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RESUMO

CASALLI, R. Avaliacédo de métodos de inseminacdo, inducao / sincroniza¢do da onda folicular
em ovelhas e aditivos no congelamento de sémen ovino. 2018. 81 p. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal. Area: Producio Animal)-Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Animal, Lages, 2018.

A ovinocultura encontra-se estagnada no aspecto econémico pela inexisténcia de uma producéo
constante e padronizada de carne e leite. Uma das causas ¢é a dificuldade de execucéo da IA
transcervical, em funcéo da anatomia tortuosa da cérvix ovina, determinando que historicamente o
sémen ovino congelado esteja condicionado a inseminacdo por laparoscopia. Isto demonstra a
necessidade de se buscar alternativas que possibilitem o emprego da IA cervical. Igualmente
importante € a definicdo de um protocolo de sincronizagdo que permita concentrar a ovulacdo em
ovelhas, oportunizado o encontro dos gametas no momento mais adequado. Outro importante
quesito para possibilitar o melhoramento genético dos ovinos, preconiza o aumento da eficiéncia
da criopreservacdo do sémen. Buscando superar estes obstaculos, quatro estudos foram
conduzidos. O primeiro estudo comparou 0 método de inseminacdo transcervical com 0s métodos
de inseminacdo cervical superficial e inseminacdo por laparoscopica. O segundo estudo avaliou o
emprego de benzoato de estradiol (BE) no inicio de protocolo curto de sincronizagdo, utilizando
implantes de progesterona de terceiro uso. Neste estudo também foi avaliado o emprego de GnRH,
como indutor de ovulacgdo. O diagndstico de gestacdo dos estudos 1 e 2 foi realizado 30 dias ap6s
a lA, por ultrassonografia. O terceiro estudo avaliou a dinamica folicular de ovelhas submetidas ao
protocolo do estudo 2, para um melhor entendimento dos resultados observados. O estudo 4 avaliou
a qualidade do sémen ovino congelado com a adicao de trealose e da associacdo trealose + plasma
seminal equino (PSLE), ao diluente. Foram avaliadas a motilidade e vigor no decorrer do teste de
termo resisténcia (TTR), a integridade de membrana por teste hiposmético, a migracao espermatica
apos swim up, além da morfologia espermatica. Os dados obtidos foram submetidos a anéalise de
variancia e quando necessario a testes de comparacao de médias, com nivel de significancia de 5%.
Os resultados obtidos no estudo 1 demonstraram que quando o sémen foi depositado no utero,
proporcionou maior taxa de prenhez, o que foi alcangado em todas as fémeas, somente por
laparoscopia. Na inseminacdo transcervical, a taxa de prenhez foi intermediaria (42,3%), entre a
inseminacao cervical e laparoscopia (36,0% e 50,2%; P < 0,05), sendo maior nas ovelhas em que
0 sémen foi depositado a uma profundidade superior a 4 cm da cervix (60,0% versus 35,1%).
Todavia, a deposicao intrauterina foi possivel em menos de 30% das ovelhas com inseminacgdo
transcervical. O estudo 2 demonstrou maior taxa de prenhez quando foi empregado o BE no inicio
de protocolos curtos (com BE = 46,4%, sem BE = 40,4%). J4 0 emprego do GnRH como indutor
de ovulagdo, ndo trouxe beneficios na taxa de prenhez (com GnRH — 43,9% e sem GnRH — 43%).
Os dados do experimento 3 estdo sendo avaliados, porém pode-se observar que o diametro médio
do foliculo pré-ovulatério foi 8,6 mm para o grupo sem BE e sem GnRh, 7,7 mm para 0 grupo sem
BE com GnRH, 7,5 mm para o grupo com BE e sem GnRH e 7,3 mm para com BE e com GnRH.
Em 12 das 40 ovelhas, foi observado cio durante o protocolo, sendo que em 10 o cio ocorreu nas
primeiras 48 horas apos a aplicagédo do BE, indicando um provavel efeito colateral. O estudo 4
demonstrou que a trealose e a associagdo de trealose com PSLE melhora a motilidade e o vigor
(controle = 36,5%/3, trealose+plasma= 42%/3,3 e trealose = 43,5%/3,3), a integridade de
membrana (controle = 25,8%, trealose+plasma = 38,6% e trealose = 32,7%), bem como a migracao
espermatica apds swim up. Os experimentos realizados permitiram contribuir em quesitos para a



obtencdo de melhores taxas de prenhez em ovelhas. Por fim, o estudo possibilitou o avango em
alguns fatores que dificultam a difuséo das biotécnicas de reproducéo em ovinos.

Palavras-chave: Trealose. GnRH. Estradiol. Plasma seminal.



ABSTRACT

CASALI, R. Evaluation of methods of insemination, induction / synchronization of the
follicular wave in ewes and additives in the freezing of ovine semen. 2018. 81p. Doctoral Thesis
in Animal Science. Area of concentration: Animal Production — Santa Catarina State University.
Animal Science Postgraduate Program, Lages, 2018.

Sheep farming is economically stagnated by the lack of meat and milk production in a constant and
standardized way. The difficulty to perform simplified transcervical Al, determined by tortuous
cervix anatomy is one cause. This has determined that ovine frozen semen historically was
conditioned to insemination by laparoscopy. This characterizes the need to search for alternatives
that make possible the use of cervical Al. Also important is the definition of a protocol to
synchronize the ovulation in ewes, facilitating the join of the gametes at the most appropriate time.
Another important question to improve genetic advances in sheep farming is to increase the
efficiency of ram semen cryopreservation. In order to overcome these obstacles, four studies were
conducted. The first study compared the method of transcervical insemination with the superficial
cervical insemination and laparoscopy methods. The second study evaluated the injection of 200
ug of estradiol benzoate (BE) at the start of a short-term synchronization protocol, using a third-
use progesterone implant. In this study the use of GnRH (50 pg) was also evaluated at the time of
insemination. The pregnancy diagnosis from studies 1 and 2 was performed 30 days after Al, by
ultrasonography. The third study evaluated the follicular dynamics of ewes submitted to the same
protocol of study 2, for a better understanding of the observed results. The study 4 evaluated the
seminal quality of ovine semen frozen with the addition of trehalose or trehalose + equine seminal
lyophilized plasma (PSLE) to the diluent. It was evaluated motility and vigor during the Thermal
Resistent Test (TRT); membrane integrity by hyposmotic test; sperm migration after swim up, and
sperm pathologies. The data were submitted to analysis of variance and, when necessary, to means
comparison tests, with significance level of 5%. The results obtained in study 1 showed a higher
pregnancy rate when the semen was deposited into the uterus, which was achieved in all females
only by laparoscopy method. Transcervical insemination provides intermediate pregnancy rates
(42.3%) between cervical insemination, and laparoscopy (36.0% and 50.2%, respectively P <0.05),
being higher in ewes in which semen was deposited to a depth greater than 4 cm from the cervix
(60.0% versus 35.1%). However, in transcervical method the intrauterine semen deposition was
possible in less than 30% of the ewes. In addition, it is a more time consuming technique. Study 2
showed a higher pregnancy rate when BE was used at the start of short protocol (with BE = 46.4%,
without BE = 40.4%). However, the use of GnRH as an ovulation inducer do not influenced
pregnancy rates (with GnRH - 43.9% and without GnRH - 43%). The data from study 3 are being
processed. Preliminary results show that mean diameter of the preovulatory follicles was 8.6 mm
for group without BE and without GnRH; 7.7 mm for group without BE and with GnRH; 7.5 mm
for group with BE and without GnRH and 7.3 mm for group with BE and with GnRH. In 12 out of
the 40 ewes, estrus was observed during the protocol, and in 10 the estrus occurred within the first
48 hours after the BE application, indicating a probable side effect. The study 4 show that trehalose
and the association of trehalose and PSLE improved motility and vigor (control = 36.5% / 3,
trehalose + plasma = 42% / 3.3 and trehalose = 43.5% / 3.3); membrane integrity (control = 25.8%,
trehalose + plasma = 38.6% and trehalose = 32.7%), as well as sperm migration after swim up.



The experiments carried out allowed us to contribute in questions to obtain adequate pregnancy

rates in ewes. Finally, all the studies opportunized knowledge advances in factors that difficult the
diffusion of ovine reproductive biotechnologies.

Keywords: Trehalose. GnRH. Estradiol. Seminal plasma.



Figure 1
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Transcervical insemination in the ewe. The female is placed with the
hindquarters upward maintained on an easel, and with the aid of a duck-
billed speculum and an external light source the cervix is located to be
sprayed with 2% lidocaine hydrochloride. The instruments are showed in
the upper panel (A). The entrance of the cervix is fixed cranial to the
speculum by using a non-traumatic Allis forceps (B), to be clipped 0.5 to
1 cm laterally to the external os with two 26 cm Pozzi forceps for gently
cervix traction and exteriorization (C). The cervix is positioned to enable
complete manipulation directly with two fingers (e.g. thumb and index)
for catheterization with a thin metal cannula of 2 mm diameter and blunt
tip (D). After cannulation, 0.25 ml semen straw is discharged as deeper as

possible into the cervix or directly into the uterus lumen (E)................
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1 INTRODUCAO

No aspecto econdmico, a ovinocultura encontra-se estagnada em funcdo da auséncia de
uma escala de producdo competitiva, que mantenha constante e padronizado o fornecimento de
carne e leite. No estado de Santa Catarina a situagdo é ainda agravada pela dificuldade de
intercambio genético, em funcdo de ser area livre de febre aftosa e possuir uma regulamentacédo
rigida no transito de animais.

Na ovinocultura, a reproducéo € realizada predominantemente com o uso de monta natural
ou IA por via cervical, com sémen fresco. Isto determina que os carneiros padreadores sejam
oriundos apenas da propria regido. Em fungdo da anatomia tortuosa da cérvix ovina, da dificuldade
com a sincronizacdo da ovulacdo na ovelha e da baixa qualidade do sémen ovino apés
descongelamento, a inseminacéo cervical com sémen congelado apresenta resultados pobres e
inconsistentes (EL-HAJJ GHAQUI et al., 2007; O’MEARA et al., 2007).

Estas limitacOes determinaram que historicamente o emprego de sémen ovino congelado
esteja condicionado ao método de inseminacdo intrauterina por laparoscopia (SALAMON;
MAXWELL, 1995). Todavia, o custo do equipamento, as condi¢gdes necessarias de infraestrutura
e principalmente a necessidade de profissionais especializados, dificultam a difusdo da técnica
(KERSHAW et al., 2005). Isto caracteriza a necessidade de se buscar alternativas que
proporcionem melhorar a taxa de prenhez na IA. Alternativas como metodologias praticas de 1A
que possibilitem a deposicdo intrauterina do sémen, uma melhor sincronizacdo da ovulacdo e a
melhora da qualidade do sémen ovino congelado, podem possibilitar o intercambio e a
disseminacdo de material genético de elevado padrao zootécnico.

Richardson et al. (2012) encontraram correlacdo positiva entre a profundidade da deposigéo
do sémen na cervix e a taxa de prenhez. O método de inseminacdo transcervical ja vem sendo
testado em ovelhas, porém com namero reduzido de animais e sem comparagdo concomitante das
trés técnicas (RABASSA et al., 2007; WULSTER-RADCLIFFE et al., 2002; BARTELEWSKI et
al, 2016). Casali et al. (2016) obtiveram taxa de prenhez de 68,7% para IA transcervical com sémen
fresco, em relagdo a prenhez com IA cervical (47%), reforcando a necessidade de um
aprofundamento nestas avaliacGes. Torna-se interessante a comparacao da técnica transcervical
com as outras ja comumente utilizadas (via cervical e laparoscopia) em programas de IATF em

larga escala para avaliar a viabilidade de sua aplicacéo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X02010427
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N&o menos importante é a definicdo de um protocolo de sincronizagdo que possibilite
concentrar o momento da ovulagdo em ovelhas, possibilitando assim que o encontro de gametas
seja oportunizado no momento mais adequado. Com o dominio da técnica de avalia¢do da dindmica
folicular em ovinos, através do mapeamento ovariano por ultrassonografia, se tornou possivel
adquirir conhecimentos mais concretos sobre o funcionamento da dindmica ovariana, em cada
situacdo (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Com a ultrassonografia torna-se possivel o
acompanhamento dos momentos de emergéncia de onda, crescimento folicular e ovulacéo,
diferente de trabalhos anteriores que realizavam avaliagdes de ovario empregando a laparoscopia
ou laparotomia, em momentos pontuais (BOSCOS et al., 2002).

O impacto da reutilizacdo de implantes de progesterona vem sendo estudado em cabras
(VILARINO et al., 2011) e ovelhas (VILARINO et al., 2013), sendo observado que no terceiro uso
do implante, a progesterona nao € suficiente para que todas as ovelhas tenham a emergéncia de
uma nova onda folicular, o que prejudica a taxa de prenhez (VILARINO et al., 2013). O uso de
benzoato de estradiol (BE) pode ser uma alternativa para regressao do foliculo dominante e
emergéncia de uma nova onda folicular em ovinos (MEIKLE et al., 2001). De forma semelhante,
0 GnRH pode ser empregado como indutor de ovulagéo, buscando a sua sincronizacéo, ou ovulagédo
de um foliculo persistente (PIERSON et al., 2003). Estas alternativas podem ser interessantes para
incrementar a taxa de prenhez na IATF em ovinos.

O terceiro e também importante quesito para possibilitar o avan¢o do melhoramento
genético dos ovinos, preconiza o aumento da eficiéncia da criopreservacdo do sémen. Sabe-se que
a viabilidade do sémen ovino é diminuida durante o processo de congelamento. Lesbes ultra
estruturais, bioquimicas e funcionais, causadas pelos processos de congelamento e
descongelamento, promovem a reducdo da motilidade e do transporte espermatico no trato
reprodutivo da fémea (SALOMON; MAXWELL, 1995). O plasma seminal contém proteinas que
previnem essas lesdes, aumentando a longevidade do sémen ovino congelado (MAXWELL et al.,
2007).

O uso de PS homdlogo, apresentou resultados satisfatorios ao incrementar a sobrevivéncia
de espermatozoides ovinos (LOPEZ-PEREZ; PEREZ-CLARIGET, 2012). Porém, limitacdes
como o baixo volume do ejaculado ovino e 0 aumento no volume da dose inseminante, com a
consequente reducdo da concentracdo, limitam o emprego do plasma seminal. Casali et al. (2014)

demonstra que as restrigdes no uso do PS ovino, como 0s riscos sanitarios e o pequeno volume


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Maxwell%2C+W.+M.+C.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Maxwell%2C+W.+M.+C.%22
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obtido, podem ser superados pelo uso de PS liofilizado equino (PSLE), que proporcionam
incremento na motilidade e na taxa de clivagem, apds FIV heter6loga.

Outra alternativa para melhorar a congelabilidade do sémen é o uso de agucares no meio de
congelamento. A trealose, um dissacarideo que ndo permeia a célula, interage com os fosfolipidios
e proteinas da membrana, aumentando sua flexibilidade e prevenindo crioles6es (AISEN et al.,
2002; BUCAK et al., 2007). Chillar et al. (2012), observaram que a adigéo de trealose ao diluente
melhora a qualidade espermatica de sémen bovino apds o descongelamento, reduzindo o percentual
de espermatozoides criocapacitados, assim como a peroxidacdo lipidica. Tanto o PS, como a
trealose constituem potenciais candidatos para melhorar a criotolerancia do sémen ovino, sendo
necessaria a avaliacdo desses efeitos, assim como a associacdo dos mesmos.

E possivel que a adogdo da inseminacdo intrauterina, o0 emprego de um protocolo que
sincronize a ovulacdo das ovelhas e a melhora na viabilidade do sémen congelado, resultem no
aumento na taxa de prenhez em programas de IA em ovinos.

Este trabalho foi composto por quatro estudos, sendo que o primeiro comparou a taxa de
prenhez obtida nas técnicas de inseminacdo transcervical, cervical superficial e inseminacao por
laparoscopia. O segundo estudo buscou avaliar a sincronizacao do cio atraves da utilizacdo de BE
no inicio de um protocolo curto e de indutor de ovulacdo ao final do mesmo, com emprego de
implante com baixa concentracdo de progesterona (terceiro uso). O terceiro estudo buscou avaliar
a dindmica folicular, através de ultrassonografia em ovelhas Corriedale, submetidas aos mesmos
tratamentos do segundo estudo, buscando o entendimento dos resultados observados no estudo
anterior. No quarto estudo buscou-se a melhora da criotolerancia do sémen ovino pela adicao de

trealose e da associagdo trealose + PSLE ao diluente de congelamento.



22



23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METODOS DE INSEMINACAO ARTIFICIAL EM OVINOS

Na espécie ovina é possivel realizar quatro metodologias para inseminacdo: vaginal,
intracervical, transcervical e por laparoscopia. As duas primeiras s6 apresentam taxas de prenhez
aceitaveis com o emprego de sémen fresco ou refrigerado (CSEH et al., 2012). Isto ocorre pela
dificuldade de migracdo espermatica causada por alteracGes decorrentes da criopreservacao,
associado a condigdo anatdbmica da cérvix ovina. Richardson et al. (2012) ndo encontraram
diferenga em taxas de prenhez no uso de inseminacao vaginal versus cervical, porém encontraram
correlacdo positiva da profundidade de penetracdo cervical com as taxas de prenhez, instigando
novas investigacoes.

O local da inseminacdo tem um efeito importante sobre a prenhez, com maiores taxas
obtidas ap6s inseminagdo por laparoscopia ou transcervical (WULSTER-RADCLIFFE et al.,
2004). A unica metodologia aplicada com sémen congelado em grande escala é a via laparoscopica
(HALBERT et al., 1990). A técnica transcervical vem sendo aplicada com sucesso em algumas
racas, inclusive possibilitando coleta e transferéncia de embriGes, porém em pequena escala
(FONSECA et al., 2013; FONSECA et al., 2016).

A técnica transcervical é limitada devido a disposicdo dos anéis do colo cervical ovino, o
qual geralmente impossibilita a passagem da pipeta de IA para o corpo do Utero (EVANS et al.,
1987), limitando a difusdo da técnica de IA e transferéncia de embribes, por esta via (AUDICANA
etal., 1998). O colo do utero ovino é um érgdo tubular longo, fibroso composto predominantemente
de tecido conjuntivo com uma camada serosa exterior e epitélio luminal interior. O lumen ¢é
altamente tortuoso, devido a presenca de 4 a 7 aneis cervicais (FUKUI; ROBERTS, 1978).

Segundo Waulster-Radcliffe et al. (2004), existem dois evidentes métodos para driblar as
caracteristicas fisicas da cérvix ovina; alinhar a cérvix e aumentar o didmetro do limen, ou projetar
um aplicador que acompanhe essa tortuosidade. Kershaw et al. (2005) relata ser promissor o
desenvolvimento de pipetas de IA que superem o limen cervical permitindo penetracdo, o que
aumentaria taxas de prenhez com sémen congelado, na inseminagdo por via cervical. Wulster-
Radcliffe et al. (2004) criaram um cateter que permitia uma deposicao a frente do sitio de deposicao

cervical, porém nédo observaram melhora nas taxas de prenhez com esse método. Alvarez et al.
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(2012) testando 4 diferentes cateteres, concluiram que o uso de um cateter CAT06 (com 0,6
centimetros da parte distal curvas com um angulo de 30°) possibilita uma maior penetragéo do colo
do atero, com melhora na fertilidade de ovelhas Churra e Assaf, apos a inseminacéo.

Com sémen congelado, o sucesso da IA depende da disponibilidade de uma técnica de
inseminagdo barata e eficaz (RICHARDSON et al., 2012). Estudos tem avaliado a técnica de
inseminagdo transcervical, porém com reduzido nimero de animais e comparando apenas uma das
técnicas de inseminacdo — cervical ou laparoscopia (RABASSA et al.,, 2007; WULSTER-
RADCLIFFE et al., 2002; BARTELEWSKI et al, 2016). Recentemente, a técnica de inseminacao
transcervical vem sendo aprimorada no Laboratorio de Reproducdo Animal Assis Roberto de Bem,
com taxas de prenhez satisfatorias, em comparacao com a IA cervical. Em ovelhas Lacaune obteve-
se 47% de prenhez para IA cervical e 68,7% para |A transcervical, realizada 12h ap0s a observacéo
do cio com sémen resfriado (CASALI et al., 2016).

2.2 SINCRONIZACAO DA OVULACAO

A técnica de sincronizacdo mais utilizada em ovelhas é baseada no uso de progestageno
intravaginal por um periodo de 12-14 dias, seguida de administracdo de eCG (MARTEMUCCI;
ALESSANDRO, 2010). As doses de eCG foram ajustadas por Boland et al. (1981) de 250 a 750
Ul conforme a idade, a estacdo e a raca. Este tradicional protocolo foi proposto antes de 1990,
guando ndo havia ainda o conhecimento da dindmica folicular de pequenos ruminantes
(MENCHACA; RUBIANES, 2004). Desde entdo, os protocolos vem sendo ajustados em razéo dos
novos conhecimentos e dos problemas identificados.

Em virtude da praticidade de aplicacdo, os implantes intravaginais s&o 0s mais comumente
utilizados, sendo eles o CIDR e esponja impregnada de acetato medroxiprogesterona. Outra
alternativa avaliada por Martins et al. (2010) sdo os absorventes higiénicos de uso intravaginal
humano, impregnados com acetato de medroxiprogesterona, 0s quais mostraram-se higiénicos,
praticos e de menor custo. O Dispositivo Intravaginal Caprino e Ovino (DICO®), 0,3g de
progesterona vem sendo estudado principalmente em relacéo a reutilizagdo em protocolos curtos
para um melhor custo beneficio do implante (VILARIOO et al., 2010). A taxa de prenhez é afetada
pelo implante de progesterona utilizado (CIDR-G: 55,8%, DICO: 55,7%, MAP esponjas: 37,4%)
sendo CIDR® e DICO® semelhantes e superiores a esponjas (SANTOS NETO et al., 2015).
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Em ovelhas de corte, Vinoles et al. (1999) e Ungerfeld e Rubianes (1999) encontraram
melhora significativa nas taxas de prenhez quando empregaram o protocolo por 6 dias versus 12
dias de progestagenos. Quando se utiliza o protocolo curto na estacdo de monta, torna-se necessaria
a aplicacdo de prostaglandina, em funcdo da possibilidade de existir um corpo lGteo da ovulacéo
anterior. Rubianes e Menchaca (2003) relataram que o periodo refratario a prostaglandina em
ovinos é 2 dias apds ovulacdo.

Em ovelhas, um prolongado tratamento com progestagenos geralmente é associado a baixas
taxas de concepcdo (VINOLES et al., 2001) e variaveis taxas de fertilidade (GORDON 1983;
MENCHACA; RUBIANES, 2004), por induzirem a ovulagéo de foliculos velhos (VINOLES et
al., 2001), além de um alto indice de vaginites.

O estudo da reutilizacdo de implante CIDR-G, que foi desenvolvido para protocolo longo
em pequenos ruminantes, demonstrou que a concentracao sérica de progesterona apresentava-se
diferente principalmente durante as primeiras 24h da aplicacdo do implante de primeiro uso, em
relacdo ao segundo e terceiro uso. O pessario de primeiro uso promoveu o turn over em 100% dos
animais e o foliculo ovulatério foi de uma nova onda folicular, ao contrario dos de segundo e
terceiro uso (80%). O estro foi sincronizado por volta de 30h e a ovulacdo entre 60-70h da remocéo
do dispositivo, ndo apresentando diferenca entre os usos provavelmente devido ao nimero de
animais testados. Porém a taxa de prenhez foi inferior quando utilizado o implante de terceiro uso,
possivelmente pelo reduzido nivel de progesterona que ndo promoveu a emergéncia de uma nova
onda folicular (VILARINO et al., 2011).

Em um estudo com a reutilizacdo do DICO, a porcentagem de ovelhas que ovulam um
foliculo de uma nova onda com dispositivo de primeiro uso foi de 100% (10/10), ja no segundo e
terceiro uso foi de apenas 77,8% (7/9) e 80% (8/10) dos animais. O atenuado aumento na
progesterona com dispositivos reutilizados pode ter induzido foliculos pre-ovulatérios persistentes,
afetado o surgimento de uma nova onda folicular. Ha uma tendéncia de os implantes de terceiro
uso proporcionarem uma taxa de prenhez 10% menor que os implantes novos (P >0,06)
(VILARINO et al., 2013). Vilarifio et al. (2013) demonstraram que, com os implantes de terceiro
uso, o nivel de progesterona sérica foi menor no decorrer do protocolo.

Baixos niveis de progesterona sérica aumentam a frequéncia de pulsos de LH, que por
sua vez aumenta o tamanho do foliculo maior e realiza o feedback positivo do estradiol com o eixo

GnRH e LH. Ja& concentragdes sub-luteais de progesterona aumentam os pulsos LH, mas néo o
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suficiente para que o pico ocorra, determinando a persisténcia do foliculo e prolongando a
dominancia (MENCHACA; RUBIANES, 2004).

Em ovelhas, foram demonstrados efeitos semelhantes aos bovinos quando administrado
estradiol-17 B, com regressao do foliculo dominante ¢ emergéncia de uma nova onda folicular 3
dias mais tarde (MEIKLE et al., 2001). BARRETT et al. (2008) confirmaram este efeito do
estradiol-17 B (E2) em ovelhas em anestro e observaram que a associa¢do do E2 ao progestageno
(MAP), com a aplicacdo de eCG no final do protocolo, ndo s6 promove a emergéncia e sincronia
da onda de crescimento folicular, como melhora a sincronizacéo das ovulages. A aplicacdo de BE
se mostra como alternativa para possibilitar um melhor aproveitamento de implantes multiusos,
mantendo as taxas de prenhez, até o terceiro uso.

Uma alternativa testada em outras espécies é o uso de indutores de ovula¢do. Em cabras,
Pierson (2003) demonstrou a possibilidade de induzir o pico de LH, com a aplicacdo de GnRH 24h
apos a retirada do pessario e aplicacdo do eCG. O estradiol também demonstrou ser um potencial
indutor de ovulacdo em cabras, quando aplicado no mesmo periodo (MENCHACA; RUBIANES,
2004). Em ovinos 0 aumento na concentracao sérica de progesterona foi observado no grupo onde
foi aplicado GnRH como indutor de ovulacéo (BISCARTE et al., 2012). Em protocolos curtos para
ovinos, esses indutores ainda ndo foram avaliados, o que motiva a conducdo de novas

investigacoes.

2.3 DANOS DECORRENTES DA CRIOPRESERVACAO E ADITIVOS UTILIZADOS NO
PROCESSO DE CONGELAMENTO

Um fator limitante para 0 aumento e a constancia da producgéo ovina, pode ser atribuido a
baixa fertilidade do sémen congelado, o que dificulta a introducdo de variabilidade genética nos
rebanhos (WATSON, 2000). Estudos in vivo demonstraram gque no sémen ovino criopreservado o
tempo de manutencdo da viabilidade espermatica é trés vezes menor do que no sémen fresco
(LOPYRIN, 1971). Portanto, € necessario o uso de estratégias que prolonguem a viabilidade do
sémen congelado, otimizem o transporte espermatico no trato genital da fémea e tenha como
consequéncia um aumento nas taxas de prenhez.

As células espermaéticas contém alta proporcao de acidos graxos poli-insaturados, que sao

particularmente susceptiveis aos danos oxidativos, especialmente ap0s a criopreservacdo. Isto
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determina a subsequente perda na integridade de membrana, o que compromete a funcéo celular e
diminui a motilidade e a capacidade fecundante. A composi¢do lipidica da membrana do
espermatozoide ¢ o maior determinante de sua viabilidade (BUCAK et al., 2008). Lesdes ultra
estruturais, bioguimicas e funcionais, causadas pelos processos de congelamento e
descongelamento, promovem a reducdo da motilidade e do transporte espermético no trato
reprodutivo da fémea (SALOMON; MAXWELL, 1995).

A criolesdo espermética promove a prematura inducdo de um estado semelhante a
capacitacdo, a chamada criocapacitacdo (BAILEY et al., 2000). A capacitacdo prematura do
espermatozoide altera sua motilidade, viabilidade e posteriormente a sua longevidade (GILLAN;
MAXWELL, 1999), resultando em reducgédo nas taxas de prenhez com o sémen congelado, em

comparagdo com sémen fresco.

Com o passar dos anos, os diluentes foram sendo modificados e adaptados. De
formulacgdes simples, baseadas em citrato ou leite, associados a agucares monossacarideos,
houve a introducdo dos di e tri sacarideos, o uso de tamponantes organicos como o TRIS,
agentes crioprotetores como gema de ovo, glicerol entre outros (SALAMON; MAXWELL,
1995). Nesse sentido, diversos aditivos tém sido utilizados visando prevenir, ou reduzir 0s
danos causados durante as diferentes fases do processamento do sémen, seja na diluigéo,
resfriamento, congelamento ou reaquecimento.

O plasma seminal (PS) de mamiferos é uma secrecdo fisioldgica produzida a partir das
glandulas anexas ao trato reprodutivo do macho (EL-HAJJ GHAOQUI et al., 2006). Nas diferentes
espécies o PS contém fatores que podem influenciar a viabilidade espermaética, afetando a
motilidade e a sobrevivéncia no po6s-descongelamento (GRAHAM, 1994; MAXWELL et al.,
1997). O uso de PS homdlogo, apresentou resultados satisfatérios por sua atuacdo em diferentes
mecanismos de preservacdo da sobrevivéncia de espermatozoides ovinos in vitro (MAXWELL;
WATSON, 1996; BALERCIA et al, 2003; BARRIOS et al, 2000) e in vivo (LOPEZ-PEREZ;
PEREZ-CLARIGET, 2012). O PS contém proteinas que previnem a capacitagio, o que aumenta a
longevidade do sémen ovino congelado (MAXWELL et al., 2007).

Maxwell e Evans (1999) examinaram o efeito da re-suspensdo de espermatozoides de
carneiro em 20-30% de PS ap6s o descongelamento, comprovando a melhoria da penetracdo dos
espermatozoides através do muco cervical e aumentando a fertilidade depois da IA cervical.

Mortimer e Maxwell (2004) relatam que espermatozoides descongelados re-suspendidos em PS
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artificial ou PS ovino, melhoraram 0 movimento e aumentaram a estabilidade de membrana,
quando comparados a aqueles re-suspendidos em PBS, sugerindo que isto foi devido aos
componentes presentes no PS. Ja O’Meira et al. (2007) observaram diferencgas na fertilidade entre
carneiros (17,7 vs 45,2%) apos a IA cervical de ovelhas com sémen descongelado, o que foi
atribuido a diferencas nos componentes do PS entre 0os machos.

A adigéo de PS ao sémen descongelado melhora a motilidade, a viabilidade, a integridade
de acrossoma e a respiracdo mitocondria. Estes efeitos benéficos foram atribuidos as proteinas do
plasma, especialmente RSVP14 e RSVP20 (BARRIOS et al., 2005). Estas proteinas possuem
capacidade antioxidante (MARTI et al., 2007), efeito que esta relacionado a protecdo contra o
estresse oxidativo e a capacitagdo prematura do espermatozoide (MUINO-BLANCO et al., 2008).
Maxwell et al. (1999) demonstraram beneficio na qualidade espermatica in vitro, assim como na
fertilidade apds inseminacdo cervical com sémen ovino congelado, adicionado de PS, contrapondo
parcialmente os dados de Leahy et al. (2010), que observaram a melhora apenas in vitro.

Proteinas do PS bovino também interagem com fosfolipideos na membrana plasmaética da
célula espermatica e participam na desestabilizacdo (capacitacdo) e estabiliza¢do (decapacitacdo)
da membrana do espermatozoide (THERIEN et al., 2005). Estes achados sdo consistentes com a
idéia de que o efeito do PS esta associado com a presenca de uma capa de componentes que mantém
a estabilidade de membrana até o processo de capacitacdo, os chamados fatores decapacitantes
(MUINO-BLANCO et al., 2008; VADNAIS; ROBERTS, 2007). No PS de bovinos, um grupo de
proteinas chamadas BSP, quando associadas a superficie das células, modulam a capacitacdo
espermatica. Proteinas homologas foram reportadas em garanhées (MENARD et al., 2003) e em
ovinos (JOBIM et al., 2005).

Assim, uma alternativa viavel seria 0 emprego de PS no meio de congelamento. Porém,
limitacGes como o baixo volume do ejaculado ovino e 0 aumento no volume da dose inseminante,
com a consequente reducéo da concentracgdo, limitam o emprego do plasma seminal. Para driblar
estes entraves, Martins et al. (2013) demonstraram a viabilidade do uso de PS de espécies com
maior volume de ejaculado, como os equinos. Os autores demostraram o efeito positivo da adi¢édo
de PS heter6logo, apds o descongelamento do semen ovino, reduzindo as restricdes dos riscos
sanitarios e do pequeno volume obtido. No entanto, o uso de plasma seminal ainda era limitado

pelo aumento do volume da dose inseminante. Casali et al. (2014) demonstraram que estes entraves
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podem ser superados pelo uso de PS liofilizado equino (PSLE), que proporcionaram incremento
na motilidade e na taxa de clivagem, ap6s FIV heterdloga com odcitos bovinos.

Atualmente, o conhecimento disponivel sobre os efeitos do PS em espermatozoides e a
fertilidade, parece disperso e muitas vezes conflitante. Isto pode ser visto como um forte motivador
para novas pesquisas nesta area (KARESKOSKI et al., 2008).

A trealose, um dissacarideo que ndo permeia a célula, tem uma acdo protetora, relacionada
tanto ao efeito osmotico, quanto a interacfes especificas com fosfolipidios de membrana. A
trealose torna o meio hipertonico, causando desidratacdo osmotica celular antes do congelamento
e diminuindo as lesdes celulares, por cristalizagéo de gelo (STOREY etal., 1998; LIU et al., 1998).

A suplementagdo de trealose ao diluente Tris-gema citrato, antes da criopreservagao,
melhora a qualidade espermaética bovina, aumentando a motilidade, a viabilidade e a integridade
da membrana de espermatozoides e reduzindo o percentual de espermatozoides criocapacitados, a
peroxidacao lipidica e a presenca de calcio intracelular (CHILLAR et al., 2012).

A trealose tem a capacidade de estabilizar as membranas e diferentes autores demonstraram
sua efetividade durante a criopreservacdo. Em caprinos a combinacdo de monossacarideos (glicose)
e dissacarideo (trealose) melhorou a motilidade total, motilidade progressiva, espermatozoides
vivos, integridade do acrosoma e integridade da membrana ap6s a criopreservacdo do sémen
(NAING et al., 2010). Em javalis além de a trealose aumentar a viabilidade espermatica,
incrementou a taxa de penetracdo espermatica e producédo de blastocistos (MALO et al., 2010).

Em ovinos a adicdo de 76 g/L trealose produzem uma reducdo no estresse oxidativo
provocado pelo processo de congelamento e descongelamento (AINSEN et al., 2005). Bucak et al.
(2007) demonstraram que a suplementacdo de trealose em diluentes de sémen, melhora a
viabilidade e a motilidade do sémen ovino refrigerado ou criopreservado. O sémen ovino
criopreservado e diluido em diluente contendo trealose, possibilitou 45 a 47% de pari¢do apos
inseminacao cervical em dois ensaios consecutivos, o que foi 2,5 vezes maior do que o a taxa de
fertilidade obtida com o diluente controle (AINSEN et al., 2002).

Desta forma, a associagdo de PS equino liofilizado com a trealose podem potencializar a
criotolerdncia de espermatozoides ovinos e possibilitar o emprego de sémen congelado na

inseminacdo em ovelhas.
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3 CAPITULO 1

Este capitulo apresenta o artigo publicado no periddico Theriogenology na integra.

CASALLI, R. et al. Semen deposition by cervical, transcervical and intrauterine route for fixed-time
artificial insemination (FTAI) in the ewe. Theriogenology, v. 103, p. 30-35, nov. 2017.

ABSTRACT

Semen deposition through the cervix into the uterus is a difficult technique in ewes and represents
the main limiting factor for insemination in this species. The objective of this study was to evaluate
the pregnancy rate achieved with a new transcervical insemination method in comparison with
conventional cervical and laparoscopic intrauterine techniques. A total of 586 multiparous
Corriedale ewes were synchronized for fixed time artificial insemination (FTAI) performed by
cervical, transcervical, or intrauterine route at 46-50 h or 52-56 h after progesterone device removal
in a 3 x 2 factorial design. Pregnancy rate was affected by the insemination technique and by the
moment of FTAI (P < 0.05), without interaction (P= NS). Overall, the fertility was improved as
semen deposition was deeper and insemination was delayed. For transcervical insemination,
pregnancy rate was intermediate (42.3%; P= NS) between cervical and intrauterine route (36.0%
and 50.2%; P < 0.05), and was greater for those ewes inseminated beyond 4 cm into the cervix
(60.0% versus 35.1% for insemination beyond or within 4 cm into the cervix, respectively; P <
0.05). Semen deposition beyond 4 cm into the cervix was achieved only in 28.8% of the females
receiving transcervical insemination. This method was more time-consuming than cervical or
laparoscopic insemination (11.4 + 1.6 versus 85.5 + 7.5 and 56.8 *+ 5.6 ewes inseminated per hour,
respectively; P < 0.05). In summary, greater pregnancy rate using FTAI is obtained when semen is
placed into the uterus, which was achieved in all females only through laparoscopy. Further
improvements are required for transcervical insemination to be applied in large-scale FTAI
programs in Corriedale ewes.

Keywords: Sheep. Intracervical. Sperm. Estrus. Synchronization.
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1. Introduction

Artificial insemination is a high-impact technology in ruminant industry because it
increases genetic improvement, makes easier the international trade of males and the conservation
of genetic resources, allows a better control of reproduction, and contributes with animal health by
controlling several infectious diseases. In addition, the possibility to perform fixed time artificial
insemination (FTAI; i.e. without estrous detection) further promotes the use of this tool by
technicians and farmers making its implementation much easier (see review in sheep and goats:
Menchaca and Rubianes [1]; cattle: B et al. [2]). In ewes, unlike cows, the main limiting factor
for insemination is the difficulty to go through the cervix with the insemination pipette for
intrauterine semen deposition. The cervix of the ewe is a small, narrow, rigid and tortuous structure
that makes difficult cannulation and deposition of semen into the uterus [3] [4]. For this reason,
usually semen is located in the entrance of the cervix trough the vagina canal (cervical
insemination) or injected into the uterine lumen through the uterine wall by laparoscopy
(laparoscopic insemination).

The intrauterine insemination assisted by laparoscopy is an effective technique adapted for
sheep in the 1980s [5]. This is the preferred technique mainly when frozen semen is used, since
normally fertility of cryopreserved sperm by cervical insemination is extremely poor [6]. In
addition, intrauterine insemination induces greater pregnancy rate than cervical insemination also
with fresh semen [7]. For this reason, intrauterine insemination at prefixed time performed by
laparoscopy is used in large-scale programs in several countries. However, although laparoscopy
iIs a minimally invasive procedure, it requires veterinary expertise, implies animal welfare
concerns, and is more demanding in terms of equipment and labor than cervical insemination. Even
though several alternative approaches have been proposed to replace the use of laparoscopy, this
technique continue being the default method when obtaining greater pregnancy rate is mandatory.

Transcervical insemination technique to perform intrauterine semen deposition through the
cervix is not an usual practice in sheep. In the 1970s, Fukui and Roberts [8] described a method
consisting of the fixation of the cervix with long forceps and a ball-tipped 17-gauge hypodermic
needle attached to an inseminating pipette. This was introduced through the external os into the
cervical canal. Some years later, in the 1990s Halbert et al. [9] evaluated four methods of restraint,
four vaginal specula, three forceps and four instruments for transcervical passage, and developed

a method that they named the Guelph System, which was later assessed in terms of lambing rate
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with variable success [10]. Different approaches, techniques, devices and drugs have been
proposed by several authors in diverse conditions to improve the passage of the ovine cervix [11]
[12] [13] [14]. The fertility outcomes are contradictory among reports, varying from 0% [15] to
70% [16] of pregnancy rate, and some of them are presented as proof of concept that sometimes
are not followed by validation or field trials with enough number of females, breeds and ages.
Recently, promissory outcomes have been reported with a novel transcervical approach for uterine
flushing and embryo transfer in sheep and goats [17][18]. This technique consist in the traction and
fixation of the cervix through the vagina and catheterization assisted by rectal or vaginal
manipulation using one or two fingers. Although this technique has been reported for insemination
in sheep, little information is available with its use in comparison with conventional cervical or
laparoscopic insemination. In addition, information with this technique is even scarce associated
with FTAI, and several factors such as time of insemination, dose of sperm required, and time
consuming during procedure should be defined.

The objective of this study was to evaluate pregnancy outcomes obtained with insemination
by transcervical technique compared with conventional cervical insemination and intrauterine
insemination by laparoscopy, evaluating the feasibility to apply this method in large-scale FTAI

programs in sheep.

2 Material and Methods

Animals and treatments for FTAI

The study was conducted during the breeding season in Uruguay (May, 33° S) and all the
procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee of IRAUYy certified by the
National Council of Animal Care of Uruguay. A total of 586 multiparous Corriedale ewes with a
body condition score of 3.0 + 0.1 (Mean + SEM; scale 0-5) [19] were synchronized in two
consecutive days to receive FTAI after a short-term progesterone protocol described by Menchaca
and Rubianes [1]. The treatment for FTAI consisted of the insertion (Day 0) of an intravaginal
silicone device (0.3 g progesterone, DICO® , Syntex, Bs As, Argentina), and one dose of eCG
(300 1U, Novormon, Syntex) and prostaglandin F2alpha analog (125 pg sodium cloprostenol,
Ciclase DL, Syntex) given im on Day 6 in the morning at device removal. The DICO® devices
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had been previously validated for sheep with similar pharmacokinetics and pharmacodynamics
[20] and fertility [7] than CIDR-G® devices. The ewes were exposed to androgenized Corriedale
wethers from device removal to insemination in a 10:1 females: male ratio. The wethers were
previously treated with testosterone (200 pg of testosterone propionate, Dispert, Montevideo,
Uruguay) given twice 7 d apart with the second dose administrated at time of DICO removal in the
females. The females were randomly assigned to one of three insemination techniques by cervical,
transcervical, or intrauterine route by laparoscopy. The FTAI was performed for each technique in
the morning or in the afternoon of Day 8 (i.e. 46 to 50 h and 52 to 56 h after device removal) in a
3x2 factorial design. Fresh semen was collected by artificial vagina from four Awassi rams and
only those ejaculates within acceptable parameters regarding volume (0.75-2 ml), sperm
concentration (>3 x 109 spermatozoa/ml), and sperm motility (>70% motile cells) were used. The
sperm concentration was determined with a spectrophotometer (SDM1, Mintib, Tiefenback,
Germany) and after evaluation semen was diluted in skim UHT milk and used in pools from all the
rams (one ejaculated per ram) to prevent individual effect of the rams on fertility. Each pool of
semen was divided in three aliquots to be used for cervical, transcervical or intrauterine FTAI, and
the dilution rate was adjusted to use 150 x 10°® spermatozoa in 0.1 ml, 100 x 10® spermatozoa in
0.2 ml, or 75 x 10° spermatozoa in 0.2 ml per ewe, respectively. The dilution rate was established
according the sperm concentrations usually reported for these techniques [21], regarding the well-
known concept of as deeper the insemination site is, the sperm concentration required is lower.
Diluted semen was maintained at 30° C and the ewes were inseminated within one hour from semen
collection (i.e. the three techniques simultaneously). After this period, the remaining semen was
discharged and collected again for a new insemination session. Pregnancy rate was determined by
transrectal ultrasonography using a 5.0 MHz transducer (Aloka 500SSD, Tokyo, Japan) 30-31 days

after insemination.

Insemination techniques and semen deposition

Cervical, transcervical and intrauterine laparoscopic insemination was performed by three
veterinarians with enough experience using each technique in large-scale FTAI programs. The
three techniques were conducted at the same time in three insemination stations mounted for

cervical, transcervical and intrauterine insemination.
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For cervical insemination (n= 239), the females were restrained with the hindquarter
upwards on the railing fence panel as performed routinely. The insemination was done using a
vaginoscope with light source incorporated and a multidose insemination gun (Walmur,
Montevideo, Uruguay) that allow semen deposition at the end of the vagina in the external os of
the cervix.

For transcervical insemination (n= 104; Figure 1), the females were placed with the
hindquarters upward maintained on an easel, and with the aid of a duck-billed speculum and
external light source, the cervix was located to be sprayed with 2% lidocaine hydrochloride. After
that, the cervix was fixed outside the speculum by using a non-traumatic Allis forceps, and then,
clipped 0.5 to 1 cm laterally to the external os with two 26 cm Pozzi forceps [18]. Cervical traction
was performed gently and the cervix was positioned to enable complete manipulation directly with
the fingers. The cervix catheterization was performed with a thin metal cannula of 2 mm in diameter
(Wago, SP, Brazil) designed for containing a 0.25 ml semen straw, which was threading by external
manipulation with two fingers (i.e. thumb and index). After semen discharge, the deep of

penetration was measured in the cannula. The transcervical technique is depicted in Figure 1.
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Figure 1. Transcervical insemination in the ewe. The female is placed with the hindquarters
upward maintained on an easel, and with the aid of a duck-billed speculum and an external light
source the cervix is located to be sprayed with 2% lidocaine hydrochloride. The instruments are
showed in the upper panel (A). The entrance of the cervix is fixed cranial to the speculum by using
a non-traumatic Allis forceps (B), to be clipped 0.5 to 1 cm laterally to the external os with two 26
cm Pozzi forceps for gently cervix traction and exteriorization (C). The cervix is positioned to
enable complete manipulation directly with two fingers (e.g. thumb and index) for catheterization
with a thin metal cannula of 2 mm diameter and blunt tip (D). After cannulation, 0.25 ml semen
straw is discharged as deeper as possible into the cervix or directly into the uterus lumen (E).
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Intrauterine insemination (n= 243) was performed by laparoscopy (Karl Storz, Tuttlingen,
Germany). All ewes were fasted and had restricted access to water for 12 hours before the
procedure. For insemination, the females were restrained in cradles with the rear legs lifted to an
approximate 40-45 degree angle. The trocar and cannula were inserted into the peritoneal cavity to
the left and right of the middle line, approximately 5 cm cranial to the udder. The peritoneal cavity
was inflated with carbon dioxide to help visualize the uterus with the aid of the laparoscope and
separate it from the abdominal wall. Once the uterus was in the correct position, the operator
punctures the uterine horn and the semen was injected directly into the lumen of the uterus using
an insemination pipette connected to a 1 ml syringe. The same procedure was repeated on the other

uterine horn.

3. Statistical analysis

Pregnancy rate and number of fetuses per pregnant ewe was compared by GLMM of the
Infostat package [22] with the insemination technique and the moment of FTAI (48 h or 54 h)
included as fixed effects with its interaction, and the animal as random effect. The significance

level was defined for a P value <0.05.

4. Results

Pregnancy rate was affected by the insemination technique and by the moment of FTAI
(P<0.05), without interaction (P= NS). The results are showed in Table 1. In general, fertility was
improved as semen deposition was deeper and delayed, with the greatest pregnancy rate obtained
with intrauterine FTAI by laparoscopy performed at 54 h from device removal (56.9%, 66/116).
Regardless the time of insemination, pregnancy rate was greater for laparoscopic intrauterine than
for cervical insemination, and the transcervical method was intermediate (Table 1). For
transcervical insemination, pregnancy rate was greater when semen was placed deeper than 4 cm
into the cervix (60.0%, Table 2), achieving in this case similar outcome than intrauterine
insemination by laparoscopy (P= NS). Deposition of semen deeper than 6 cm through the cervix
was possible in 9.6% (10/104) of ewes, and only in 8 of them (7.7%) the insemination was

completely placed into the uterus. Frequency for depth of semen deposition achieved with
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transcervical insemination is showed in Table 2. Regardless the insemination technique, overall
results showed greater pregnancy rate with FTAI at 54 h (52.5%, 136/259) than 48 h (36.6%,
116/317) (P<0.05).

Table 1. Pregnancy rate obtained with cervical, transcervical or intrauterine laparoscopic FTAI
performed at 48 h (46 to 50 h) or 54 h (52 to 56 h) from progesterone intravaginal device removal.

Pregnancy rate (pregnant/FTAI ewes) No. fetuses/pregnant  No. ewes FTAI per

ewes hour
FTAI FTAI P FTAI
48h 54h value  Total
Cervical FTAI 31.1%* 42.3%*  0.07 36%:? 1.208 85.5+7.52
Transcervical FTAI  32.7%*® 53.1%%® <0.05 42.3%® 1.272 11.4+1.6°
]_00106 sperm cells 18/55 26/49 44/104 56/44
Intrauterina IATF 44.1%° 56.9%° <0.05 50.2% 1.218 56.8%5.6°

For the same column, different superscripts P < 0.05.

Table 2. Depth of semen deposition achieved with transcervical insemination and pregnancy rate
obtained with fresh semen (100 x 106 sperm cells) after FTAI in multiparous Corriedale ewes.

<2 cm into the 2 to <4cm 4 a<6cm >6cm
cervix into the cervix into the cervix or intrauterine
No. of ewes/total ewes  12.5% 58.7% 19.2% 9.6%
13/104 61/104 20/104 10/104
71.2% (74/104) 28.8% (30/104)
Pregnant/FTAl ewes  38.5% 34,4% 65% 50%
5/13 21/61 13/20 5/10
35.1% (26/74) )@ 60% (18/30)°

A vs. b, P<0.05.
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5. Discussion

The current study demonstrates that greater pregnancy rate is obtained when intrauterine
semen deposition is performed, which was achieved mainly with laparoscopy. As an overall
outcome, insemination by laparoscopy allowed acceptable pregnancy rate with a lower sperm dose
and with a reasonable time required per ewe. The pregnancy rate with the transcervical route was
intermediate, demanding more time and animal handling than the other methods. Fixed time
artificial insemination performed by cervical route with double semen dose than laparoscopy,
resulted in significantly lower pregnancy rate.

Although previous studies have showed that intrauterine insemination by laparoscopy
results in greater pregnancy rate than cervical insemination, also using fresh semen and FTAI [7],
little information about these three methods associated to FTAI have been reported (with no data
available in Corriedale ewes). In Australian Merino sheep, Windsor et al. [23] compared
conventional methods using laparoscopic and cervical insemination versus transcervical procedure
using the Guelph System [9] in two experiments, but different results were obtained among both
experiments that were attributed mainly to the operator skill. In the present study performed in
multiparous Corriedale ewes, we found that pregnancy rate obtained with transcervical
insemination is intermediate (42.3%, P= NS) in comparison with cervical (36.0%) and intrauterine
insemination (50.2%). The transcervical method used in this study is a bit different because it
consist of the manipulation of the cervix with the fingers directly by vaginal access instead of
transrectal manipulation previously reported [17].

Fertility obtained with transcervical method depends on the penetration into the cervical
canal. This technique was more effective when semen deposition was deeper than 4 cm into the
cervix. In this case, pregnancy rate was similar than intrauterine laparoscopic insemination,
reaching 60.0% of pregnant ewes. However, the negative finding is that the effectiveness of
transcervical route to reach the uterus in multiparous Corriedale ewes seems to be low. Only in
<30% of ewes semen was placed deeper than4 cm into the cervix, and only in very few females
(<10%) the insemination was performed completely into the uterus. Cervical canal length,
tortuosity and penetrability is highly variable between animals, and it is influenced by breed, age,
previous lambing, among other factors [4][16][24]. No information is available about the cervical

penetration and the use of this technique for insemination in Corriedale ewes, a breed worldwide
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used for meat and wool production. This study contributes with novel information in the use of this
method, showing that the efficiency for cervical penetration in this breed is relatively low.

From a practical point of view, for large-scale FTAI programs in which 300 to 500 ewes
are inseminated every day from 46 to 56 h from device removal, laparoscopy seems to achieve the
greatest pregnancy rate using half of sperm dose normally necessary for cervical insemination, and
much less time required than for transcervical insemination. The time consuming by the technique
is even more relevant for FTAI programs when the moment of insemination is affecting pregnancy
rate and the window for insemination must be shortened. Regarding our findings in this study,
FTAI should be performed from 52 to 56 h after progesterone device removal, avoiding earlier
insemination probably associated to the moment of ovulation with this short-term protocol that was
reported occurring in average about 60 h from device removal [20][25]. The need to reduce the
period for FTAI imply a reduction in the number of ewes programmed for each day, and thus, a
fast and easy method for insemination is recommended.

Although laparoscopy is a minimally invasive procedure, the short time that the ewe
remains in the cradle seems to affect pregnancy rate. Hill et al. [26] found that the number of ewes
inseminated per hour was associated with pregnancy rate, suggesting that increasing insemination
speed improves fertility. The authors recommend to minimize the time each ewe spent restrained
in a cradle in order to minimize stress [27] which could affect the pregnancy rate. Animal welfare
concerns are permanently taken into account in animal production and the insemination procedures
should avoid animal suffering as much as possible. For this reason, the possibility to access the
uterine lumen by transcervical route have been proposed. However, this technique seems not to be
innocuous to the female, requiring more time per ewe than laparoscopy (~11 vs. ~57 ewes FTAI
per hour, respectively). In addition, with the transcervical Guelph System some authors have
proposed that cervical traction is a potential source of reduced fertility [28], as well as others
suggest that passing through the cervix with a rigid cannula can generate trauma to the animal and
ethical concerns [29]. In our study, although any lesion was observed during the procedure such as
blood or wound generated with the cannula or clamping, the effectiveness of local anesthesia to
avoid the pain generated by clamping was not determined. In summary, comparing to laparoscopy,
the only advantage of using transcervical insemination seems to avoid the need of the laparoscopic
equipment, but it does not allow the reduction of animal handling, increasing the time required for
the procedure.
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In conclusion, the current study demonstrates that greater pregnancy rate using FTAI is
obtained when the sperm is placed into the uterus, which in Corriedale ewes was achieved only
through laparoscopy. Fertility obtained with transcervical route was intermediate, reaching similar
values than laparoscopy only if the insemination dose is placed deeper than 4 cm into the cervix,
which was achieved in <30% of ewes. In addition, this method involves considerably more time
and animal handling than cervical or laparoscopic techniques, and probably requires further

improvements to be applied in large-scale FTAI programs.
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4 CAPITULO 2 - UTILIZACAO DO BE E GNRH EM PROTOCOLO DE
SINCRONIZACAO CURTO DE OVELHAS, UTILIZANDO IMPLANTES DE BAIXA
CONCENTRACAO DE PROGESTERONA.

RESUMO

Estudos comparando taxa de prenhez em pequenos ruminantes demonstraram a possibilidade do
uso de protocolos de curta duracdo ao invés dos tradicionais protocolos de longa duragédo. Deste
modo, torna-se possivel a reutilizacdo de implantes de progesterona. Todavia, a reduzida
concentracdo de progesterona nos dispositivos reutilizados pode influenciar no surgimento da nova
onda folicular com probabilidade de induzir a persisténcia dos foliculos pré-ovulatdrios. Nestas
condicdes, a utilizacdo de BE no inicio do protocolo, pode permitir o surgimento de uma nova onda
folicular, bem como o uso do GnRH, no momento da inseminacdo, pode tornar a ovulagdo mais
sincrona. Este estudo avaliou o uso de BE no inicio de protocolos de curta duracdo e o uso de
GnRH no momento da inseminagdo de ovelhas Corriedale. Foram utilizadas 794 fémeas, que
receberam o dispositivo intravaginal (DICO®) de terceiro uso, sendo que metade das fémeas
receberam o BE (200 pug de deslorelina). Os implantes foram retirados ap6s 6 dias, quando foi
aplicado eCG (300 Ul) e prostaglandina (125 pg de cloprostenol de sédio). A IATF foi realizada
entre 48h e 56h apds a retirada do implante, por laparoscopia. No momento da inseminagdo, metade
das ovelhas que receberam BE no dia 0 e a metade do grupo que nao recebeu, foram submetidas a
injecdo de GnRH (50 pg). A prenhez foi diagnosticada ap6s 30 dias, por ultrassonografia. O uso
de BE no dia 0 incrementou a taxa de prenhez (46,4%, 187/403) em relacdo ao controle (40,4%,
158/391). J& 0 GnRH ndo influenciou as taxas de prenhez (43% sem GnRH e 43,9% com GnRH).
Conclui-se que o emprego de BE é uma alternativa viavel para protocolos utilizando implantes com
baixa concentracdo de progesterona (terceiro uso). Em contrapartida, o emprego de GnRH néo
produz beneficios, tornando dispensével o seu uso.

Palavras-chave: IATF. Ovinos. Indutor de ovulacdo. Protocolo de sincronizacao.
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ABSTRACT

Estradiol benzoate (BE) and GnRH in short-term ewes protocol with low progesterone

devices.

Studies evaluating pregnancy rate in small ruminants demonstrated that short-term protocols might
be used instead the traditional long-term protocols. In addition, these protocols make possible the
reuse of progesterone implants. The attenuated increase in progesterone with reused devices may
affect the emergence of a new follicular wave, and then to induce persistent preovulatory follicles.
Under these conditions, the use of BE at beginning the protocol may be an alternative to allow the
emergence of a new wave and the use of GnRH to induce the ovulation make ovulation more
synchronous. This study evaluated the use of BE at the beginning of short-term protocols and the
use of GnRH at the time of insemination of Corriedale ewes. A total of 794 females were inserted
with third use intravaginal device (DICO®), and half of the females received BE estradiol benzoate
(200 pg). Implant removal was performed after 6 days and followed by the application of eCG (300
IU) and prostaglandin (125 pg sodium cloprostenol). At the time of insemination, half of the ewes
that received BE and half of those that not received, were injected with GnRH (50 pg). IATF was
performed by laparoscopy between 48h and 56 h after implant removal. Pregnancy detection was
performed after 30 days by ultrasonography. The use of BE on day 0 increased the pregnancy rate
(46.4%, 187/403) in comparation to control (40.4%, 158/391). GnRH did not influence pregnancy
rates (43% without GnRH and 43.9% with GnRH). It is concluded that the use of BE is a viable
alternative for protocols with low concentration of progesterone implants (third use). On the other
hand, the use of GnRH does not produce benefits.

Key-words: Follicular dynamics. Sheep. Synchronization protocol.



47

4.1 INTRODUCAO

A técnica de sincronizacdo mais utilizada na espécie ovina é baseada no uso de
progestageno intravaginal por um periodo de 12-14 dias, associado com a administracao de eCG.
Este protocolo foi elaborado antes de 1990, quando ndo havia o conhecimento da dindmica folicular
em pequenos ruminantes (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Em ovelhas, um prolongado
tratamento com progestagenos geralmente é associado a baixas taxas de concepcdo (VINOLES et
al., 2001) e variaveis taxas de fertilidade (GORDON 1983; MENCHACA; RUBIANES, 2004),
por induzirem a ovulagéo de foliculos velhos (VINOLES et al., 2001) e produzirem alto indice
de vaginite.

Vifioles et al. (1999) e Ungerfeld e Rubianes (1999), em ovelhas de corte, encontraram
melhora significativa nas taxas de prenhez com o uso do protocolo curto com 6 dias, em relacdo ao
longo (12 dias) de progesterona. Desde entédo, os protocolos curtos vem sendo ajustados buscando
melhorar a sincronizagéo e a taxa de prenhez.

A taxa de prenhez é afetada pelo implante de progesterona utilizado (CIDR-G: 55,8%,
DICO: 55,7%, MAP esponjas: 37,4%) sendo CIDR® e DICO® semelhantes e superiores a
esponjas (SANTOS NETO et al., 2015). O Dispositivo Intravaginal Caprino e Ovino (DICO®),
que contém 0,3g de progesterona foi testado em relacdo a sua reutilizacdo em protocolos curtos e
proporciou uma melhor relacdo custo beneficio do implante (VILARINO et al., 2010). Porém,
estudos demostraram que quando reutilizados, os implantes ndo permitem um adequado pico de
progesterona e muitas vezes ndao promove a inducao de uma nova onda folicular.

Um estudo avaliando a reutilizagdo de implante CIDR-G por até 3 vezes, demonstrou que
o implante de primeiro uso promoveu a emergéncia de uma nova onda folicular (turn over) em
100% dos animais, em contraste com os de segundo e terceiro uso (turn over = 80%). A taxa de
prenhez também foi inferior com o implante de terceiro uso, possivelmente pelo baixo nivel de
progesterona, que ndo desencadeou a nova onda folicular (VILARINO et al., 2011).

Em relagéo ao DICO, a porcentagem de ovelhas que ovularam um foliculo da nova onda
foi de 100% (10/10) com dispositivo de primeiro uso, 77,8% (7/9) com dispositivo de segundo uso
e 80% (8/10) com o de e terceiro uso. Com os implantes de terceiro uso, o nivel de progesterona
sérica no decorrer do protocolo foi menor (VILARINO et al., 2013). A reduzida concentracio de

progesterona, com dispositivos reutilizados, pode afetar o surgimento da nova onda folicular,
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possibilitando a persisténcia de foliculos pré-ovulatérios. Por esta razdo, ha uma tendéncia (P <
0,06) de os implantes de terceiro uso proporcionarem taxas de prenhez 10% menores do que 0s
implantes de primeiro e segundo uso (VILARINO et al., 2013).

A administracdo de estradiol-17 § em ovelhas produziu efeitos semelhantes aos observados
nos bovinos, com regressdo do foliculo dominante e emergéncia de uma nova onda folicular trés
dias mais tarde (MEIKLE et al., 2001). Barrett et al. (2008) confirmaram este efeito do estradiol-
17 B (E2) em ovelhas em anestro e observaram que a associa¢do do E2 ao progestageno (MAP),
com a aplicacdo de eCG no final do protocolo, ndo s6 promove a emergéncia e sincronia da onda
folicular, como melhora a sincronizacdo das ovulagfes. A aplicagdo de BE se mostra como uma
alternativa para possibilitar um melhor aproveitamento do implante de terceiro uso, mantendo as
taxas de sincronizagdo em niveis mais aceitaveis.

Baixos niveis de progesterona sérica aumentam a frequéncia de pulsos de LH, o que
aumenta o tamanho do foliculo dominante e realiza o feedback positivo do estradiol com o eixo
GnRH e LH. Concentracfes subluteais de progesterona fazem com que aumente os pulsos LH,
porém sem a ocorréncia do pico, determinando que o maior foliculo persista e a dominancia seja
prolongada (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Uma alternativa que ja foi testada em outras
espécies é 0 uso de indutores de ovulagdo. Em cabras, Pierson (2003) demonstrou sucesso na
inducdo do pico de LH aplicando GnRH 24h ap6s a retirada do dispositivo intravaginal e
administrando eCG (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Em protocolos curtos para ovinos, esses
indutores ainda ndo foram avaliados, o que motiva investigacdes.

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicacdo de BE no dia 0 (inser¢do do dispositivo
intravaginal), com protocolos curtos de progesterona, empregando implantes de baixa
concentracdo de progesterona, bem como avaliar o efeito da aplicacdo de GnRH (deslorelina) no

momento da inseminacdo, como indutor de ovulacao.

4.2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no departamento de Tacuarembo6/Uruguai (33° S) com 794
fémeas cruzadas Merino e Corridale no més de maio de 2016, divididas em trés repeti¢c6es. No
momento da introducao do dispositivo intravaginal caprino ovino (DICO®) de terceiro uso, metade
das fémeas recebeu o BE (200 ug) e a outra metade ndo. A retirada do implante foi realizada apés
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seis dias da insercdo e seguida da aplicacdo de eCG (300 Ul) e prostaglandina (125 pg de
cloprostenol de sddio).

A IATF foi realizada por laparoscopia, entre 48h e 56h apds a retirada do implante. Foi
utilizado sémen congelado, com dose inseminante de 70 milhdes de espermatozoides. No momento
da inseminagdo, na maca de laparoscopia, metade das ovelhas que recebeu o BE no dia 0, também
recebeu 0 GnRH (50 pg de deslorelina), assim como a metade das ovelhas que ndo receberam o
BE no dia 0, constituindo quatro grupos experimentais.

De acordo com Ishwar (1995) a prenhez foi confirmada apos o periodo de 30 dias por

ultrassonografia transretal com transdutor linear 7,5Mhz (Aloka 500SSD, Tokio, Jap&o).

4.3 ANALISE DE ESTATISTICA

A taxa de prenhez foi comparada pelo GLMM do pacote Infostat, através do modelo linear
generalizado e misto. Os fatores fixos foram os tratamentos com ou sem BE e com ou sem GnRH

e a interacdo entre ambos. O nivel de significancia foi definido para um valor de P <0,05.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito da aplicacdo de BE no inicio de protocolo curto de
sincronizacdo do estro em ovelhas, com implantes de terceiro uso, assim como o uso de GnRH. A
administracdo de BE no dia 0 do protocolo curto, com implante de terceiro uso, proporcionou um

aumento da taxa de prenhez das ovelhas (Tabela 1).
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Tabelal - Percentual de prenhez obtida com protocolo curto (6 dias), empregando implantes de
progesterona de terceiro uso, avaliando a aplicacdo ou ndo de BE no dia O e a aplica¢do ou ndo de
GnRH no momento da inseminacao, em ovelhas.

Efeito principal

Sem BE Com BE (P=NS)
Sem GnRH 38,3% (74/193) 47,3% (98/207)  43,0% (172/400)
Com GnRH 42,4% (84/198) 45,4% (89/196)  43,9% (173/394)
Somatério 40,4% (158/391)*  46,4% (187/403)°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

A adocdo de protocolos curtos de inducdo e sincronizacdo de estro, cria a possibilidade de
se reutilizar os implantes de progesterona, proporcionando uma consideravel redugdo no custo do
processo. Implantes constituidos por 0,3g de progesterona (DICO®), em seu primeiro uso,
demonstraram ser capazes de induzir o desenvolvimento de uma nova onda folicular, em todas as
fémeas (VILARINO et al., 2011).

Todavia, mesmo utilizando protocolos curtos, ocorre uma menor liberacdo de
progestagenos, quando os implantes sdo reutilizados. Vilarifio et al. (2011 e 2013) demonstraram
gue num segundo, ou terceiro uso destes implantes, ndo € possivel manter a concentracdo de
progesterona necessaria para promover a emergéncia de uma nova onda folicular em todas as
fémeas. Isto ocorre em funcdo de os implantes de segundo e terceiro uso serem incapazes de
promover o “turn over ” folicular, determinando a reducdo na taxa de prenhez, quando se utiliza os
implantes CIDR® e DICO® de terceiro uso (VILARINO et al., 2011 e 2013). O emprego de BE
poderia ser uma alternativa para superar esse entrave de sincronizacao, ja que poderia determinar
o inicio de uma nova onda folicular, no decorrer do protocolo.

O incremento na taxa de prenhez observado neste estudo, ao introduzir o BE no dia 0 do
protocolo, demonstra que esta € uma adequada alternativa para viabilizar a reutilizacdo dos
implantes de progesterona de terceiro uso, quando se adota o protocolo curto. Aparentemente, ao

aplicar o BE houve um auxilio hormonal para que se iniciasse uma nova onda folicular no decorrer
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do protocolo. Fato semelhante foi observado por Barret et al. (2008), com a associagdo de E2 aum
progestadgeno (acetilmedroxiprogesterona) e aplicacdo de eCG no final de protocolo longo, que
promoveu a emergéncia e sincronia da onda de crescimento folicular, bem como melhorou a
sincronizacao das ovulagdes.

Todavia, a comprovacdo do inicio de uma nova onda folicular com a aplicacéo de BE neste
estudo, somente poderé ser comprovada com a avalia¢do do estudo da dindmica folicular, realizada
com fémeas submetidas ao protocolo avaliado. A manutencéo de adequadas taxas de prenhez, nos
trés usos dos dispositivos, proporciona uma relacdo custo beneficio altamente positiva para o
sistema de producéo (VILARINO, 2013).

Em condig¢Bes normais, baixos niveis de progesterona sérica aumentam a frequéncia de
pulsos de LH, o que determina o crescimento do foliculo maior (dominante) e oportuniza o
feedback positivo do estradiol com o0 GnRH e LH. A reutilizacdo de implantes de progesterona, ao
atenuar os niveis de progesterona pode afetar o surgimento de uma nova onda folicular, com a real
possibilidade de induzir a persisténcia dos foliculos pré-ovulatérios (VILARINO et al., 2013).
Concentragdes subluteais de progesterona fazem com que os pulsos LH aumentem, porém sem a
ocorréncia do pico, determinando que o grande foliculo persista e a dominancia seja prolongada
(MENCHACA; RUBIANES, 2004).

Com base nestes fatos, o uso do GnRH (deslorelina) no momento da inseminacdo, poderia
ser 0 auxilio necessario para a inducdo da ovulacdo destes foliculos. Todavia, ao contrario do
esperado, neste estudo a aplicacdo de GnRH no momento da ovulacdo, ndo melhorou as taxas de
prenhez das ovelhas, em relacdo aos grupos sem GnRH (43,9% versus 43%, respectivamente).
Com base na taxa de prenhez obtida, ndo existem beneficios que justifiquem o uso de GnRH nestes
protocolos.

Os dados obtidos permitem concluir que a administracdo de 200 pug BE no dia 0 de
protocolos curtos para ovelhas, é uma alternativa adequada para a utilizacdo de implantes de
progesterona de terceiro uso, possibilitando adequadas taxas de prenhez. Ja a utilizacdo de GnRH
no momento da inseminagdo se mostrou inefetiva para aumentar a taxa de prenhez. A finalizacdo
dos estudos de dindmica folicular, podera oportunizar a melhor compreensdo dos resultados

observados.
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5 CAPITULO 3 - DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS CRUZA CORRIEDALE X
MERINO, UTILIZANDO BE NO DIA 0 E GNRH COMO INDUTOR DA OVULACAO, EM
PROTOCOLO CURTO COM IMPLANTE DE BAIXA CONCENTRACAO DE
PROGESTERONA (DADOS PARCIAIS)

5.1 INTRODUCAO

Com o dominio da técnica de avaliagdo da dinamica folicular em ovinos por
ultrassonografia a partir da decada de 90, se tornou possivel adquirir conhecimentos mais concretos
sobre o funcionamento da dindmica ovariana na ovelha (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Com
a ultrassonografia, torna-se possivel o acompanhamento dos momentos de emergéncia de onda,
crescimento folicular e ovulacdo, diferente de trabalhos anteriores que realizavam avaliacdes de
ovario empregando a laparoscopia ou laparotomia, em momentos pontuais (BOSCOS et al., 2002).

A determinacdo da concentracdo hormonal plasmatica também pode auxiliar no
entendimento e na definicdo da real funcionalidade das estruturas mapeadas por ultrassonografia.
Como por exemplo se um cisto ovariano ¢ funcional ou afuncional, se o foliculo esta liberando ou
ndo estrégeno, ou até mesmo a real concentracdo hormonal plasmatica, apds a aplicacdo de
hormbnios exdgenos. Este alicerce vem sendo utilizado para melhor compreender os
acontecimentos e a efetividade de diferentes protocolos (VILARINO et al., 2010; VILARINO et
al., 2011).

Assim, como forma de interpretar os resultados obtidos no estudo apresentado no capitulo
trés, que avaliou 0 BE como possivel indutor de uma nova onda folicular, quando os niveis de
progesterona sdo baixos, optou-se pela realizacdo de um novo estudo, com o prop6sito mapear a
dindmica folicular do periodo compreendido desde dois dias antes do inicio do protocolo, até o
momento da ovulacdo, utilizando implantes de terceiro uso.

A avaliacdo dos resultados determinara, com maior seguranca, 0 momento da emergéncia
da onda folicular, assim como o momento da ovulacdo em cada grupo experimental. Os dados
apresentados sdo parciais, j& que as dosagens hormonais, assim como a respectiva avaliacdo

estatistica, ndo foram concluidas.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante os meses de abril e maio de 2017, no campo
experimental 1 da faculdade de Medicina Veterinaria do Uruguai. Os grupos experimentais foram
semelhantes aos avaliados no estudo 2, ja que o objetivo foi aprofundar o entendimento dos
resultados obtidos anteriormente. Durante o primeiro més foi realizado um treinamento, buscando
a capacitacao e o aprimoramento da técnica de avaliacdo da dinamica folicular por ultrassonografia
via transretal de ovarios de ovelha. Para realizacdo do procedimento, a ovelha foi mantida em
estacdo em um tronco. Inicialmente as fezes eram removidas do reto e entdo injetado 60 mL de
uma emulséo de carboximetilcelulose. O transdutor foi fixado com fita adesiva em uma guia
construida em plastico, que assegurava firmeza durante a manipulacdo do transdutor, para
localizacdo dos ovarios.

Apos o periodo de treinamento e a adaptagdo dos animais; quarenta ovelhas cruzadas
Merino x Corriedale, foram selecionadas para a avaliacdo ultrassonografica. Os animais foram
divididos em dois grupos com vinte animais (duas repetices) para possibilitar o mapeamento do
ovario de cada individuo, dentro do tempo estipulado. Em cada repeticao, inicialmente os animais
foram submetidos a duas aplicagcdes de prostaglandina (125 pg de cloprostenol de sédio, D +
cloprostenol, Ciclase, Syntex, Buenos Aires, Argentina) com o intervalo de oito dias antes de
receberem o dispositivo intravaginal de progesterona de terceiro uso, que permaneceu por seis dias.
Na insercdo do implante, metade das ovelhas recebeu BE (200 ug) e 48 horas ap0s a retirada,
metade das ovelhas que receberam BE, assim como metade das ovelhas que ndo receberam o BE,
foram injetadas com GnRH (50ug). Dois dias antes da inser¢do dos implantes, foi iniciado o
monitoramento dos ovarios das ovelhas, que eram mapeados através de ultrassonografia transretal,
com transdutor linear de 7,5MHz de frequéncia. Todas as avaliacGes foram gravadas e armazenadas
para posterior revisdo das imagens. A ovulacdo era considerada ap0s constatagdo da auséncia do
foliculo dominante, sendo confirmado na préxima avaliacéo, apds 12 horas do observado.

Amostras de sangue foram coletadas diariamente, por venopunc¢do da Jugular, antes de
iniciar as ultrassonografias pela manhd. As amostras eram processadas e armazenadas para a
posterior determinacgdo da concentragdo plasmatica de estrégeno e progesterona. Desde a insercdo

dos implantes, capdes androgenizados foram agregados para evidenciar a manifestacdo de cio. A
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tinta marcadora era retocada, entre o peito e o prepdcio, diariamente pela manhd, quando ja era

verificado se alguma ovelha havia entrado em cio.

5.3 RESULTADOS PARCIAIS OBTIDOS

Os resultados obtidos no experimento de dindmica folicular estdo sendo processados e
analisados, porém ja foi possivel observar alguns fatos ocorridos. Um acontecimento observado foi
a manifestacédo de estro durante o protocolo em doze das quarenta ovelhas, sendo que destas, dez
foram marcadas pelo rufido androgenizado nas primeiras 48 horas ap6s a aplicacdo do BE. Isto
indica um provavel efeito colateral da aplicacdo do BE, em fémeas com implantes de progesterona
reutilizados. Os outros dois animais que manifestaram cio, sem a aplicacdo do BE, a manifestacao
ocorreu as 60 e 96 horas apds a colocacao do implante, demostrando uma provavel ineficacia de
liberacdo de progesterona do implante, que ndo bloqueou a manifestacdo do estro e a possivel
ovulagéo.

A aplicacdo do BE no dia 0 tornou 0 momento do estro apés a retirada do implante mais
préximo ao observado quando utilizados implantes novos (33,3 horas apds a retirada). Ja as ovelhas
que ndo receberam o BE, apresentaram um cio antecipado (22,8 horas ap06s a retirada). O momento
do desaparecimento do foliculo dominante também foi antecipado nas ovelhas em que néao foi
aplicado o BE (50,6 h ap6s a remocdo do implante), em relacdo aos animais que receberam o BE
(62 horas da remocéo do implante).

O diametro médio do foliculo pré-ovulatorio foi 8,6mm para o grupo sem BE e sem GnRH,
7,7mm para o grupo sem BE com GnRH, 7,5mm para o grupo com BE e sem GnRH e 7,3mm para
com BE e com GnRH. O maior didmetro do foliculo pré-ovulatdrio no grupo sem BE e sem GnRH,
pode estar relacionado ao fato de que nesse grupo, apenas 37,5% das ovelhas ovularam um foliculo
proveniente de uma nova onda folicular. Em contrapartida, a ovulagdo de um foliculo proveniente
de uma nova onda folicular ocorreu em 90% dos animais que receberam o BE no dia 0.

Outro fato interessante é que quatro ovelhas ndo ovularam, sendo uma do grupo com BE e
com GnRH, uma do grupo com BE e sem GnRH e duas do grupo sem BE e sem GnRH. Essas
dindmicas serdo reavaliadas para elucidar os provaveis motivos (foliculo afuncional, cisto folicular,
tamanho de foliculo insuficiente, ovulacdo de foliculo de menor tamanho) para entdo tomar

decisbes sobre a condugéo da analise estatistica.
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As amostras de plasma sanguineo para determinagcdo da concentracdo plasmaética de
progesterona e estrdgeno estdo armazenadas, para posterior avaliagdo. A determinagdo das
concentragdes plasmaticas de estrogeno e progesterona irdo auxiliar no entendimento e na definicéo
da real funcionalidade das estruturas mapeadas por ultrassonografia, assim como as alteracdes da

concentra¢do hormonal promovida pela aplicagdo dos hormdnios exdgenos.
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6 CAPITULO 4 - TREALOSE E PLASMA SEMINAL LIOFILIZADO EQUINO NO
CONGELAMENTO DE SEMEN OVINO

RESUMO

A baixa fertilidade do sémen congelado ovino se deve as alteracdes fisicas e quimicas ocorridas
durante o processo de criopreservagdo, que promovem a prematura capacitacdo e a reducdo da
motilidade e da viabilidade espermatica. Assim, estratégias que possibilitem o prolongamento da
viabilidade do sémen congelado e que otimizem o transporte espermatico no trato reprodutivo da
fémea, sdo necessarias. Dentre as estratégias pesquisadas, o uso de trealose e PSLE, tem se
mostrado promissores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o emprego da trealose e da associagao
trealose + PSLE ao diluente de congelamento, sobre as caracteristicas do sémen ovino apos o
descongelamento. O PS equino foi obtido de ejaculados coletados de garanhdes aptos a reprodugéo
a centrifugacdes sucessivas. O pool de PS foi congelado e posteriormente liofilizado. Uma amostra
do plasma liofilizado foi submetida & dosagem proteica por Braford. O sémen ovino para
congelamento foi obtido por vagina artificial, de trés carneiros sexualmente maduros. Depois de
avaliados, os ejaculados constituiram um pool, que foi fracionado em trés grupos para o
congelamento: Controle: sémen coletado + diluente Tris-gema glicerolado; Trealose (TT): sémen
coletado + diluente com adicdo de 100 mM de trealose e Trealose + PSLE (TTP): sémen coletado
+ diluente com adicdo de 100 mM de trealose e 600 pg de proteina de PSLE. As doses foram
envasadas em palhetas 0,25mL com uma concentragdo de 100 milhdes de espermatozoides por
palheta. O resfriamento e congelamento foram realizados no equipamento TK3000 e as doses
foram armazenadas em botijao criogénico. Foram realizadas dez repeti¢Ges, onde duas palhetas de
cada repeticdo foram avaliadas. Para analise da viabilidade, o sémen foi descongelado a 37 °C por
20 segundos e em seguida submetido as avalia¢des in vitro. As avaliacfes consistiram em Teste de
Termo resisténcia (TTR), Teste Hiposmético (HOST), Teste de migracdo ascendente Swim Up e
morfologia espermatica. Foi observado um efeito positivo da adicéo de trealose ou trealose + PSLE
na motilidade e vigor espermatico do sémen descongelado (0 h) em relacdo ao controle (TC =
36,5%/3, TTP =42%/3,3 e TT =43,5%/3,3). A adi¢do de Trealose mostrou-se como o tratamento
mais efetivo, permitindo maior motilidade progressiva em todos os tempos do TTR. Quanto ao
vigor, no decorrer do TTR a trealose apresentou superioridade aos demais tratamentos, exceto na
primeira hora. No teste hiposmotico observou-se maior taxa de integridade de membrana nos
espermatozoides tratados com trealose + PSLE (38,6%), que foram superiores ao controle (25,8%),
porém ndo diferiram do grupo tratado com trealose (32,7%). Em relagdo a morfologia espermética
(espermatozoides normais), ndo houve diferenca entre os grupos controle (90,2%), trealose+plasma
(94,0%) e trealose (91,1%). A maior migracdo dos espermatozoides apos swim up foi obtida no
grupo trealose + PSLE (4,2x10° espermatozoides/mL), que foi superior ao grupo trealose (3,2x10°
espermatozoides/mL), sendo ambos superiores ao grupo controle (1,9x10° espermatozoides/mL).
Nas avaliacOes realizadas ap0s a submissao ao swim up, observou-se maior motilidade progressiva
nos grupos trealose (85%) e trealose+PSLE (83,5%) que ndo diferiram entre si e foram superiores
ao controle (78%). Também foi observado maior vigor no grupo trealose (3,4) que néo diferiu do
grupo trealose + PSLE (3,3), mas foi superior ao grupo controle (3,2). A adi¢do de 100 mM de
trealose, ou de 100 mM de trealose + 600 ug de proteina de PSLE, adicionados ao meio de
congelamento, melhoram as caracteristicas funcionais do sémen ovino apds o descongelamento. O
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tratamento com adicao de 100 mM de trealose proporciona maior viabilidade ao sémen ovino apos
o0 descongelamento ao decorrer do TTR, porém o tratamento trealose + PSLE proporciona maior
migracao espermatica e integridade de membrana, demonstrando a necessidade de testes in vivo.

Palavras-Chave: Criopreservacdo. Aditivos. Motilidade espermatica. TTR.
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ABSTRACT

The low fertility of ram frozen semen is due to the physical and chemical changes that occur during
the cryopreservation. The process promote premature capacitation and the reduction of sperm
motility and viability. Therefore, strategies are necessary to promote the increase viability of frozen
semen, and to optimize the sperm transport along the female reproductive tract. Among the
strategies, the use of trehalose and lyophilized equine seminal plasma (LESP) are promising
strategies. The aim of this study was to evaluate the use of trehalose and the association trehalose
plus LESP in the freezing medium, on the characteristics of ram semen after thawing. LESP was
obtained from stallions ejaculates after successive centrifugations of seminal plasma that was
further frozen and later lyophilized. The lyophilized plasma was submitted to protein dosage by
Braford methodology. Ram semen for freezing was obtained by artificial vagina from 3 mature
males. After evaluated, the ejaculates constituted a pool, which was fractionated into 3 groups for
freezing: Control: semen collected + Tris-glycerolate diluent; Trehalose (TT): semen collected +
diluent added with 100 mM trehalose, and Trehalose + LESP (TTP): collected semen + diluent
with addition of 100 mM trehalose and 600 pg of LESP protein. Semen were loaded in 0.25 mL
straws with 100 million spermatozoa concentration. Cooling and freezing were performed on the
TK3000 equipment, and the straws were stored in cryogenic container. Ten replicates were
performed, being 2 straw of each replicate analyzed. For evaluation of viability, the semen was
thawed at 37 °C during 20 seconds and then subjected to in vitro evaluations. The evaluations
consisted of Thermo Resistance Test (TRT), Hyposmotic Test (HOST), Swim Up and sperm
morphology. A positive effect of addition of Trehalose or Trehalose + LESP was observed on
motility and sperm vigor of the thawed semen (0 h) compared to the control (TC =36.5% /3, TTP
=42% /3.3 and TT = 43.5% / 3.3). The addition of Trehalose was the most effective treatment,
showing higher progressive motility at any time of TRT. Regarding the vigor, during the TRT,
Trehalose was superior to all other treatments, except for the first hour. In the hyposmotic test, a
higher rate of membrane integrity was observed in spermatozoa treated with Trehalose + LESP
(38.6%), which were higher than the control (25.8%), but did not differ from Trehalose treated
group (32.7 %). In relation to sperm morphology (normal spermatozoa), there was no difference
between the control (90.2%), Trehalose + plasma (94.0%) and Trehalose (91.1%) groups. The
highest sperm migration after swim up was obtained in the Trehalose + LESP group (4.2x10° sperm
/ mL), which was superior to the Trehalose group (3.2x10° spermatozoa / mL), and both were
superior to the control group (1.9x10° spermatozoa / mL). In the evaluations performed after
submission to Swim up, higher progressive motility was observed in the Trehalose (85%) and
Trehalose + LESP (83.5%) groups, which did not differ among them and were superior to the
control group (78%). Higher vigor was also observed in the Trehalose group (3.4), which did not
differ from Trehalose + LESP group (3.3), but was superior to the control group (3.2). Addition of
100 mM trehalose, or 100 mM trehalose + 600 pg lyophilized equine seminal plasma protein, added
to the freezing medium, improves the functional characteristics of ram semen after thawing. The
addition of 100 mM of trehalose provided the highest viability to the ovine semen, however
trehalose + LESP treatment was high sperm migration and membrane integrity evidencing the need
of in vivo tests.

Keywords — Cryopreservation. Additives. Sperm motility. TRT.
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6.1 INTRODUCAO

O congelamento e descongelamento do sémen ovino reduzem a motilidade e o transporte
espermatico no trato reprodutivo da fémea (SALOMON; MAXWELL, 1995). Isto ocorre devido
a lesdes estruturais, bioguimicas e funcionais, causadas no processamento do sémen. Mesmo 0s
espermatozoides que se mantém vivos e moéveis apds descongelamento tem a sua viabilidade
diminuida no trato reprodutivo da fémea, em comparacdo aos néo criopreservados (MAXWELL e
WATSON, 1996). Durante a criopreservacao, as deficiéncias funcionais observadas nas células
espermaticas de carneiros devem-se ao elevado teor de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa, existentes na membrana dos espermatozoides (WATSON, 1995). A criolesdo espermatica
promove a prematura inducdo de um estado semelhante a capacitacdo, a chamada criocapacitacao
(BAILEY et al., 2000). Esta capacitacdo prematura do espermatozoide altera sua motilidade,
viabilidade e posteriormente a sua longevidade (GILLAN; MAXWELL, 1999), resultando em
menores taxas de prenhez com sémen congelado.

Alternativas que preservem a viabilidade seminal ap6s o descongelamento vao possibilitar
gue um maior nimero de espermatozoides chegue ao sitio da fecundagdo, aumentando as taxas de
prenhez. Nesse sentido, diversos aditivos tém sido utilizados visando prevenir ou reduzir os danos
causados durante o processamento do sémen, com destaque para a trealose (AISEN et al., 2002) e
0 PS (LEAHY et al., 2010).

A trealose é um dissacarideo que apresenta diversas fungdes, como o aporte energético aos
espermatozoides, a manutencdo do equilibrio osmoético do meio e funcdo crioprotetora,
desidratando as celulas espermaticas e minimizando os efeitos causados pela formag&o de cristais
de gelo intracelular. Em funcéo disso, a trealose é incluida em diluentes de sémen, para aumentar
a fertilidade ap6s o descongelamento (AISEN et al., 2002). Além disso, este aclcar € um
antioxidante e oferece prote¢cdo as membranas de espermatozoides de carneiro submetidos a baixa
temperatura (LOPEZ-SAAZ et al., 2000). A trealose também interage com os fosfolipidios e
proteinas da membrana, proporcionando mais flexibilidade, o que previne criolesdes (AISEN et al,
2002; BUCAK et al., 2007). Assim, a suplementacdo de trealose em diluentes de sémen melhora a
viabilidade e motilidade de sémen ovino refrigerado ou congelado (BUCAK et al., 2007).

O PS também tem sido utilizado em protocolos de congelamento de sémen ovino (EVANS
et al., 2000; DOMINGUEZ et al., 2008; LEAHY et al., 2009; LEAHY et al., 2010), minimizando
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os danos causados pela criopreservacdo. O PS protege e repara 0s espermatozoides, tanto no nivel
estrutural, quanto no funcional (MUINO-BLANCO et al., 2008). O PS contém proteinas que
previnem a capacitacdo, aumentando a longevidade do sémen de carneiro congelado (MAXWELL
et al., 2007), melhorando a motilidade, a viabilidade, a integridade de acrossoma e a respiragdo
mitocondrial no sémen descongelado.

Embora o efeito benéfico do PS ovino esteja bem demonstrado na qualidade espermética e
na fertilidade de ovelhas inseminadas com sémen congelado, (MAXWELL; JOHNSON, 1999), o
seu baixo volume ejaculado e o aumento no volume da dose inseminante, com a consequente
reducdo da concentracdo, limitam o seu emprego. A viabilidade do uso de PS heterdlogo,
especialmente o PS equino ja foi comprovada (MARTINS et al., 2013). Isto, associado somente
ao processo de liofilizacdo, possibilita a incorporacdo do PS ao diluente, praticamente sem
alteracdo da concentracdo da dose inseminante. O efeito positivo do PS equino liofilizado na
motilidade espermaética e na taxa de clivagem apds FIV heter6loga, com sémen ovino congelado,
ja foi demonstrado (CASALLI, 2014).

Desta forma, € justificada a avaliacdo da associacdo de PSLE com a trealose sobre a
criotolerdncia de espermatozoides ovinos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizacdo da
trealose e da associacdo de trealose e PSLE ao diluente de congelamento, sobre as caracteristicas

do sémen ovino, apds o descongelamento.

6.2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal Professor Assis Roberto
de Bem, do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina,
municipio de Lages/SC e na Estacdo Experimental de Pesquisa Agropecuaria (EPAGRI) em
Lages/SC.

6.2.1 Obtencéo do plasma seminal
O PS equino foi coletado e processado em época de estacdo de monta da espécie

(novembro). Quatro garanhdes sexualmente maduros foram coletados com o auxilio da vagina

artificial, para obtencdo de plasma seminal. Logo apds a obtencdo do sémen, a viabilidade
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espermatica foi avaliada, sendo utilizados apenas os ejaculados que apresentaram aspecto, vigor e
motilidade espermatica progressiva, compativeis com os padrdes minimos recomendados pelo
Colegio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013).

A seguir, os ejaculados foram submetidos a centrifugacGes sucessivas até ndo haver
formac&o de precipitado (5000 rpm em Centrifuga Fanem Baby®). O pellet formado foi descartado
e 0 sobrenadante centrifugado em ciclos subsequentes. Em seguida foi constituido um pool de PS,
que foi liofilizado em um liofilizador Christ Alpha 1-4 Freeze Dryer. O plasma liofilizado foi
submetido a determinacdo da concentracdo proteica espectrofotometria direta, segundo a

metodologia preconizada por Bradford.

6.2.2 Obtencao e processamento do sémen

O sémen ovino foi obtido de ejaculados de trés carneiros da raca Lacaune, sexualmente
maduros (3-4 anos de idade), mantidos sob o mesmo manejo, em condi¢cdes ambientais e
mineralizacdo ad libitum. A coleta de sémen foi realizada com o auxilio de vagina artificial e o
sémen avaliado segundo os parametros preconizados pelo CBRA (2013). O volume dos ejaculados
considerados viaveis foi utilizado para a confec¢cdo de um pool. Em seguida, o pool foi dividido
em trés aliquotas divididas estre os grupos experimentais, ja diluidos até a concentracdo de 100
milhdes de espermatozoides por palheta 0,25 mL.

Os grupos experimentais foram: grupo 1 (controle) no qual o sémen foi diluido em meio
Tris-gema glicerolado segundo Evans e Maxwell (1987). Grupo 2 (TT) onde o sémen foi diluido
com o meio Tris-gema glicerolado com a adi¢cdo de 100mM de trealose (AISEN et al., 2002) e
grupo 3 (TTP) onde o sémen foi diluido com o meio Tris-gema glicerolado com a adicéo de 100
mM de trealose e 600 pg de proteina de PSLE. A curva de resfriamento (-0,5° por min) e
congelamento foi realizada em maquina TK3000 e o sémen envasado em palhetas de 0,25 mL e

armazenado em botijdo criogénico para posterior avaliagéo.

6.2.3 AvaliacOes pos descongelamento

O sémen foi descongelado a 37 °C por 20 segundos e em seguida submetido as avaliacdes
in vitro. Foi avaliada a motilidade e o vigor, no decorrer do teste de termoresisténcia (TTR), a
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integridade de membrana por teste hiposmotico (HOST), a migragao espermatica por swim up e a
morfologia espermaética.

Para avaliagdo da integridade de membrana foi adicionado 10 uLL de s€émen a uma solugao
hipoosmotica de 50 mOsm por 15 min. Posteriormente foi realizada a avaliagdo em microscépio
oOptico, sendo contadas 200 células espermaéticas por lamina. Células com cauda dobrada indicavam
membrana integra. Para avaliagdo de migragdo ascendente, por swim up, foram depositados 100
uL de sémen no fundo de um tudo cénico com 1 mL de meio sperm TALP, mantidos em banho
mariaa 37° C. Permitiu-se a migracéo por 30 minutos, quando o sobrenadante (850 pL) foi retirado
e centrifugado para a realizagdo da avaliacdo da motilidade espermatica e concentracdo em camara
de Neubauer. A avaliacdo da morfologia foi realizada através de esfregaco em lamina que ap6s
seca foi corada 1min com corante vermelho congo em solucédo saturada e 30 segundos na violeta
de genciana 0,5% (Coloracdo de Cerowski). Apos, foi realizada a avaliacdo de 200 células por
lamina, com a identificacdo das patologias espermaticas. Foram realizadas cinco repeticdes com 2
palhetas cada.

6.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos & anélise de variancia, sendo a comparagdo dentro de um
mesmo tempo de TTR, patologias espermaticas, teste hiposmatico e swim up, entre 0s grupos
avaliadas pelo Teste T. Para comparar a motilidade e vigor ao longo do tempo de TTR foi utilizado

0 Teste Tukey. Todas as avaliagdes foram realizadas com 5% de significancia.

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma variagdo na osmolaridade dos diferentes grupos experimentais. A
osmolaridade foi determinada na auséncia do crioprotetor, sendo de 320 mOsm no grupo controle,
350 mOsm no grupo Trealose e 380 mOsm no grupo Trealose + Plasma seminal liofilizado equino.

Pode-se observar um efeito positivo da adi¢do de trealose ou trealose + PS na motilidade e
vigor espermatico do sémen descongelado (0 h), em relagdo ao controle (TC = 36,5%/3, TTP =
42%/3,3 e TT = 43,5%/3,3). A adicdo de trealose mostrou-se como o tratamento mais efetivo,
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permitindo maior motilidade progressiva em todos os tempos testados no decorrer do TTR (Tabela
1). Estes resultados estdo de acordo com os observados por Chillar et al., (2012), que obtiveram
melhora na qualidade de sémen bovino, com aumento da motilidade e da integridade da membrana.
Sabe-se que a motilidade espermatica é uma das caracteristicas mais importantes na avaliacao
espermatica, sendo uma variavel que afeta altamente a fertilidade do reprodutor, principalmente se
associada a um alto vigor. Quanto ao vigor, no decorrer do TTR, a trealose apresentou
superioridade aos demais tratamentos, exceto na primeira hora.

Em relacdo ao tratamento trealose + PSLE, embora tenha proporcionado resultados
superiores ao tratamento controle, estes foram inferiores a0 emprego da trealose isoladamente.
Possivelmente estes resultados inferiores sejam decorrentes de uma excessiva osmolaridade do

meio, proporcionada pela inclusdo simultanea dos dois aditivos (380 mOsm).

Tabela 1- Percentual de motilidade progressiva e vigor (escala de 1-5) de sémen ovino congelado
em Tris gema glicerolado (Controle) ou adicionado de trealose + plasma seminal equino liofilizado
(PSLE) ou trealose. As avaliacBes foram realizadas logo ap6s o descongelamento (Tempo zero) ou
com 1, 2 e 3 horas do teste de termo resisténcia (TTR).

Tratamentos Tempo Zero. TTR 1h TTR 2h TTR 3h
MOTILIDADE
Controle 36,5+4,12°  34,0+3,94° 30,5+3,69° 27,0£3,50°
Trealose+PSLE 42,044,222  37,5+3,53° 31,5+2,41° 25,045,27°
Trealose 43,5+4 124 42,0+3,50? 38.5+2,418 34,0+2,11°
VIGOR
Controle 3,0+0,16° 3,040,282 2,7+0,26° 2,740,38
Trealose+PSLE 3,340,262 3,040,372 2,740,34° 2,5+0,28°
Trealose 3,340,262 3,040,212 3,040,162 2,840,262

abe | etras diferentes na mesma coluna de motilidade ou vigor indicam diferenca pelo teste T (P<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Na avaliacdo da morfologia espermatica ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre
0S grupos quanto ao namero de células normais, indicando que os aditivos ndo promoveram
patologias, mantendo as mesmas em niveis normais (controle: 90,2%). A integridade de membrana
é essencial para manter a funcionalidade e o perfeito funcionamento das estruturas que compdem

0 maquinario da célula espermatica. No teste hiposmatico, observou-se maior taxa de integridade
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de membrana nos espermatozoides tratados com trealose + PSLE (38,6%), que foram superiores
ao controle (25,8%), porém ndo diferiram do grupo tratado com trealose (32,7%).

A maior migracdo dos espermatozoides ap6s swim up foi obtida no grupo trealose + PSLE
(4.225.000 espermatozoides/mL), que foi superior ao grupo trealose (3.225.000
espermatozoides/mL), sendo ambos  superiores ao grupo controle  (1.887.500
espermatozoides/mL), demonstrando que a associacao plasma e trealose pode ser interessante, ja
que o maior potencial de migracdo das células mimetiza a selecdo espermatica que ocorre no
conduto vaginal da fémea. Desta forma, seria importante a realizacdo de uma avaliacao in vivo com
sémen congelado com a associacao de trealose + PSLE.

Nas avaliacOes realizadas apos a submissdo ao swim up, observou-se maior motilidade
progressiva nos grupos trealose (85%) e trealose + PSLE (83,5%) que ndo diferiram entre si e
foram superiores ao controle (78%). Também foi observado maior vigor no grupo trealose (3,4)
que néo diferiu do grupo trealose + PSLE (3,3), mas foi superior ao grupo controle (3,2) (Tabela
2).

Tabela 2 — Percentual de células normais, viabilidade de membrana pelo teste hipoosmaético,
concentracdo de células recuperadas, percentual de motilidade e vigor (escala de 1-5), dos
espermatozoides congelados sem aditivos (controle) ou com os aditivos tralose ou trealose +
plasma seminal equino liofilizado (PSLE), avaliadas apds o teste de swim up.

GRUPOS AVALIACAO
Células Membranas Células Motilidade Vigor
normais  normais recuperadas / mL
de sémen
Controle 90,22 25,8P 1.887.500° 78,0 3,2°
Trea+tPSLE  94,0° 38,62 4.225.000? 83,52 3,3%®
Trealose 91,12 32,7% 3.225.000° 85,0° 3,48

abe | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca pelo teste T (P<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os fatos reforcam a eficacia da trealose em tornar o meio hipertdnico, 0 que causa
desidratacdo osmotica celular antes do congelamento, e diminui a quantidade de les&o celular, por
cristalizacéo de gelo (LIU et al., 1998; STOREY et al., 1998).
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Os resultados também indicam as agdes de proteinas e fatores antioxidantes do PS, capazes
de conservar a integridade funcional da membrana celular e reverter injdrias oriundas de
fendmenos como a peroxidacéo lipidica (MAXWELL et al., 1997; BALERCIA et al., 2004) e
choque térmico (BERGER et al., 1985; BARRIOS et al., 2000).

O efeito benéfico do emprego da trealose e do PS individualmente, vem sendo demonstrado
através de trabalhos com resultados positivos na melhora dos parametros in vivo e in vitro (AISEN
etal., 2002; CASALLI, 2014). A associacao dos aditivos foi testada pela primeira vez neste estudo,
e em funcéo dos parametros avaliados, mostrou-se positiva em rela¢éo ao grupo controle.

A adicdo de 100 mM de trealose, ou de 100 mM de trealose + 600 g de proteina de PSLE,
ao meio de congelamento, melhoram as caracteristicas funcionais do sémen ovino ap6s o
descongelamento, todavia nas avaliacBes realizadas ap6s o TTR, o emprego da trealose
isoladamente foi mais efetivo do que e a associacéo da trealose com PSLE.

Jé& na avaliacdo da migracdo ap6s submissdo ao swin up, o tratamento trealose + PSLE foi
mais efetivo, proporcionando um maior numero de células migradas.

O tratamento com adicdo de 100 mM de trealose proporcionou maior viabilidade ao sémen
apos o descongelamento ao longo do TTR, sendo necessario a avali¢do in vivo do sémen ovino

congelado com a associacao de trealose + PSLE.
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7 CONSIDERACOES GERAIS

Existem particularidades na espécie ovina que dificultam a disseminacdo de biotécnicas
reprodutivas. Este estudo permitiu um melhor entendimento de alguns dos fatores que podem ser
considerados entraves na aplicacdo das biotécnicas. As alternativas testadas podem facilitar o
intercambio genético e a producdo constante e em larga escala na ovinocultura. O estudo foi
dividido em quatro capitulos, que buscaram avaliar a aplicabilidade das diferentes técnicas de
inseminacao artificial, a busca por melhor sincronizacdo da ovulagdo, assim como a possibilidade
de reutilizacdo de implantes em ovelhas, e finalmente o aumento da eficiéncia da criopreservagao
do sémen ovino.

No estudo 1 pode-se observar que a taxa de prenhez é afetada pela técnica de inseminacéo
e pelo momento da IATF. Em geral, a fertilidade foi aumentou a medida que a inseminacao foi
realizada mais profunda no conduto cervical. Na técnica transcervical, a taxa de prenhez foi maior
nas ovelhas onde o sémen foi depositado com profundidade superior a 4 cm do orificio da cervix.
Porém a deposicdo de sémen com essa profundidade foi alcancada em somente em 28,8% das
fémeas Corriedale submetidas a inseminacdo transcervical, diferente da técnica por laparoscopia,
que possibilitou a deposicdo intrauterina do sémen em 100% dos animas. O método de 1A
transcervical consumiu mais tempo, go que tem grande impacto em programas de IATF em larga
escala. Todavia, o estudo demonstrou que na impossibilidade de realizacéo da IA por laparoscopia,
a inseminacao intracervical pode se constituir numa alternativa para manter boas taxas de prenhez.
Ainda, em funcdo das diferencas morfologicas na cérvix de ovelhas de distintas ragas, sugere a
necessidade de se avaliar o método intracervical em ovelhas de outras ragas.

O estudo 2 demonstrou que a aplicagéo de BE no dia 0 do protocolo curto (6 dias) possibilita
0 emprego de implantes reutilizados, mesmo com a menor concentracdo de progesterona, sem
afetar a taxa de prenhez. Também foi demonstrado que o uso de GnRH no momento da
inseminacao, ndo é efetivo para aumentar as taxas de prenhez. Os resultados obtidos neste estudo,
poderdo ser melhor entendidos quando forem processados os dados de dindmica folicular por
ultrassonografia, bem como o0s niveis plasmaticos de estrégeno e progesterona, realizados no
estudo 3.

No estudo 4, foi demonstrado o efeito positivo da adi¢do de trealose ou trealose + PSLE na

viabilidade do sémen ovino criopreservado. A adi¢do de trealose mostrou ser o tratamento mais
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efetivo na manutencdo dos pardmetros seminais, apds o descongelamento. Entretanto, a maior
migracdo dos espermatozoides apos swim up, observada com a adi¢ao de Trealose + PSLE, instiga
a necessidade de testes in vivo para mensurar o efeito do tratamento e remete a necessidade de
novas avaliacOes, que permitam entender estes resultados ou até mesmo otimizar os tratamentos.
Por fim, o estudo possibilitou o0 avanco no conhecimento de fatores que dificultam a difuséo
das biotécnicas de reproducdo em ovinos, além de criar novas indagaces, a serem respondidas em

futuros experimentos.
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