lecha-
dos durante os 30 minutos iniciais ¢ depois sao abertos ¢ permane-
cem dessa forma até o final do tempo de reslriamento estabelecido.
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As diluicoes devem ser processadas para que a concentragao final
por dose tenha de 100 a 150 X 10°0ou 40 a 50 X 1 0®cspermatozoides
viavels, respectivamente, para o uso ¢m inseminagao artificial cervi-
cal superlicial ou prolunda ¢ deposicao intrauterina por laparosco-
pia. O envase usual ¢ feito em palhetas do tipo [rances, de 0,5 mL,
¢ o lacre pode ser leito com o alicate selador. Recomenda-se deixar
uma bolha de ar na coluna central da palheta, evitando, assim, o
estouro da mesma durante o procedimento criobiologico (GONZA-
LEZ, 19906).

Metodos de congelacao

O s¢men pode ser congelado em caixa de isopor adaptada para esta
linalidade ¢ o procedimento ocorre de forma horizontal. Transcorri-
do o término do periodo de equilibrio estabelecido, as palhetas sao
dispostas horizontalmente sobre um gradil ¢ mantidas a 4 cm acima
do nivel do nitrogenio liquido (camada de vapor), referente a tem-
peratura entre -79°C a -80°C, onde permanecem por 20 minutos,
quando e¢ntdo sao imersas a uma temperatura de -196°C, acondi-
cionadas em raques metalicas dentro dos canisters ¢ armazenadas
c¢m botijoes criogénicos. Em centrais de alta produgao de sémen
manipulado para fins comerciais, interno ¢ externo ou formacao de
grandes bancos de germoplasma do gameta masculino, a criopre-
servacao do sémen ¢ usualmente executada de forma vertical em
maquina de congelacao — Cryogen”.

Alteracoes fisiologicas e bioquimicas durante a congelacao

O resfriamento ¢ a etapa inicial do procedimento criobiologico. Du-
rante esse processo ocorre a mudanca de fase dos colesterois de
membrana, que passam da fase liquida para a gel. Esta etapa pode
acarretar danos estruturais ao espermatozoide pelo fendmeno de-
nominado choque-frio. A c¢lula espermatica ovina sofre as seguin-
tes alteragoes microestruturais causadas pelo choque-trio: reducgao a
niveis perto de zero da atividade respiratoria; a frutolise e a glicolise
anaerobica; liberagao de proteinas intracelulares como o citocromo ¢;
perda de lipideos, predominantemente os fosfolipideos, sugerindo a
ocorréncia de fragmentacao de membrana do acrossoma e plasmati-
ca; alteracoes no metabolismo de carboidratos; liberacao de enzimas
intracelulares, a exemplo da lactato-desidrogenase, transaminases,
losfatase alcalina e acida, glicose-6-fosfatodesidrogenase e glicose
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lostato isomerase: alteracao na distribuicao de cations; ¢ liberagao de
lostoelicenideos de colina (SALAMON: MANWELL, 1995),

A susceptibilidade a mudanga de temperatura se inidia durante
O transito do espermatozoide pelo epididimo. Com o choque-lrio
ocorrem disturbios cationicos no interior da celula, o sodio ¢ caldio
Lo aumentados ¢ o potassio ¢ magnesio sao perdidos. Comao o mao-
vimento destes acontece por dilusao passiva, o acumulo de caldio,
apos o Choque-tio, torna-se contrario ao gradiente de concentra-
cao. Isto sugere que a permeabilidade da membrana ¢ alierada, o
caldio ¢ carrcado para o interior da celula na torma conjugada. Oy
seus sttios de ligagao sao identificados na membrana do acrossoma
¢ estao civolvidos com a reacao acrossomatica caldio-dependente
{WATSLON, L1981,

A membrana plasmatica ¢ composta de tres classes lipidicas prin-
cipais, os alicolipideos, os lostoliprdeos ¢ o colesterol A sua Huides
esta na dependencia da temperatura, teor ¢ grau de saturagao do
colesterol: colesterois saturados carantem rigides ¢ os insaturados
conferem maior tluides ¢ desorcanizacao a membrana (PARKS;
(R & EANT 1992,

A criopresenvacao indiz a capaditagao espermatica prematura, ¢n
parte ocasionada pelas licacoes de espedies readivas de oxigenio ¢
perovidacao liprdica, o que pode produzir uma populagao de esper-
matozoides nao viaveis apos a descongelacao (AISEN ¢t al . 2005),

A avaliacao inicial da viabilidade do espermatozoide ¢ leita no mo-
mento da descongelacao das amostras (momento zcro). Para isto, o
conteudo de uma paltheta ¢ descongelado a 37 € por 30 segundos,
sendo suspenso eme Iomlode meio tampao, previamente aquecido
nesta temperatura em o um tubo de ensaios A qualidade da amos-
lra desconeclada pode ser realizada pelo teste de termoresistendia
lento (FTHy durante tres horas nesta temperatura em banho-maria.
O semen sera considerado apto se apresentar no minimo 30" de
cspermatozoides com motilidade proaressiva individual, vicor 5 ¢ a

porcentavem de detertos mortologicos totais inlerior a 207
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Os latores nutricionais envolvem estrategias de mancejo que propi-

clam aumento na elicienca reprodutiva.

Efeito do flushing na reproducao

O flushing ¢ utilizado para melhorar a condigao nutricional dos re-
produtores em periodos curtos de uso, antes do inicio da atividade
sexual, ¢ tem a tinalidade promover o desenvolvimento de loliculos
ovarianos ¢ potencializar a resposta da taxa ovulatoria na ovelha.
O aumento da ovulagao espontanca ou induzida pela aplicagao de
hormonios ¢m rebanhos destinados a monta natural ou submeti-
dos a sincronizacao artificial de estro aumenta a taxa de lertilidade
do rebanho (SORMUNEN-CRISTIAN; JAUHIAINEN, 2001 ; 2002;
GONZALEZ, 2009).

Ovelhas submetidas ao sistema de flushing no periodo do pré-aca-
salamento, respondem com aumento na sua potencialidade repro-
dutiva, expressa no maior naumero de [emeas concebidas ¢ na maior
taxa de prolificidade, gerando, pelo aumento no numero de partos
multiplos, maior nimero de cordeiros para programas reprodutivos
¢ de melhoramento. Esse manejo inicia-se 30 dias antes da estacao
sexual ¢ exige o acompanhamento nutricional da ovelha durante a
gestacao, o que lavorecera o maior peso ao nascer ¢ menor taxa de
mortalidade perinatal da(s) cria(s) e, por consequéncia, maior indi-
ce de cordeiros desmamados (CHIBA, 2009).

A avaliagao do escore corporal ¢ uma alternativa eficiente para
otimizar o manejo a fim de aferir o status nutricional dos reproduto-
res durante a estagao reprodutiva. No pré-acasalamento, a avaliacao
das ovelhas e classificacao em grupos divididos pelo escore corporal
permite desenvolver estratégias nutricionais especificas, no intuito
que todas as fémeas cheguem em condigoes satisfatorias a estacao
reprodutiva. Outras acoes complementares a serem incorporadas
aos programas de reproducao compreendem aterir o peso regular-
mente, utilizar o método Famacha para determinar o grau de ane-
mia das ovelhas provocadas pela verminose e coletar fezes para o
conhecimento da quantidade de ovos por grama de fezes (OPG).
Os animais, reprodutores ¢ matrizes, com OPG acima de 4.000 sao
tratados com endectocidas.

A avaliacao do escore corporal representa ferramenta importan-
te a ser aplicada no rebanho, varia entre grupos raciais e é maior
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114 Fatores nutricionais associados a reprodugao

em ovelhas mais velhas, influenciando positivamente no peso de
cordeiros nascidos ¢ nas fémeas de maior porte. O escore corporal
¢ classificado como 3, sendo este mensurado pela avaliagao da es-
pessura de gordura que cobre os processos dorsais ¢ os transversais,
conforme proconizado por Russel et al. (1969), ver a Figura 8-1. No
Quadro 8-1, constam as caracteristicas anatomicas que proporcio-
nam o melhor desempenho sexual das f¢meas (GUNN et al., 1984;
RIBEIRO et al., 2003; KENYON ; BLAIR, 2009). Ovelhas que ainda
nao tenham atingido esse escore corporal ideal no periodo reprodu-
tivo podem ser concebidas desde que ganhando peso, mas exigem
suplementag¢do para que nao sofram na lactagao, o que diminui o
desempenho na proxima estagao sexual.

As estratégias nutricionais para os reprodutores vao desde um

flushing em pastagens preparadas para recebe-los at¢ o uso de su-

plementagao.

Estratégias no emprego do flushing

Algumas estratégias de nutricao podem ser aplicadas pelo pastejo
em pastagens de alto valor nutritivo, uso de forragem conserva-
da, suplementacao a campo ¢ confinamento (CORNER ; KENYON,

Posiciones de palpacién Grados de condicion corporal

Apofitil €1pin0Osa promingnie y Corante ] Apofisia eipinoia se detecta
’ como una linea
Cobertura grata gruesa

Sin cobertura grasa

Musculo firme
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transversa

corante Apofisiy

transversa
no se puede
palpar

Los dedos
pasan ficlmente
por debajo

de 12 apofisis

| CONDICION 4 l' l
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P P P
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i

Cobertura grasa densa

Musculo muy
firme
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—— UaAmiveria
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Apéfisis espinota redondeada
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las puntas

FIGURA 8-1. Posicoes de apalpacao do escore corporal. Fonte: Russel, 1969,
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QUADRO 8-1.

CONDICAO CORPORAL  CARACTERISTICAS ANATOMICAS OBSEIVAIEB

cC1 » Processo espinhoso agudo e proeminente
» Nao ha cobertura de gordura
» As apdfises transversas sao agudas e seus extremos sao
palpaveis

CcC2 » Processo espinhoso agudo e proeminente
» Ha cobertura muscular e pouca cobertura de gordura
» As apofises transversas estao suaves e levemente
arredondadas, sendo possivel ultrapassar suas extremidades
sob pressao

Cca » Os processos espinhosos estao suaves e arredondados e
podem ser palpados apenas sob pressao
» As apdfises transversas estao suaves e bem cobertas
» O preenchimento muscular é completo e pouca cobertura
de gordura

Cc4 » O processo espinhoso pode ser detectado sob pressao
como linha dura
» As apofises transversas nao sao palpaveis
» A cobertura muscular é completa e recoberta por gordura

CC5 » O processo espinhoso nao é palpavel
» Ao longo da coluna existe uma depressao
» As apofises transversas nao sao detectadas
» A cobertura muscular é completa e recoberta de gordura

Fonte: Russel (1969)

2007; POLI et al., 2008). A disponibilidade de diversos tipos de ali-
mentos para a aplicagao de flushing é altamente benéfico, uma vez
que o aporte energético e proteico impacta os custos da atividade
produtiva, sendo preferivel, sempre que possivel, utilizar alternati-
vas mais econdmicas que também sejam eficazes.

O valor nutricional de uma pastagem somente pode ser medido
em termos de produto animal, particularmente em condicoes de
pastejo. Porém, a qualidade da dieta ndao depende somente do valor
nutritivo da forragem, mas também da possibilidade e capacidade do
animal em selecionar uma dieta rica em nutrientes. A disponibilida-
de de forragem de qualidade é um parametro central no manejo do
pastejo e indica a oportunidade do animal selecionar sua dieta, sen-
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do esta o lator determinante no desempenho produtivo ¢ no sucesso
da exploracdo. Dentre as espedies de ruminantes, os ovinos sao um
dos mais exigentes na qualidade do pasto. No entanto, eles possuem
caracteristicas que Thes permitem ser altamente seletivos durante o
pastejo (POLL CARVALHO, 2003; PEREIRA NETO, 2004).

A disponibilidade de pastos de alto valor nutritivo aumenta a in-
gestao de matcria seca, energia digestivel, protema bruta ¢ carboi-
dratos soltiveis em agua ¢ de taninos condensados. O aumento nas
concentracoes de nitrogénio ¢ tanino condensado aumenta tambem
a proporcao de proteia nao degradada no rumen, disponibilizando
mais proteina no intestino, o que explicaria um aumento na clici-
¢ncia reprodutiva de ovelhas. Entretanto, as lorrageiras de climas
tropicais mostram desempenhos menores devidos ao baixo valor
nutritivo, sendo aconselhada a suplementa¢do energética-proteica
(McWILLIAM et al., 2004).

No caso de se optar por estratégia de baixo custo, a preferencia ¢
por manutencao das doadoras em pastagens de alto valor nutricio-
nal (Figura 8-2). O flushing sera conduzido com oferta de forragem
de 12% (12 kg forragem/100 kg de peso viso do lote) ou superior.
Pode ser utilizado o milheto, as gramas titton ¢ estrela alricana, ou
em condigoes tropicais, o Panicunt maximum ¢ a Brachiaria brizantha,
desde que com alta oferta de folhas ¢ com adubagao de manutencao
adequada, principalmente de nitrogénio.

O acesso a area de pastagem de maior valor nutricional composta
por leguminosas, tamb¢ém chamada de legumineira, ¢ outra opgao.
A area de acesso restrito pastagens pode ser formada por amendoim
forrageiro (Arachis pintoi) ¢ Stylosanthes spp., com acesso controlado
duas vezes ao dia, por periodo aproximado de 2 horas ou alfafa (Me-
dicago sativa), por periodo aproximado de 1 hora, medida necessaria
para evitar timpanismo.

Quando nao for possivel contar com pastagens em condicoes de
uso para o flushing, o modo mais pratico, porém de maior custo, ¢
a suplementacao. Deve ser fornecida uma fonte energética-proteica
com 18% PB ¢ 65% NDT, na base de 1% do peso vivo/dia.

No caso de uso de forragem conservada, essa deve ser de alto va-
lor nutritivo, como a silagem de milho, em que o NDT ¢ de 65%, ou
feno amonizado, que propicia digestibilidade 717 vitro da matéria seca
entre 65% ¢ 74% (TONUCCI, 2006).

Qualquer dos procedimentos deve ser executado pelo menos 30
dias antes da estacao de monta, pois 0os ovinos sao mais sensiveis a
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Doadoras do grupo genetico pantaneiro mantidas em capim-marandu.

troca de regime de pasto, levando algum tempo para pastejar espe-
cies lorrageiras diferentes das habituais.

A mistura mineral deve estar sempre a disposicao, em cochos pro-
prios, no interior das baias ¢ dispostos no piquete.

Este procedimento possibilita alcangar ¢ manter a unitformidade
da condicao corporal satisfatoria dos animais, em escore tres, tecni-
camente recomendado para ovelhas submetidas aos diversos pro-
gramas de reproducao, acarretando a ocorréncia de maiores taxas
ovulatorias.

Considerando-se um rebanho com 100 matrizes a 30 dias antes da

¢stagao sexual. Procedimentos:

I') Pesagem, atribuicao do escore corporal, avaliacao pelo método
Famacha ¢ coleta de fezes para exame de OPG.
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2) Formar grupos pelo escore corporal (1), bascado na distribuigao
cncontrada:

Grupo I - 43 ovelhas com BEC entre 1,6 ¢ 2,0

Grupo 2 - 35 ovelhas com BEC entre 2 ¢ 2.5

Grupo 3 - 22 ovelhas com EC entre 2,6 ¢ 3

Obs: Ovelhas com escore de 1,5 ou abaixo nao devem ser selecio-
nadas para reprodugao.

3) Estrategias nutricionais exccutadas por 30 dias:

Grupo 1 - Pastagem de alto valor nutritivo ¢ suplementagao com
concentrado energetico-proteico na base de 2% do peso vivo
do lote. Ex: peso do lote (56 kg x <3 ovelhas raga pequena)
1.978 kg x 0,02 = 39,56 kg de suplementagao diaria com con-
centrado a base de 18% PB ¢ 65% NDT, ministrada 2x ao dia,
misturado com otimizador de perfomance reprodutiva (ami-
noacidos essenciais ¢ vitaminas).

Grupo 2 - Pastagem de alto valor nutritivo ¢ suplementagao com
concentrado energetico-proteico na base de 1% do peso vivo
do lote. Ex: peso do lote = 1.978 kg x 0.01 = 19,78 kg de su-
plementacao diaria com concentrado a base de 18% PB ¢ 65%
NDT, ministrada 1x ao dia, misturado com otimizador de per-
lomance reprodutiva (aminoacidos essendiais ¢ vitaminas).

Grupo 3 - Manter em pastagem de alto valor nutritivo ¢ acesso a
lcgumineira de Estilosanthes Campo Grande (Stylosanthies ma-
crocephala ¢ S, capitatay duas vezes ao dia, 2 horas pela manha
¢ 2 horas pela tarde. Avaliacao a cada 14 dias dos parametros
descritos no item 1. Matrizes tratadas sucessivamente para
verminose com base no OPG, devem ser eliminadas assim que
possivel, pois sao sucetiveis a verminosc.

4) Antes de a estacao sexual agrupar os lotes, lazer cascarreio (10s-
quia de limpeza em torno da vulva, nas coxas ¢ cauda) ¢ desolhe
(tosquia em torno dos olhos) ¢ submeter as [¢meas a monta na-
tural ou indugao do cio.

ODbs.: No caso de atraso na preparacao das [¢meas para estagao
sexual, deve-se utilizar a estratégia adotada no Grupo 1, mencio-
nada anteriormente, com eleito nutricional imediato. Também ¢
aconsclhado prolongar algumas das estratégias anteriormente des-
critas pelo periodo de 20 dias, para garantir uma resposta positiva
da I¢mea ao eleito macho quando em monta natural ¢ prevenir a
morte embrionaria precoce, que pode ocorrer em qualquer téenica
de reproducao utilizada (aumento de acidos graxos nao esteroidais
¢ concentragao de glicose) (KENYON ; BLAIR, 2009).
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A nutricao e a ocorrencia da ovulacao
\ alimentacao influencia a lertihidade diretamence por meio do tor-
necimento de natrientes espectficos, o8 quals Sao necessarios para
os processos de desenvolvimento do tolicalo ¢ a ovalagao. 14, indire-
tamente, atuam sobre as concentracoes crculantes dos hormaonios ¢
outros metabolitos sensivels aos nutrientes que sao requeridos para
o sucesso destes processos fisiologicos (ROBINSON ¢t al., 20006).

O aporte nutricional ¢ um dos Latores de maior importancia na
ocorrencia da taxa de ovalacao nos pequenos ruminantes. Os elei-
tos da nutricao sobre a reproducao podem ser assim definidos: eleito
estatico, eleito dinamico ¢ eleito imediato. O eleito estatico ¢ obser-
vado quando ocorre o aumento da taxa de ovulagao ¢m animais
pesados, cm comparagao aos animais mais leves. O eleito dinamico
¢ constatado quando as taxas de ovulagoes sao mais ¢levadas em
animais que estejam ganhando peso ¢ melhoria no escore da con-
di¢ao corporal por um pertodo em torno de tres semanas antes das
coberturas, O eleito imediato ¢ determinado pelo lornecimento aos
animais de uma dicta energctica-proteica durante um curto periodo
de tempo, entre quatro a seis dias, antes da reproducao, sendo que
nao se observa aumento do peso ¢ nem da condicao corporal. Desta
lorma, a suplementagao das ovelhas por um pertodo de tres sema-
nas antes do pertodo reprodutivo ¢ o suliciente para aumentar a
taxa de ovulagao (GHERARDI; LINDSAY, 1982; SMITH; STEWART,
1990; MARTIN ct al., 2004).

A nutrigao exerce eleitos importantes sobre a secrecao do hormao-
nio liberador de gonadotrolinas (GnRH). Apesar de o crescimento
lolicular ser controlado principalmente por meio das gonadotrofinas
¢ por latores de crescimento produzidos localmente, varios latores
ambicntais, como o correto aporte nutricional, podem influenciar
o desenvolvimento lolicular ¢ a qualidade do oocito produzido ¢,
conscquentemente, a taxa de lertilidade (WEBB et al., 2003).

O consumo alimentar atua sobre o ¢ixo hipotalamico-hipolisario-
ovariano c¢m varios niveis. Os latores de crescimento sao impor-
lantes no desenvolvimento inicial do loliculo, considerando que
gonadotrofinas sao essenciais para as lases linais do crescimento
lolicular. Nesta lase, o loliculo dominante troca sua exigéneia de
FSH para LH. Evid¢ncias alirmam que as gonadotrofinas podem
influenciar o desenvolvimento do foliculo pré-antral ¢ os latores
de crescimento podem influenciar o desenvolvimento do foliculo
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continuamente. Em ovelhas, este fato ocorre no periodo de seis
meses antes dos acasalamentos ou cruzamentos, quando os tohicu-
los ovarianos emergem do pool de toliculos primordiais ¢ t¢m seu
crescimento comprometido. Neste momento, a subnutrigao reduz o
numero de foliculos que emergem e que estarao disponivelis para o
evento da ovulacao (DOWNING; SCARAMUZZI, 1991; ALMEIDA
et al., 2008).

O efeito benéfico da nutrigao sobre a ocorréncia da ovulagao pode
ser obtido em um curto periodo de tempo, como dentro de 4 a 8
dias (VINOLES GIL, 2003). Contudo, o fato da variabilidade do mo-
mento da monta, que ocorre em rebanhos que ovulam espontane-
amente, induz todas as ovelhas a receberem o estimulo nutricional
por um periodo prolongado de suplementacao nutricional iniciado,
comumente, 10 dias antes da introdug¢ao dos carneiros no rebanho
(ALMEIDA et al., 2008).
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O aporte nutricional tem a finalidade de incrementar a condicao
corporal da femea antes ¢ durante o tratamento hormonal para
sncronizacao de estro ¢ ovulagao nas receptora ¢ a supcerovula-
cao nas doadoras, potendializando a resposta nas taxas ovulatorias
a aplicacao dos hormonios exogenos, O flushiing (Capitulo 8) pode
ser conduzido com a colocacao das Iemeas em pastagem alto valor
nutritivo ou suplementacao no cocho (Figura 9-1).

No inicio da gestacao, o requerimento nutricional da receptora esta
licciramente superior ao de mantenca. Se a perda de massa corporal
lor totalmente recuperada antes das inovulacoes, a lalta de ganho de
peso nos primeiros 60 a 920 dias de gestacao nao deve aletar negati-
vamente o desenvolvimento do feto. As altimas seis semanas de ges-
Lacao sao consideradas o pertodo mais critico na nutricao da lemea.
Cerca de 70% do crescimento letal ocorre neste pertodo ¢ restricoes
alimentares podem resultar em cordeiros mais Iracos ao nascimento,
maior mortalidade perinatal, mdice insatislatorio na producao de lei-
g |H'H\'.i\'t‘| ocorrencia da doenga do parto, a cetose,

Ao linal da gestacao, a receptlora requer aproximadamente 50%
mais alimento do que no inicio. Se houver limitacao no torneci-
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JRA 9-1. Matrizes submetidas ao flushing no cocho.
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mento da proteina, podemos esperar menores taxas de nascimento.
Geralmente, ocorre um consumo inadequado de fostoro durante
este periodo, especialmente em receptoras mantidas em regime de
pasto ou consumindo feno.

No ter¢o final da gestagao, as fémeas podem ter dificuldade para
consumir alimento suficiente, em virtude do aumento do ttero que
pode abrigar dois cordeiros e, desta forma, reduzir o espago da ca-
vidade abdominal. Se a dieta oferecida for a base de volumosos,
podera ocorrer insuficiente capacidade de alimentagao ¢ nao serem
supridos os requerimentos energéticos diarios. Recomenda-se, nes-
se periodo, reduzir o volumoso e complementar a dieta com o uso
de racao (MOURA FILHO; RIBEIRO, 2005).
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O aporte energetico-proteico equilibrado consiste no principal lator
modulador da eficiencia do reprodutor ovino, sendo esta medida
necessaria antes ¢ durante o seu servico na monta natural contro-
lada de lorma intensiva ou como doadores de semen ¢m programas
de inseminacao artificial.

Os reprodutores podem ser mantidos a pasto (Figura 10-1) du-
rante o dia ¢ recolhidos em baias durante a noite. Entretanto, o
consumo de forragem ¢ o teor de elementos essenciais ingeridos
podem nao ser o suficiente para suprir as exigencias das diferentes
categorias. Nas forrageiras existem variagoes nos teores minerais de
acordo com a espécie, o estagio de maturacao da planta, a ¢poca do
ano, o tipo de solo ¢ o nivel de adubacoes. Desta forma, uma lonte
de energia suplementar deve ser fornecida a partir de alimento com
18% PB ¢ 65% de NDT, na base de 1% do peso vivo no periodo
de 30 dias antes do inicio do trabalho reprodutivo dos carneiros ¢
durante a estacao reprodutiva. O fornecimento da mistura mineral
deve estar a disposi¢ao dos animais em cochos dispostos no piquete
¢ no interior das baias para o pernoite dos animais.

Pastagem formada com capim-massai para uso com reprodutores.
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O tushing oterecido aos reprodutores deve proporcionar aos mes-
mos um escore corporal entre 3.5 a 440 (dentro de uma escala de
classiticacao de 1 a 5). Desta lorma, o prolissional deve ter bastante
criterio na avaliacao da condi¢ao corporal dos carneiros em lungao
da categoria do animal, durante a pre-selegao ¢ o calculo da quanti-
dade da racao em graos a ser tornecida.

E importante o conhecimento de que a capacidade reprodutiva de
carneiros submetidos a programas intensivos de monta natural = ou
como doadores de sémen para trabalhos de inseminagao artificial
cervical com ejaculados a tresco diluidos ou restriado dentro de es-
tacoes sexuais muito longas — ¢ nos animais doadores permanentes
de sémen para criopreservagao em centrais esta diretamente rela-
cionada com a maior concentragao de celulas espermaticas libera-
das no e¢jaculado (SALAMON: MAXWELL, 2000), sendo este lato
correlacionado com o tamanho dos testiculos (MOURA et al., 1999),
Segundo Siqueira Filho (2007) para minimizarmos a ocorrencia de
estresse nutricional durante os programas sexuais exacerbados, pe-
riodo em que usualmente ocorre uma redugao na ingestao alimen-
tar, as exigencias nutricionais devem ser criteriosamente atendidas
em fungao desse status fisiologico.

Em propriedades onde os reprodutores sao criados em regime ex-
tensivo em ¢pocas tora da estagao sexual, recomendam-se as se-
guintes medidas de manejo no periodo minimo de 30 dias antes do
inicio do servi¢o reprodutivo:

1. Colheita de fezes para a contagem de ovos para a avaliagao
da carga parasitaria e, se necessario, realizacao da coprocul-
tura para a identificacao das larvas infestantes. Mediante o
resultado, os carneiros devem ser tratados com vermifugos
compativeis ao caso clinico.

2. Realizar um acompanhamento laboratorial mensal da con-
tagem de ovos e tratamento terapeutico caso necessario. Os
animais devem ser pesados para o ajuste correto da dose
do vermitugo, efetuando a mudanca de principio ativo em
cada aplicacao com a finalidade de evitar a resisténcia de
helmintos.

3. Em animais mantidos essencialmente a campo ¢ imprescindi-
vel que a propriedade tenha como rotina a rotagao de pasta-
gem. Rotacionar os animais nas pastagens a cada 5 dias para
facilitar o manejo das pastagens e diminuir a reinfestacao por
larvas de nematodeos gastrointestinais.
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Independentemente do controle da carga parasitaria dos ani-
mais, estes devem ser vermilugados sempre antes de entra-
rem em nova arca considerada isenta de larvas inlectantes.
Fvitar a colocacao dos reprodutores em pastagens umidas ¢
cncharcadas, pois estas arcas constitucem ambiente lavoravel
a cclosao de ovos, a sobrevivendia de larvas infectantes ¢ a
ocorrencia de doengas do casco.

Eletuar a toalete dos cascos para propociornar o beme-estar
¢ preservar o desempenho adequado na monta. Esta prati-
ca deve ser executada sempre que observados problemas de
aprumo dos animais.

Proceder a tosquia corporal total ¢ limpeza da area genital dos
machos (cascarreio).

Aplicar vacina completa contra todos os tipos de clostridioses,
que causam a enteroxemia, doenga que tem um curso rapido
¢ mortal ¢ que ocorre geralmente em ovinos adultos em de-
correncia da alteracao de manejo alimentar.

Recomenda-se manter em piquetes separados os carneiros mais
velhos dos mais jovens ou com grande diferencga de porte.

Os piquetes onde os reprodutores forem mantidos devem
permitir acesso livre ao abrigo ou a arcas sombreadas para
minimizar o estresse térmico, frequentemente associado a in-
fertilidade.

. O percentual de machos rufioes ¢ reprodutores de reserva

deve estar entre 5% a 10%.
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Fase inicial
A pestacao da ovelha dara emomedia 150 dias (140 a 153). E quan
do se trabalha com estagoes de montas controladas ¢ inseminagao
artificial de ovelhas selecionadas ou ovelhas receptoras de em-
brioes produzidos a Iresco ou criopreservados, ¢ possivel ter uma
previsao da ¢poca das parigoes, pois estas serao concentradas em
lungao da aplicacao da reprodugao programada. Com o objetivo
de alcancarmos sucesso durante os partos, alguns cuidados de ma-
nejo geral, sanitario ¢ nutricional devem ser tomados durante a
eeslagao.

Nas ovelhas receptoras adultas, durante a lase da pré-inovulagao,
¢ importante o controle do excesso energctico, o qual desencadeia
acumulo de gordura ocasionando a queda na lertilidade pela dis-
solucao dos hormonios no tecido adiposo. Também na fase pre-
pubere, o manejo nutricional incorreto pode, entre outros latores,
comprometer o desenvolvimento da glandula mamaria, reduzindo
desta forma o potencial da produgao de leite.

A [¢mea ovina pode apresentar uma relagao inversa entre o seu
estado nutricional apos a cobertura ¢ o aporte de progesterona,
resultando em reduc¢ao nas concentracoes plasmaticas perilcéricas
deste hormonio, em detrimento da ingestao de alimentos altamen-
(¢ energeticos, ¢ ocasionando perdas embrionarias (WILLIAMS;
CUMMING, 1982). Este lato pode ser consequéncia do aumen-
(o do metabolismo da progesterona, ocasionado por aumento na
atividade de oxidagao hepatica devido ao maior fluxo sanguinco
porta-hepatico em animais bem alimentados, uma vez que o ligado
¢ o principal local de metabolismo de esteroides, pois metaboliza
aproximadamente 95% da progesterona circulante durante uma
unica passagem — nao prevenindo, desta forma, que os mecanis-
mos luteoliticos sejam suprimidos entre o concepto ¢ o endométrio
(ASHWORTH, 1993).

Algumas medidas de manejo geral preventivo que devem ser apli-
cadas na ovelha gestante na lase inicial:

[. O fornecimento de uma pastagem de qualidade ¢ suplementa-
¢ao mineral ¢ suficiente para suprir as necessidades nutricionais
da [¢émea neste periodo. Caso a gestagao coincida com ¢poca de
escassez de alimentos verdes, os animais devem receber forra-
gem conservada (feno ou silagem) ou suplementagao concen-
trada balanceada compativel aos requerimentos nesta lase.
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2. O transporte dos animais deve ser evitado, caso seja realmente
necessario deve ser executado com cuidado.
3. Providendiar arcas de sombreamento no piquete maternidade

¢ ter agua limpa a vontade. O piquete maternidade deve es-
tar localizado proximo ao acesso de funcionarios ¢ ser formado
com lorrageiras de baixo porte ¢ alto valor nutricional (Tiftons,
Cynodons), pastagem limpa, abrigada de predadores ¢ longe de
cursos dagua.

4. Realizar o controle mensal da carga parasitaria.

Terco final
O terco final engloba os tltimos 50 dias de gestagdo. Neste segundo
periodo, ocorrem 70% do crescimento letal e a prepa ragao anatomica
e fisiologica da ovelha para a lactagao. Este ¢ considerado o periodo
critico da fémea e do(s) teto(s), pois um ambiente adverso ao bem-
estar da ovelha pode ocasionar baixa produgao de leite, nascimento
de cordeiros debilitados, com peso abaixo da média ¢ aumento da
taxa de mortalidade perinatal (HAFEZ, E.; HAFEZ, B., 2004).

Ovelhas submetidas a uma dieta pobre em energia ¢ proteina no

final de gestacdo apresentam uma queda na producio de colostro
durante as primeiras 18 horas apos o parto. Dessa forma, nesse pe-
riodo da gestacao das fémeas ¢ imprescindivel o fornecimento dos
requerimentos nutricionais compativeis, sendo que isto reflete no
vigor do cordeiro apos 0 nascimento para a sua rapida ingestao do
colostro, uma vez que a perda da capacidade de absor¢ao das imuno-
globulinas pelo seu intestino ocorre dentro de 24 a 48 horas apos o
parto. Este fato é de suma importancia na sua proteg¢ao contra agen-
tes infecciosos que podem ser fatais (MELLOR; STAFFORD, 2004).

Algumas medidas de manejo geral preventivo que devem ser apli-

cadas na ovelha gestante na fase final:

1. Providenciar areas de sombreamento no piquete maternidade e
ter agua limpa a vontade. O piquete maternidade deve estar lo-
calizado proximo ao acesso de funciondrios e ser formado com
forrageiras de baixo porte e alto valor nutricional, pastagem
limpa, abrigada de predadores e longe de cursos d’agua.

2. Um més antes da paricao deve ser realizada a remogao da la das
fémeas da regidao perivulvar e tbere. Este procedimento, deno-
minado cascarreio, tem por finalidade favorecer o acesso dos re-
cém-nascidos as tetas, reduzir a incidéncia de miiases na regiao
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da vulva ¢ ladilitar a higiene da ovelha apos a parigao. A remogao
da 13 ao redor dos olhos, o desolhe, melhora o contato da ovelha
com o cordeiro. Em determinadas ragas lanadas os animais po-
dem ficar com os olhos vedados ¢ a visao comprometida.

3. No ultimo mdés de gestacao, as I¢meas devem ser vacinadas
contra enterotoxemia, possibilitando a imunidade passiva aos
cordeiros. Evitar uso de sarnicidas ¢ manejos nas horas mais
quentes do dia.

4. O controle da carga parasitaria deve ser eletuado durante toda
a gestacao, pois na fase final da mesma ¢ na lactagao ocorrem
as maiores infestacoes, ja que nesse periodo baixa a imunidade
das ovelhas.

5. Sugere-se vacinar as [emeas no periodo de 30 a 45 dias antes da
pari¢io como forma de prevenir a queda na produgao de leite e
a debilidade corporal.

6. Sugere-se ndo provocar mudangas bruscas de dieta no peripar-
to, mantendo-se o balanco cation-anion da dieta. Alimentagao
rica em cations (principalmente sodio ¢ potassio) pode causar
hipocalcemia ou lebre do leite. O aumento na concentragao
de graos ou de forragem picada em particulas muito reduzidas
tamb¢ém pode causar acidose ruminal (acamulo de acidos gra-
x0s volateis no rimen), que provoca baixa do pH (<6).

Parto
DR VR -

O feto representa o papel-chave no inicio do parto. Os partos sao
distribuidos ao longo do dia. O comportamento da ovelha depen-
de muito da facilidade de paricao. Contudo, a inquietagao inicial ¢
substituida por periodos em que a mesma permanece deitada devido
as dores abdominais. Nao se deve interferir no parto sem necessida-
de ¢ nem por algum tempo depois. Vigorosas lambidas ¢ a ingestao
de membranas fetais aderentes ao neonato comegam imediatamen-
te apos o nascimento. Os fluidos fetais parecem desempenhar um
papel critico para atrair a ovelha para seu cordeiro. A maioria dos
cordeiros fica em pé dentro de 15 minutos apos o nascimento. Den-
tro de uma ou duas horas, a maior parte das ovelhas permite que
o cordeiro dirija-se para o tbere. O “periodo critico” de uniao da
ovelha ao cordeiro ¢ curto. Se o cordeiro for removido logo apos o
nascimento, ele serd rejeitado pela mae quando apresentado a ela 6
a 12 horas mais tarde (HAFEZ, E.; HAFEZ, B., 2004).
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Os animais devem ser submetidos a um mancjo sanitario especia-
lizado para a espécie ovina. Isso significa um conjunto de medidas
cuja finalidade ¢ proporcionar otimas condi¢oes de saude aos mes-
mos. Com o cmprego de procedimentos que compoeim o mancjo
sanitario, objetiva-se cvitar, climinar ou reduzir ao maximo a inci-
déncia de doencas no rebanho, para que ocorra a potencializacao da
resposta do melhoramento genético.

Os principais problemas que podem ser identificados sao decorren-
tes de estresse, causados principalmente pelo transporte, instalagoes
nao adequadas, latores climaticos, como a baixa ¢ a alta temperatura,
chuva ¢ ventos lortes, a superlotacao animal ¢ a falta de higiene cor-
reta nas baias ¢ nos galpoes. Deve ser estabelecido um cronograma
de praticas sanitarias de acordo com a idade dos animais ¢ suas ne-
cessidades, as peculiaridades das diferentes regioes, ¢ até mesmo das
propriedades, segundo a possibilidade de ocorréncia de determinadas
doencgas. As enfermidades causadas pela infestagao de helmintos gas-
trointestinais estao associadas aos seguintes latores que contribuem
para aumentar a sua populacao no organismo do animal: idade; es-
tado nutricional, que interfere no grau de defesa imunologica do
organismo; ordem do parto; estado fisiologico; raca; espécies de ne-
matodeos; manejo dos animais; ¢poca de nascimento ¢ de desmame;
superpopulagao; e introdugao de animais novos no rebanho.

Medidas gerais de manejo sanitario que devem ser adotadas:

1. Evitar a superlotacao, pois o excesso de animais proporcio-
na privacao de alimento, brigas ¢ predispoe a transmissao de
doencas.

2. Evilar o uso de produtos toéxicos nas habitag¢oes dos animais.

3. O controle de insetos e roedores deve ser feito com produtos
seguros e nas dosagens tecnicamente recomendadas.

4.  Manter os equipamentos, recipientes para comida e agua
sempre limpos e desinfetados.

5. Eletuar a limpeza ¢ higienizacao das instalagoes mediante a
varredura diaria de todos os tipos de residuos. Recomenda-se
a desinfecgao total das instalagoes a cada seis meses mediante
0 uso de desinfetantes proprios para esta finalidade por as-
persao ou vassoura de fogo.

6. Observar diariamente o estado de saude dos animais, ava-
liando-se o comportamento, o estado geral, o olhar, a quali-
dade da pele, a consisténcia das fezes, a presenca de secrecao
nasal, ferimentos e fraturas.
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O diagnostico de gestagao por ultrassonogralia ¢m ovinos consiste
cm importante tecnologia de aprimoramento do manejo reprodu-
livo ¢ racionalizacao da produtividade do rebanho em estagoes se-
xuais com monta natural controlada ¢ programas de inseminagao
artificial. Em trabalhos de transterencia de embrioes as [emeas re-
ceptoras de embrioes oriundos de pais biologicos de alto valor ge-
netico, submetidas a este procedimento precocemente, podem ser
comercializadas com gestacao confirmada.

Ele permite o monitoramento do crescimento do concepto no
utero, possibilita a separacao de receptoras vazias ¢ intensilicagao
do mancjo geral compativel das gestantes (CHALHOUB; RIBEIRO
FILHO, 2002). A ultrassonografia para deteccao fetal pode ser trans-
retal, transcutancea abdominal ¢ transvaginal. Entretanto, a manipu-
lacdo do transdutor por via transretal dispensa o uso de transdutor
especial, podendo ser atilizado o transdutor linear com [requéncia
centre 6.0 ¢ 8.0 MHz apresentando imagens nitidas do campo uteri-
no (DOMINGUES; TREIN, 1995).

A ultrassonografia transretal proporciona uma precocidade no
diagnostico através da visualizacao de estruturas entre 20 ¢ 30 dias
de gestagao, quando identifica-se a vesicula embrionaria que ¢ ca-
racterizada por uma area anecoica bem delimitada ¢ observada logo
a Irente da bexiga (BICUDO, 2003). Entretanto, para o diagnostico
conclusivo, os batimentos cardiacos devem ser constatados, porque
c¢m ovelhas a visualizacao do {luido intrauterino durante a fase foli-
cular ¢ o estro podem se confundir com a vesicula embrionaria nas
trés primeiras semanas (CHALHOUB, 2000). Nestas fémeas, aos 15
dias de gestacao, ¢ possivel identificar a expansao da vesicula embrio-
naria no corno uterino ipsi-lateral ao ovario contendo o corpo liteo.
No entanto, entre os 17 ¢ 20 dias, a vesicula expande-se para o corno
uterino contra-lateral (BUCKRELL et al., 1986;: BUCKRELL, 1988).

As principais imagens por ultrassonografia de tempo real que ca-
racterizam a fase inicial da gestagao sao a presenca de liquido in-
trauterino, visualizacao da vesicula embrionaria, deteccao de pelo
menos um embridao, visualizacao dos batimentos cardiacos fetais,
identiflicagcao da membrana amniotica, visualizacao da cabeca e
tronco, identificagcao do botao germinativo dos membros, movimen-
to embrionario/fetal, delimitacao do cordao umbilical e visualizacao
do globo ocular (SANTOS et al., 2004).

Utilizando-se o transdutor linear de 7,5 MHz por via transretal, ¢é
possivel detectar a presenca de liquido extra-embrionario a partir do
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decimo quinto dia da cobertura, o qual se apresenta anccogenico,
semelhante a urina, com lorma de imagens alongadas ou circulares,
cranial a bexiga. A vesicula embrionaria pode ser observada entre o
177 ¢ o 197 dia depois da cobertura, mas ¢ dilicil distinguir se ¢ Huido
intrauterino ou alongamento do troloblasto. Desta lorma, recomen-
da-se que o exame seja feito entre 32 a 34 dias de gestagao por possi-
bilitar acuracia em torno de 95% a 100% (Figura 13-1) (AZEVEDO
et al., 2001; OLIVEIRA ¢t al., 2004; SANTOS et al., 2004).

3-1. Imagens de gestacao identificada com transdutor linear. Feto ovino com
|dade entre 35 a 40 dias. Fonte: Gonzalez (2009).
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A determinacao do sexo fetal atraves da ultrassonografia fun-
damenta-se na localizagao ¢ dilerenciagao da genitalia externa. A
estrutura do feto que possibilita este diagnostico pelo ultrassom ¢
denominada de tubcerculo genital (TG). Aos 25 dias de gestacao,
cmbrioes ovinos apresentam uma discreta elevacao entre os brotos
dos membros posteriores, indicando a formagao do TG. Entre os 28
¢ 0s 30, 0 TG esta mais proeminente ¢ aos 34 ¢ possivel identificar
o sexo do embriao. Com o desenvolvimento do corpo do embriao
¢ a migracao do TG e¢m direcao ao umbigo nos machos ¢ a cauda
nas Iemeas, tem-se, respectivamente, a diferenciagao deste orgao
cm penis ¢ clitoris. A partir deste periodo, a distancia entre o anus
¢ o TG, sera maior no macho do que na fémea. A sexagem ultras-
sonografica ¢ possivel a partir dos 40 dias, tendo o TG como para-
metro. Entretanto, o recomendavel ¢ entre 50 ¢ 58 dias de idade
do concepto. Esta atividade conduzida corretamente ¢ de grande
importancia para a producao animal por permitir o planejamento
comercial da propriedade e, principalmente, a sexagem de embrioes
de alta selecao genctica (CURRAN et al., 1989; COUGHBROUGH ;
CASTELL, 1998; REINCHENBACH et al., 2004, ANDRADE et al.,
2004; SANTOS et al., 2000).
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