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Resumo - O objetivo foi avaliar a o efeito da adicdo de plasma seminal (PS) ao
sémen ovino descongelado sobre a taxa de prenhez de ovelhas inseminadas em
tempo fixo (IATF) pela via cervical superficial. Foram inseminadas (lA) 136
ovelhas multiparas, divididas em trés tratamentos: T1: IA com sémen
descongelado acrescido de PBS (SD+PBS); T2: IA com SD acrescido de plasma
seminal (SD+0S); T3) IA com sémen fresco diluido em PBS (SFD+PBS). No dia
0, cada ovelha recebeu um pessario vaginal impregnado com de 60 mg de acetato
de medroxiprogesterona (MAP). No dia 12, os pessarios foram removidos e cada
ovelha recebeu (IM) 400 Ul de gonadotrofina coriénica eqliina (eCG) e 37,5 ug de
Cloprostenol Sadico . A IATF foi realizada entre 54 a 60 horas ap6és a retirada dos
pessarios. Nao houve diferenga (p>0,05) na taxa de prenhez entre as ovelhas
inseminadas com sémen descongelado acrescido ou ndo com plasma seminal
(7,0% versus 4,3%, respectivamente). As ovelhas inseminadas com SFD+PBS
apresentaram maior (p<0,05) taxa de prenhez (50,0 %) em comparagao aquelas
inseminadas com SD+PS (7,0%) e SD+PBS (4,3%).. A adigédo de plasma seminal
ovino ao sémen descongelado ndo incrementa a taxa de prenhez de ovelhas
inseminadas pela via cervical superficial.
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INFLUENCE OF SEMINAL PLASMA ADDITION ON THAWED-FROZEN
RAM SEMEN IN ARTIFICIAL INSEMINATION OF EWES IN THE
BEGINNING OF CERVICAL

Abstract - The aim was to evaluate the effect of seminal plasma (SP) addition on
thawed-frozen ram semen in the pregnancy rate of fixed time cervically
inseminated (FTAI) ewes. One hundred and thirty six multiparous ewes were
artificially inseminated (Al), divided into three treatments: T1: Al with frozen-thawed
semen supplemented with PBS (FT+PBS), T2: IA with frozen-thawed semen
supplemented with SP(FT+SP), T3) Al with fresh semen diluted in PBS (FS+PBS) .
On day 0, each ewe received a vaginal pessary containing 60 mg of
medroxiprogesterone acetate (MPA). On day 12, pessaries were removed and
each ewe received (IM) 400 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) and 37.5
Mg of sodium cloprostenol. The FTAI were performed among 54 and 60 hours after
pessaries removal. There was no difference (p>0.05) in the pregnancy rate
between ewes inseminated with frozen-thawed semen supplemented or not to
SP(7.0% versus 4.3%, respectively). Ewes inseminated with FS+PBS (T3) resulted
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in higher (p<0.05) pregnancy rate (50.0%) compared those inseminated with
FT+SP (T1; 7.0%) and FT+PBS (T2; 4.3%). The addition of ram seminal plasma to
frozen-thawed semen does not increase the pregnancy rate of ewes inseminated in

the beginning of cervical.

KeyWord: cervical insemination, ovine

INTRODUGAO

A inseminacgao artificial (IA) com sémen congelado é
uma biotecnologia reprodutiva que vem sendo
aplicada em rebanhos comerciais e de elite de
ovinos, objetivando melhoria genética dos animais,
sem a necessidade de transporte dos animais, além
de permitir que programas de cruzamento possam
ser desenvolvidos, utilizando ragcas de ovelhas que
nao sao adaptadas ao clima dos trépicos. No
entanto, o resultado de prenhez de ovelhas
inseminadas com sémen congelado pela via cervical
superficial geralmente é baixo . Alguns fatores sado
descritos como limitadores, dentre eles a anatomia
do colo do utero (cérvix) da ovelha. Esta estrutura
longa é descrita como um o6rgéo fibroso tubular,
composto predominantemente por tecido conjuntivo,
tortuoso por apresentar de 4 a 7 anéis cervicais e
freqientemente  desalinhados, dificultando a
introducdo de pipetas de inseminagao 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 descrito
como outro fator limitante da técnica em rebanhos
comerciais.

O uso de IA com sémen fresco ou refrigerado
quando comparado com sémen congelado,
apresenta maiores chances de popularizagao, por
requerer técnicas menos sofisticadas de deposigao
do sémen no genital feminino (Bicudo et al., 2005).
Outra consideracado importante é que o sémen
descongelado via cervical ndo tem proporcionado
resultados satisfatérios de prenhez, em virtude de
falhas no transporte ou alteragdes bioquimicas e
moleculares das células submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento, ou ainda na
sobrevivéncia dos espermatozdides (Evans &
Maxwell, 1990). A baixa fertilidade com sémen
descongelado na |A cervical se da principalmente
pelo aumento do nimero de células capacitadas e
acrossoma reagido, resultantes do processo de
diluicdo, congelacdo e descongelacdo (Salamon &
Maxwell, 2000).

Com o propdsito de melhorar a viabilidade do
sémen congelado para posterior utilizagdo em
inseminagdes pela via cervical, pesquisas tém
sugerido a adicdo de plasma seminal apdés o
descongelamento. Segundo Kirkwood et al. (2008),
quando o plasma seminal é adicionado ao sémen

descongelado, este interfere na fisiologia do
espermatozoide, impedindo a capacitagao precoce
e aumentando sua vida fértil, além de resultar em
maior reservatério de espermatozéides dentro do
oviduto, alcangando assim o tempo de ovulacao e
tornando-os capazes de associar-se as células
epiteliais do oviduto, para proporcionar maiores taxa
de fertilidade. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da adicao de plasma seminal ao sémen ovino
descongelado sobre a taxa de prenhez de ovelhas
inseminadas em tempo fixo pela via cervical
superficial.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma propriedade
privada de produgdo de ovinos, na regido de
Londrina-PR, entre abril e maio de 2011. Foram
utilizadas 136 ovelhas multiparas cruza Texel, com
escore de condigédo corporal médio de 2,5 (1 a 5), e
mantidas em pastagem de Aruana, sal mineral e
agua, comprovadamente vazias por exame de
ultrassonografia transretal. Foram aplicados os
seguintes tratamentos: T1) inseminagéo artificial
cervical (IAC) com sémen descongelado (SD) e
adicdo de solugdo tampédo fosfato salino (PBS)
(IAC/SD+PBS; n=49); T2) IAC com SD e adigdo de
plasma seminal ovino (IAC/SD+PS; n=43); T3)
grupo controle: IAC com sémen fresco diluido (SFD)
em PBS (IAC/SFD; n=44). Para a sincroniza¢do de
cios, utilizou-se o protocolo hormonal com aplicagao
de pessarios intravaginais impregnados com de 60
mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) e
mantidas por 12 dias. Na remogdo dos pessarios,
aplicou-se (IM) 400 Ul de Gonadotrofina Coridnica
Equina (eCG; Novormon®) e 37,5 ug de
Cloprostenol Sdédico (Sincrocio®). A manifestagao
de cio foi monitorada com a utilizagcdo de dois
rufibes vasectomizados, a partir da retirada das
esponjas até o momento da inseminacao artificial
em tempo fixo (IATF), realizada entre 54 a 60 horas
apos a retirada dos pessarios . O sémen utilizado
nos trés tratamentos foi obtido de um mesmo
carneiro da raga Texel com fertilidade comprovada
por avaliagdo androldégica e colhido por meio de
vagina artificial. Para congelagéo o sémen foi diluido
(1:2; sémen:diluente — Bovimix®, Nutricell) e
envasado em palhetas de 0,25 mL com
concentracdo de 240 x 106 e congelados
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automaticamente na maquina TK3000 SUPER®
utilizando o protocolo (P3.S2) descrito pelo
fabricante, e posteriormente armazenados em
botijao de sémen contendo nitrogénio liquido até o
dia da IATF. O plasma seminal ovino foi coletado de
trés rufidbes vasectomizados, por meio de vagina
artificial, centrifugado a 1500 g por 10 minutos,
colhido o sobrenadante e estocado a -20°C até a
adicdo ao sémen descongelado no momento da
inseminacao cervical. Na data da inseminagédo as
palhetas eram descongeladas individualmente pela
imersdao em agua a 37°C por 30 segundos, e 0
conteudo liberado no interior de um tubo de ensaio
(mantido no banho-maria a 37°C) contendo igual
volume (0,25 ml) de PBS ou plasma seminal,
conforme o tratamento. Apés homogeneizacao, o
volume total de 0,5 ml (sémen descongelado + PBS
ou plasma seminal) foi nhovamente acondicionado
em duas palhetas de 0,25 ml, sendo as duas
utilizadas para inseminar cada ovelha dos
tratamentos T1 e T2. Para as ovelhas inseminadas
via cervical superficial com sémen fresco diluido
(grupo controle — T3), o sémen foi colhido com
vagina artificial, diluido na proporgédo de 1:2
(sémen:PBS) e colocado em tubo de ensaio
mantido em banho-maria a 37°C com igual volume
de PBS (diluicao final 1:4; sémen:PBS). No
momento da inseminagdo eram envasadas duas
palhetas de 0,25 ml, e as duas (0,5 ml) destinadas
ao tratamento T3. A inseminacéo artificial cervical foi
realizada utilizando o aplicador de sémen de
ovinos/caprinos da IMV®, com as ovelhas contidas
e inclinadas com o posterior sobre um cavalete de
madeira. Apds higiene da vulva, com auxilio de
especulo vaginal e lanterna, visualizava-se a cérvix,
posicionava-se o aplicador na entrada do canal
cervical e administrava-se o conteudo total de duas
palhetas inseminantes. Decorridos 30 dias apds a
inseminacdo, foi realizado o diagnostico de
gestagdo por ultra-sonografia transretal (Mindray,
dotado de transdutor linear de 5 MHz), para
determinacdo da taxa de prenhez. A analise
estatistica dos dados foi realizada por regressao
linear dicotdbmica (p<0,05), utilizando o pacote
estatistico R verséo 2.10.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de plasma seminal ao sémen
descongelado (Tabela 1) n&o proporcionou
diferenca significativa (p>0,05) na taxa de prenhez
de ovelhas inseminadas via cervical superficial,
quando comparado ao tratamento que nao recebeu
plasma. Com este resultado confirma-se a
inviabilidade de utilizagdo de sémen descongelado
pela via cervical superficial, em virtude da baixa taxa
de fertilidade das ovelhas, como encontrado por
outros autores (Salamon & Maxwell, 2000), mesmo
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quando da adigédo de plasma seminal.

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

Tipo de semén N total Prenhez (n) Prenhez (%) p-valor
SD+PBS 49 2 4,3b
SD+PS 43 3 7,0b p<0,001
SF+PBS 44 22 50,0a

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem ao nivel de
(p<0,05) a 5%.

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 relagdo a concentracdo espermatica,
proporcionando maior refluxo seminal no momento
da inseminacdo e diminuindo a quantidade de
espermatozoides depositados no primeiro anel
cervical. O congelamento de doses inseminantes
com concentragbes maiores de espermatozoides
poderiam contribuir para melhoria dos resultados de
prenhez, além de diminuir esta problematica.

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

A taxa de prenhez das ovelhas inseminadas via
cervical superficial com sémen fresco diluido foi
superior (p<0,05) aos demais tratamentos com a
mesma técnica, confirmando a indicacdo deste tipo
de sémen, quando a inseminacao for cervical.

CONCLUSOES

A adicdo de plasma seminal ao sémen ovino
descongelado ndo incrementa a taxa de prenhez de
ovelhas inseminadas pela via cervical superficial.
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