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RESUMO

Avaliou-se o efeito da adicdo de plasma seminal ovino ao sémen descongelado sobre a taxa de prenhez de
ovelhas em rebanho comercial. Cento e setenta e quatro ovelhas cruza Texel foram distribuidas em quatro
tratamentos: T1) inseminacdo artificial cervical (IAC) com sémen descongelado (SD) diluido em solucéo
tampao fosfato salino (PBS); T2) IAC com SD e adicdo de plasma seminal ovino; T3) grupo-controle I:
IAC com sémen fresco diluido em PBS; T4) grupo-controle 1I: inseminacdo artificial por laparoscopia
com SD diluido em PBS. Para inducdo de cio, utilizaram-se esponjas impregnadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP) por 12 dias, com aplicacéo intramuscular de 400 Ul de eCG (Novormon®) e
de 37,5ug de cloprostenol sddico (Sincrocio®), no dia da retirada das esponjas. O aparecimento de cio foi
monitorado com rufides vasectomizados a partir da retirada das esponjas até a inseminacdo artificial em
tempo fixo - 54 a 60 horas. A taxa de prenhez do tratamento com adicdo de plasma seminal ao sémen
descongelado (7,0%) néo diferiu (P>0,05) do tratamento sem adicdo de plasma (4,3%), entretanto foi
menor (P<0,05) se comparada a taxa de prenhez dos grupos-controle | inseminagdo via cervical
superficial com sémen fresco diluido (50,0%) e Il inseminac&o via laparoscopia com sémen descongelado
(39,4%). A inseminacdo artificial por via cervical superficial com adicdo de plasma seminal ao sémen
descongelado ndo elevou o percentual de prenhez em valores que justifiguem a indicacdo desta
biotecnologia em rebanhos comerciais de ovinos.
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ABSTRACT

The effect of seminal plasma addition to thawed-frozen ram semen on the pregnancy rate of commercial
herd ewes was evaluated. One hundred and seventy-four crossbred Texel sheep were allocated to four
treatments: T1) cervical artificial insemination (CAIl) using frozen-thawed semen (FTS) diluted in
phosphate buffered saline solution (PBS); T2) CAIl using FTS diluted in ovine seminal plasma; T3)
control group I: CAl using fresh semen diluted in PBS; T4) control group II: laparoscopic insemination
using FTS diluted in PBS. Estrus induction was performed with medroxiprogesterone acetate (MAP)
impregnated sponges for 12 days, followed by intramuscular injection of 400 IU of eCG (Novormon®)
and 37.5ug of sodium cloprostenol (Sincrocio®) on the day of sponge removal. Estrus was monitorated
with vasectomized rams, beginning at the time of the sponge removal until the fixed time artificial
insemination - 54 to 60 hours. The pregnancy rate of FTS diluted in seminal plasma treatment (7.0%) did
not differ (P>0.05) for the treatment without addition of seminal plasma (4.3%), however it was lower
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(P<0.05) when compared to the pregnancy rate of the cervical inseminated control | group with PBS

diluted fresh semen (50.0%) and laparoscopic

inseminated control group Il with PBS diluted FTS

(39.4%). The cervical artificial insemination with the addition of seminal plasma to frozen-thawed semen
did not increase the pregnancy rate at acceptable values to make this biotechnology useful on commercial

herds.

Keywords: ewe, cervical insemination, laparoscopy

INTRODUCAO

A inseminacdo artificial (IA) com sémen
congelado é uma biotecnologia reprodutiva que
vem sendo aplicada em rebanhos comerciais e de
elite de ovinos.. Esta pode fornecer troca de
material genético e aumento da base genética da
populacdo de ovinos locais dentro de uma raca,
sem a necessidade de transporte dos animais,
além de permitir que programas de cruzamento
possam ser desenvolvidos, utilizando-se racas de
ovelhas que ndo sdo adaptadas ao clima dos
tropicos (Godfrey et al., 1999). No entanto, as
taxas de concepgdo de ovelhas submetidas a esse
procedimento sdo consideradas baixas. Alguns
fatores séo descritos como limitadores, entre eles
a anatomia do colo do atero (cérvix) da ovelha.
Esta estrutura longa € descrita como um 6rgéo
fibroso tubular, composto predominantemente
por tecido conjuntivo, tortuoso, por apresentar de
quatro a sete anéis cervicais e frequentemente
desalinhados, dificultando a introducdo de
pipetas de inseminacédo pela via cervical além do
primeiro anel (Kershaw et al., 2005). A baixa
resisténcia do sémen de carneiro ao
congelamento (Rabassa et al., 2007) é descrita
como outro fator limitante da técnica em
rebanhos comerciais.

A técnica de laparoscopia tem sido usada para 1A
intrauterina em rebanhos comerciais de ovinos,
entretanto ndo possui ampla adocdo pelas
preocupacBes relacionadas ao bem-estar dos
animais, pelas restricbes financeiras e pela
inacessibilidade aos técnicos ndo qualificados
(Kershaw et al., 2005).

O uso de IA com sémen fresco ou refrigerado,
qguando estes sdo comparados com sémen
congelado, apresenta maiores chances de
popularizacdo por  requerer técnicas menos
sofisticadas de deposicdio do sémen no
genital feminino (Bicudo et al., 2005).
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Outra consideracdo importante €é que o
sémen  descongelado via  cervical ndo
tem proporcionado resultados satisfatérios de
prenhez, em virtude de falhas no transporte ou
alteracBes bioquimicas e moleculares das células
submetidas ao processo de congelamento e
descongelamento, ou, ainda, pela falta de
sobrevivéncia dos espermatozoides (Evans e
Maxwell, 1990). A baixa fertilidade com
sémen descongelado na IA cervical se da
principalmente pelo aumento do nudmero de
células capacitadas e acrossoma reagido,
resultantes dos processos de diluicdo (Maxwell e
Johnson, 1999), congelacdo e descongelagéo
(Salamon e Maxwell, 2000).

Com propdsito de melhorar a viabilidade do
sémen congelado para posterior utilizacdo em
inseminacGes via cervical, pesquisas tém
sugerido a adicdo de plasma seminal apos o
descongelamento. O plasma seminal é uma
secrecdo que fornece prote¢do e transporte aos
espermatozoides, sendo proveniente de varias
fontes, principalmente das glandulas acessorias
do macho. E composto de &cido ascorbico,
aminoacidos, peptideos, proteinas, lipideos,
acidos graxos e enzimas (Garner e Hafez,
2004). Segundo Kirkwood et al. (2008), quando
0 plasma seminal é adicionado ao sémen
criopreservado, este interfere na fisiologia
do espermatozoide, impedindo a capacitacdo
precoce e aumentando sua vida fértil,
além de resultar em maior reservatorio de
espermatozoides dentro do oviduto, alcangando,
assim, o tempo de ovulagdo e tornando-os
capazes de associarem-se as células epiteliais do
oviduto para proporcionar maiores taxas de
fertilidade. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da adicdo de plasma seminal ao sémen
ovino descongelado sobre a taxa de prenhez de
ovelhas inseminadas em tempo fixo pela via
cervical superficial.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em propriedade
privada de producdo de ovinos, na regido de
Londrina-PR, entre abril e maio de 2011. Foram
utilizadas 174 ovelhas multiparas cruza Texel,
com média de escore de condicdo corporal de 2,5
— escala de 1 a 5 —, mantidas em pastagem de
aruana, com acesso a sal mineral e agua a
vontade. Previamente ao inicio do experimento,
as ovelhas foram submetidas ao exame de
ultrassonografia com transdutor linear de
5MHz para confirmacgdo de auséncia de prenhez
e distribuidas aleatoriamente em quatro
tratamentos: T1) inseminagdo artificial cervical
(IAC) com sémen descongelado (SD) e adi¢do
de solugdo tampdo fosfato salino (PBS)
(IAC/SD+PBS; n=49); T2) IAC com SD e
adicdo de plasma seminal ovino (IAC/SD+PS;
n=43); T3) grupo-controle I: IAC com sémen
fresco diluido (SFD) em PBS (IAC/SFD; n=44);
T4) grupo-controle 1l: inseminacéo artificial por
laparoscopia (IAL) com SD e adicdo de PBS
(IAL/SD+PBS; n=38).

Para a inducdo de cio, utilizou-se o seguinte
protocolo hormonal: no dia zero (DO) foram
aplicadas esponjas intravaginais impregnadas
com 60mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP) e mantidas por 12 dias (D12). Apos
a remocdo das esponjas (D12), foram
administradas injecdes intramusculares de 400Ul
de gonadotrofina coribnica equina (eCG;
Novormon®) e 37,5ug de cloprostenol sédico
(Sincrocio®). A manifestagdo de cio das ovelhas
foi monitorada duas vezes ao dia (oito e 18
horas), a partir da remocdo das esponjas até o
momento da inseminacgdo artificial em tempo
fixo (IATF), com a utilizacdo de dois rufides
vasectomizados que tinham o peito pintado com
tinta especifica para marcar o posterior das
ovelhas em cio, quando montadas. A IATF foi
realizada entre 54 a 60 horas apds a retirada das
esponjas.

O sémen utilizado em todos o0s quatro
tratamentos foi obtido de um mesmo carneiro
da raca Texel com fertilidade comprovada
por avaliagdo androlégica — turbilhonamento = 4;
motilidade progressiva >70%; vigor = 4 e
contagem total de células espermaticas de 2,0 a
2,5x10%/mL em camara de Neubauer —, a partir
da coleta com vagina artificial. Para congelacéo,
foi empregada a metodologia descrita por Anel e
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De Paz (2003), com sémen diluido (1:2;
sémen:diluente — Bovimix®, Nutricell), envasado
em palhetas de 0,25mL com concentragdo de
240x10° e congelado automaticamente na
maquina TK3000 SUPER®, utilizando-se o
protocolo (P3.S2) descrito pelo fabricante.
Posteriormente, foi armazenado em botijdo de
sémen contendo nitrogénio liquido até o dia da
IATF.

O plasma seminal ovino coletado de trés rufides
vasectomizados, por meio de vagina artificial, foi
centrifugado a 15009 por 10 minutos e colheu-se
0 sobrenadante que foi estocado a -20°C até a
adicdo deste ao sémen descongelado no
momento da inseminacdo cervical. Na data da
inseminacdo as palhetas foram descongeladas
individualmente pela imersdo em éagua a 37°C
por 30 segundos, e o contetdo liberado no
interior de um tubo de ensaio mantido em banho-
maria a 37°C, contendo igual volume (0,25mL)
de PBS ou plasma seminal, conforme o
tratamento. Ap6s homogeneizagdo, 0 volume
total de 0,5mL — sémen descongelado + PBS ou
plasma seminal — foi novamente acondicionado
em duas palhetas de 0,25mL, sendo as duas
utilizadas para inseminar cada uma das ovelhas
dos tratamentos T1, T2 e T4.

Para as ovelhas inseminadas via cervical
superficial com sémen fresco diluido, o sémen
foi coletado por vagina artificial, diluido na
propor¢do de 1:2 (sémen:PBS) e colocado em
tubo de ensaio mantido em banho-maria a 37°C
com igual volume de PBS. No momento da
inseminacdo, eram envasadas duas palhetas de
0,25mL, e as duas (0,5mL) destinadas ao
tratamento T3. Todos os tratamentos receberam
volume inseminante total de 05mL. A
inseminacdo artificial cervical foi realizada
utilizando-se o aplicador de sémen de
ovinos/caprinos da IMV®. As ovelhas foram
contidas e inclinadas com o posterior sobre
cavalete de madeira. Apds higiene da vulva,
com auxilio de espéculo vaginal e lanterna,
visualizava-se a cérvix. Posicionou-se 0
aplicador na entrada da cérvix e administrou-se o
conteudo total de duas palhetas inseminantes.

A inseminacdo por laparoscopia foi realizada
com as ovelhas contidas em maca, em decibito
dorsal, com angulacdo de 45° em relagdo ao solo.
Procedeu-se & anestesia local na regido ventral
com lidocaina a 2%, em dois pontos localizados

15



Prado et al.

caudalmente ao umbigo e lateralmente a linha
média. O laparoscopio foi introduzido no
abdémen empregando-se dois trocateres de
5,5mm em pontos anestesiados. Com um dos
trocateres foi feita a insuflagdo da cavidade
abdominal com ar comprimido e penetragdo do
laparoscdpio, e, com o outro, introduziram-se um
manipulador, para auxiliar a localiza¢do do Utero,
e uma pipeta inseminante recoberta com bainha
(Aspic®), com extremidade perfurante, para
permitir sua introducdo no Iumen uterino e
deposicdo de uma dose de sémen (0,25mL) em
cada corno uterino. Decorridos 30 dias apos a
inseminacdo, foi realizado o diagndstico de
gestacdo por ultrassonografia transretal (Aloka
Prosound 2®, Formedical, dotado de transdutor
linear de 5MHz), para determinacéo da taxa de
prenhez. A andlise estatistica dos dados foi
realizada por regressdo linear dicotdmica
(P<0,05), utilizando-se o pacote estatistico R
(The R Foundation..., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) no
percentual de ovelhas identificadas em cio pelos
rufides até o0 momento da IATF (59,2%, n=103),
em relacdo as que ndao foram marcadas (40,8%,
n=71), sobre a taxa de prenhez do rebanho. A
reduzida quantidade de rufides — dois animais —
utilizada neste experimento fez com que a
relacdo rufido:ovelha (1:87) estivesse acima da
proporgdo comumente usada em pesquisas,
sugerindo que os rufibes ndo foram capazes de
identificar todas as ovelhas que apresentaram

cio, pois 15 ovelhas (8,7%) estavam prenhes, no
exame de ultrassonografia realizado 30 dias ap6s
a inseminacgdo. Neste estudo, a taxa de prenhez
média dos quatro tratamentos foi de 24,1%.

A adicdo de plasma seminal ao sémen
descongelado (Tab. 1) ndo resultou em diferenca
significativa (P>0,05) na taxa de prenhez de
ovelhas inseminadas via cervical superficial,
quando este tratamento foi comparado ao que
ndo recebeu plasma. O volume inseminante total
(0,5mL) pode ter influenciado negativamente a
taxa de prenhez dos tratamentos com sémen
descongelado pela via cervical superficial, por
aumentar o volume liquido em relacdo a
concentragdo espermatica, 0 que proporcionou
maior refluxo seminal no momento da
inseminacéo, e por diminuir a quantidade de
espermatozoides depositados no primeiro anel
cervical. Doses inseminantes com concentragdes
mais elevadas de espermatozoides no momento
da congelacdo resolveriam este problema,
quando se tem o objetivo de realizar a
inseminacdo cervical superficial com sémen
descongelado adicionado de plasma seminal ou
qualquer outra substdncia para melhorar a
viabilidade do sémen congelado.

Para estudos futuros, sugere-se avaliar a taxa de
prenhez de ovelhas inseminadas com sémen
descongelado com adicdo de plasma seminal em
porcdes mais profundas da cérvix. Isso poderia
aumentar a viabilidade da técnica utilizando-a
com sémen descongelado.

Tabela 1. Percentual de prenhez de ovelhas inseminadas em tempo fixo (IATF) pela via cervical,
utilizando sémen descongelado (SD), sémen descongelado com adicdo de plasma seminal (SD+PS) e

sémen fresco diluido (SFD)

Tipos de sémen N Total Prenhez (n) Prenhez (%) P-valor
SD 49 2 4,3b

SD+PS 43 3 7,0b P<0,001
SFD 44 22 50,0a

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

A taxa de prenhez das ovelhas inseminadas via
cervical superficial com sémen fresco diluido foi
maior (P<0,05) que as outras dos demais
tratamentos com a mesma técnica. Este resultado
era esperado, uma vez que a motilidade e o vigor
do sémen fresco, mesmo que diluido, sdo
melhores que os do sémen descongelado.
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Na Tab. 2, verifica-se que a técnica de
inseminacdo cervical superficial resultou em
taxa de prenhez (4,3%) menor (P<0,05) que
a técnica intrauterina por laparoscopia (39,4%)
utilizando sémen descongelado, no volume total
inseminante de 0,5mL (0,25mL/corno uterino).
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Tabela 2. Percentual de prenhez de ovelhas inseminadas em tempo fixo (IATF), pelas técnicas de
laparoscopia e cervical, utilizando sémen descongelado

Técnica de IATF N Total Prenhez (n) Prenhez (%) P-valor
Laparoscopia 38 15 39,42
Cervical 49 2 4,30 P<0,001

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

Quando o efeito dos tipos de sémen na
inseminacéo via cervical superficial foi isolado e
comparado ao efeito da inseminagdo via

laparoscopia com sémen descongelado (Tab. 3),
a laparoscopia diferiu (P<0,05) da técnica
cervical e apresentou taxas de prenhez mais altas.

Tabela 3. Percentual de prenhez de ovelhas inseminadas em tempo fixo (IATF) pelas técnicas de

laparoscopia e cervical

Técnica de IATF N Total Prenhez (n) Prenhez (%) P-valor
Laparoscopia 38 15 39,42
Cervical 136 27 20,0b P<0,001

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

N&o houve diferenca (P>0,05) quando foram
comparadas as taxas de prenhez dos tratamentos
com inseminacdo artificial cervical e sémen
fresco diluido (50,0%) e inseminagdo via
laparoscopia com sémen descongelado (39,4%),
evidenciando, assim, a escolha da técnica em
funcdo do tipo de sémen utilizado.

A adicdo de plasma seminal ao sémen de ovino
descongelado quando utilizado pela via cervical
superficial ndo propiciou taxas de prenhez
satisfatérias em rebanhos comerciais de ovinos
gue possam sustentar a indicacdo dessa
metodologia para substitui-la pela técnica via
cervical superficial com sémen fresco diluido e
também pela técnica de laparoscopia com sémen
descongelado. Considera-se que estudos s&o
necessarios a fim de identificar os fatores
limitantes do uso do sémen descongelado pela
via cervical superficial, bem como os aditivos
capazes de melhorar sua viabilidade quando
utilizados na inseminagdo convencional.

Resultados de taxas de prenhez ao redor de
50,0% em rebanhos de ovinos comerciais,
quando se utiliza a IATF, sdo considerados
satisfatérios, mesmo dentro da estagdo
reprodutiva, pois, ao contrario da monta natural
com carneiro, em que as ovelhas apresentam pelo
menos trés oportunidades para serem fecundadas,
na IATF essas expressam seu potencial
reprodutivo de fecundacdo do Ovulo pelos
espermatozoides em apenas uma oportunidade.
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CONCLUSOES

A adicdo de plasma seminal ao sémen
descongelado e sua deposigdo pela via cervical
superficial, durante a inseminacdo, ndo elevou o
percentual de prenhez em valores que
justifiguem a indicacdo desta biotecnologia em
rebanhos comerciais de ovinos.
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