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RESUMO - O presente trabalho objetivou verificar a prenhez de ovelhas inseminadas por via intrauterina
ou cervical com sémen refrigerado a 5°C durante 8 horas nos diluentes citrato-gema e Cornell University
Extender (CUE). Foram utilizados 4 carneiros da raga Suffolk. Em cada inseminagéo era colhido sémen de
2 animais e ap0Os a avaliagdo seminal as amostras eram homogeneizadas, divididas em 2 aliquotas e
diluidas na proporgdo de uma parte de sémen para trés de diluente em citrato-gema e CUE. A diluicdo
ocorria a 30°C e o abaixamento progressivo da temperatura se dava em 2 horas em caixa de isopor
contendo gelo. As amostras permaneceram nesta temperatura durante 8 horas. Foram inseminadas 91
ovelhas mesticas da raga Suffolk, as quais tiveram o estro sincronizado com pessarios vaginais
impregnados com 50 mg de acetato de medroxiprogesterona, permanecendo por 14 dias, quando se
administrou 500 Ul de Gonadotrofina Coridnica (eCG) via intramuscular. Todas as ovelhas foram
inseminadas independente do aparecimento do estro. A aplicagdo do sémen foi realizada pela via cervical
e intra-uterina por laparoscopia. A dose minima inseminante foi de 250 milhdes de espermatozoides, em
volume de 0,4 ml, por ovelha. A utilizagao do diluente CUE resultou em 69,56% (n=23) e 8,33% (n=24) de
prenhez para as vias intra-uterina e cervical, respectivamente contra 85,71% (n=21) e 21,74% (n=23) para
o diluente citrato-gema. O sémen diluido em citrato-gema forneceu indices de prenhez superiores, porém
nao significativos (P>0,05), nas duas vias estudadas em relagdo ao CUE. A fertilidade foi superior quando
se utilizou a via intra-uterina (P<0,05) nos 2 diluentes testados. Foi possivel refrigerar o sémen ovino por 8
horas em citrato-gema obtendo-se boas taxas de prenhez quando se utilizou a via intra-uterina. A
capacidade de fertilizagdo do sémen refrigerado é satisfatoria desde que seja depositado pela via
intrauterina.
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ABSTRACT - A study was carried out on ewe pregnancy rates by means of intrauterine or cervical
insemination with semen cooled during 8 hours at 5°C. Four Suffolk rams were used as semen donors.
After the semen evaluation, the samples were pooled, divided in two aliquots, each aliquot being then
diluted, at 30°C, in 3 volumes of citrate-yolk or Cornell University Extender (CUE). After this step, the
samples were progressively cooled down and maintained for 8 hours at 5°C and then used for artificial
insemination. A total of 91 crossbred Suffolk ewes had the estrus synchronized with intravaginal pessaries
containing 50 mg of medroxyprogesterone acetate. At the 14th day, following the removal of the pessaries,
to each animal 500 IU of equine chorionic gonadotrophin has been injected intramuscularly. Both cervical
and intrauterine inseminations of all ewes were then performed by laparotomy, independently of the
estrus signal, with at least 250 million spermatozoa per each dose of 0.4 ml suspension. The following
were the rates of pregnancy found: with CUE, 69.56% (n = 23) and 8.33% (n = 24) for the intrauterine and
cervical routes of insemination respectively; with citrate-yolk extender, 85.71% (n = 21) and 21.74% (n =
23) for the intrauterine and cervical routes of insemination respectively. No statistical significance (P>0.05)
has been found between values of pregnancy attained with suspensions of spermatozoa either in CUE or
in citrate-york extender, in spite of the fact that the latter one gave higher pregnancy rates. Intrauterine
insemination gave higher values of fertility (P<0.05) in comparison with the cervical insemination. It was
possible to cool the ram semen for a period as long as 8 hours in citrate-yolk extender, when using
intrauterine insemination, but the results were modest when using cervical insemination. The fertilization
capability of cooled ram semen showed to be satisfactory if the semen is kept near the insemination site.
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Introdugao

Sao grandes as variagbes na taxa de prenhez
de ovelhas inseminadas com sémen refrigerado,
mesmo quando se utilizam diluentes
semelhantes. Esta variabilidade deve-se a varios
fatores: LAPWOOD et al. (1972) observaram
diferencas significativas entre inseminadores,
carneiros, ejaculados do mesmo carneiro e
momento de inseminagdo. LOPEZ-BREA (1996)
cita que a heterogeneidade das taxas de
fertilidade se deva também a dose inseminante,
qualidade dos espermatozoides, estro natural ou
sincronizado, situagao reprodutiva, idade, raca
e condigdo corporal dos reprodutores e
matrizes, intervalo entre o ultimo parto e a
inseminacgao, estagdo de inseminagado, além
do local de deposi¢ao do sémen.

Geralmente, espermatozoides congelados
ou refrigerados  apresentam  reduzida
fertilidade apds a inseminagao cervical quando
comparados ao sémen fresco ou a
inseminacgao intrauterina por laparoscopia.
(MAXWELL e WATSON, 1996). Muitas
tentativas tém sido feitas para superar a
barreira cervical em ovelhas e alcancar o
utero, tendo como objetivo, aumentar as taxas
de parigdo apds a inseminagdo com sémen
conservado. A técnica de laparoscopia €
atualmente a forma mais utilizada de
inseminacao artificial intrauterina,
apresentando bons resultados de fertilidade,
porém, o alto custo dificulta seu uso em
rebanhos comerciais.

No Brasil sdo poucos os trabalhos que
retratam resultados de inseminacao artificial
em ovinos com sémen refrigerado (JOBIM et
al., 1987; CRUZ, 1994). Uma grande
variedade de diluentes tem sido propostos
para melhorar a fertlidade do sémen
refrigerado ovino. PETRUZZ| et al. (1976)
obtiveram bons resultados de motilidade
quando refrigeraram sémen ovino em
diluentes a base de TRIS e citrato. BUTSWAT
et al. (1992) verificaram motilidade 80% apds
1 dia de conservagdo do sémen no diluente
CUE, dtilizando a técnica de didlise.
MILCZEWSKI (1999) verificou que os
diluentes citrato-gema e Cornell University
Extender apresentaram melhores resultados
de preservagao “in vitro” quando comparados
aos diluentes TRIS-gema, CU-16, dlicina-
gema e leite UHT-gema. O objetivo  deste
trabalho foi verificar a taxa de prenhez em
ovelhas inseminadas por via cervical e
intrauterina com o uso de sémen refrigerado
por 8 horas a 5°C nos diluentes citrato-gema e
Cornell University Extender (CUE).

Archives of Veterinary Science v.5, p.35-39, 2000

Material e Métodos

Em cada inseminacao artificial foi utilizado
um homogeneizado de sémen de 2 carneiros,
de um total de 4 animais da raga Suffolk, com
idade de 2 a 6 anos, previamente submetidos
a exame andrologico. Os ejaculados foram
colhidos mediante vagina artificial, sendo
utilizados somente aqueles que apresentaram
as seguintes condigbes minimas:
turbilhonamento 3 (1-5), motilidade
progressiva 70% (0-100%), vigor 3 (1-5), 80%
de espermatozoides normais e concentragédo
espermatica de 2,5 milhdes/mm>. Apds a
avaliacdo, um ejaculado de cada 2 carneiros
eram homogeneizados, divididos em 2
aliquotas e diluidos, na proporgao de 1+3, nos
diluentes CUE (FOOTE e BRATON, 1960) e
citrato-gema (EVANS e MAXWELL, 1987). Os
tubos de ensaio com sémen diluido eram
colocados em recipiente plastico contendo
agua e este conjunto era levado a caixa de
isopor com gelo. A diminuicdo da temperatura
de 30 para 5°C ocorreu em 2 horas. As
inseminacbes ocorreram apdés 8 horas de
conservacdao do sémen a 5°C. Todas as
ovelhas utilizadas para a inseminagao foram
submetidas ao exame ginecoldgico prévio por
meio de espéculo vaginal, sendo descartadas
as que apresentavam constricdo vaginal
persistente ou catarro genital. O estro foi
sincronizado utilizando-se pessarios
intravaginais impregnados com 50 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP), os
quais permaneceram por 14 dias quando se
administraram 500 Ul de eCG e introduziram-
se 5% de rufides junto as fémeas. Todas as
ovelhas foram inseminadas independente do
aparecimento do estro. Foram inseminadas 91
ovelhas mesticas da raga Suffolk, nos meses
de junho, julho de 1996 e marco de 1997. Os
animais estavam alocados em 2 Parques
Municipais da Cidade de Curitiba (PR),
apresentavam idade de 2 a 6 anos e escores
da condigéo corporal entre 3 e 4. Quarenta e
quatro ovelhas foram inseminadas por via
intrauterina, 55 + 1 horas apds a retirada dos
pessarios. Utilizou-se a técnica de
laparoscopia segundo KILLEN e CAFFERY
(1982). A dose minima inseminante foi de 125
milhdes de espermatozoides, em volume de
0,2 ml, em cada corno uterino. As ovelhas
foram divididas em 2 subgrupos, sendo 23
ovelhas inseminadas com sémen refrigerado
em CUE e 21 inseminadas com sémen
refrigerado em citrato-gema. Outras 47
ovelhas foram inseminadas por via cervical, 49
+ 1 horas apos a retirada dos pessarios, sendo
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empregada a técnica de inseminacgéao cervical
superficial, com aplicador modelo BARRETO
MIES. A contencdo das fémeas inseminadas
foi realizada mediante elevagdo do posterior
sobre cavalete de 90,0 cm de altura e
imobilizacdo dos membros pélvicos por um
auxiliar. Mediante espéculo tubular, localizava-
se a abertura cervical e procedia-se a
inseminacdo, permanecendo a ovelha, na
mesma posigcdo por mais um minuto. Nos
animais que possuiam excesso de muco
vaginal, este era retirado com o auxilio do
espéculo. A dose minima inseminante foi de
250 milhdes de espermatozéides, em volume
de 0,4 ml, por ovelha. As ovelhas foram
divididas em 2 subgrupos, sendo 24 ovelhas
inseminadas com sémen refrigerado em CUE
e 23 ovelhas com sémen refrigerado em

citrato-gema. O diagndstico de gestagéo foi
realizado por exame ultra-sonografico
abdominal, utilizando-se transdutor 3,5 MHZ,
60 dias apds a inseminagao artificial. Para a
verificacdo das diferengas entre os grupos de
ovelhas inseminadas, foram efetuadas
comparacgbes pelo Teste Exato de Fisher e
Teste Qui Quadrado. Na comparagéo dos
grupos, o nivel de significancia foi fixado em
5%.

Resultados e Discussao

As taxas de prenhez de ovelhas
inseminadas por via intra-uterina ou cervical
com sémen refrigerado diluido em CUE
comparados com o sémen diluido em citrato-
gema sao apresentados nas TABELAS 1 e 2.

TABELA 1 — TAXAS DE PRENHEZ DE OVELHAS INSEMINADAS POR VIA INTRA-UTERINA COM SEMEN
REFRIGERADO EM 2 DILUENTES POR 8 A 10 HORAS A TEMPERATURA DE 5°C. CURITIBA

(PR), 1999.
OVELHAS OVELHAS OVELHAS
DILUENTES INSEMINADAS GESTANTES GESTANTES
(N°) (N°) (%)
CUE* 23 16 69,56°
Citrato-gema 21 18 85,712
TOTAL 44 34 77,27

NOTAS: letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatistica (P>0,05).

* Cornell University Extender

Verificou-se maior numero de ovelhas
gestantes apds inseminagdo com citrato-gema
em relagdo ao CUE, tanto na via intra-uterina
quanto na via cervical superficial, porém a
diferenca ndo foi estatisticamente significativa
(P>0,05). Os resultados de prenhez no grupo de
ovelhas inseminadas por via intra-uterina com
sémen refrigerado foram satisfatérios para os 2
diluentes testados. Apesar do diluente citrato-
gema ter apresentado resultado 16,15% superior

em relagdo ao grupo inseminado com CUE, ndo
houve diferenca significativa (P>0,05).

A taxa de prenhez foi baixa nos grupos
inseminados por via cervical superficial, nos 2
diluentes testados. A diferenga no niumero de
ovelhas gestantes de 8,33% para 21,74% no
grupo inseminado com sémen refrigerado em
CUE e citrato-gema, respectivamente,
demonstrou nao haver diferenca significativa
(P>0,05) entre diluentes.

TABELA 2 — TAXAS DE PRENHEZ DE OVELHAS INSEMINADAS POR VIA CERVICAL COM SEMEN
REFRIGERADO EM 2 DILUENTES POR 8 HORAS A TEMPERATURA DE 5°C. CURITIBA (PR),

1999.
DILUENTES OVELHAS OVELHAS OVELHAS
INSEMINADAS GESTANTES GESTANTES
(N°) (N°) (%)
CUE* 24 02 8,33 °
Citrato-gema 23 05 21,74 ¢
TOTAL 47 07 14,89

NOTAS: letras iguais indicam que n&o houve diferenga estatistica (P>0,05).

* Cornell University Extender

Considerando exclusivamente o local de
deposigdo do sémen, foi observada diferenga
estatistica significativa entre os 2 grupos. Os
resultados de prenhez do grupo de ovelhas

inseminadas pela via intra-uterina (P<0,05)
foram superiores. Estes resultados confirmam
os relatos de EPPLESTON et al. (1994) os
quais afirmam que o indice de fertilidade
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aumenta linearmente a medida que a
inseminagdo se processa em  maior
profundidade no trato genital da ovelha.
Segundo FUKUI e ROBERTS (1978),
utilizando-se a laparoscopia ndo ha diferenca
na fertilidade entre sémen fresco e congelado,
além de permitr o uso de uma dose
inseminante menor, quando comparado a
inseminacao cervical, otimizando a utilizagao
do doador do sémen. A inseminagio intra-
uterina pode estender a vida util do sémen
refrigerado para até 6 dias de estocagem
(EVANS, 1987).

Levando-se em consideracao esses relatos
e os resultados obtidos, testes subseqientes
na inseminagédo intra-uterina com sémen
refrigerado  poderdo  ser  reproduzidos
utilizando-se doses inseminantes menores e
tempos maiores de conservagdo em relagéo
aos utilizados neste experimento.

A inseminacao cervical neste experimento
revelou baixas taxas de prenhez. Segundo
LOPEZ-BREA (1996) os baixos resultados
encontrados com o sémen refrigerado nesta
via de aplicagcdo, chegam a comprometer a
viabilidade do seu emprego. SOUZA et al.
(1994) e SALAMON e MAXWELL (1995)
trabalhando com sémen congelado e
SALAMON et al. (1977) trabalhando com
sémen refrigerado verificaram que os baixos
indices de fecundagdo de ovelhas
inseminadas por via cervical sao atribuidos as
dificuldades dos espermatozoéides de serem
transportados através do canal cervical e a
diminuicdo da viabilidade espermatica. Estas
barreiras podem ser a causa da morte de
grande numero de espermatozoides
resultando em quantidade espermatica
insuficiente para a fecundagdo. MAXWELL e
WATSON (1996) sugerem que
espermatozodides conservados apresentam
trocas nas membranas semelhantes aquelas
que ocorrem durante a capacitacédo e a reagéo
do acrossoma, por isso requerem menos
tempo de capacitacdo no trato genital
feminino, e podem  fertilizar  odcitos
prontamente, se depositados préximos ao
local de ovulagdo, como ocorre na fertilizagéo
in vitro, tubarica ou intra-uterina. Para
LUNSTRA e CHRISTENSON (1981), outra
possibilidade para a baixa taxa de prenhez
ap6s a inseminagdo cervical com sémen
conservado é a utlizagcdo do tratamento
progestageno mais eCG, para a indugédo do
cio, que acaba por promover um efeito nocivo
no transporte, sobrevivéncia e capacidade de
fertilizagao dos espermatozoides, assim como
induz aumento na mortalidade embrionaria
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quando comparado com ovelhas inseminadas
em estro natural. Segundo EDEY (1969), além
do efeito da sincronizagdo, o aumento na
mortalidade embrionaria pode ocorrer devido
aos processos de refrigeracao ou congelagao
do sémen, o0s quais promovem O
envelhecimento dos espermatozodides que,
apesar de promoverem a fertilizagdo, causam
aumento no numero de mortes de embrides.

Um melhor entendimento das trocas que
ocorrem nos espermatozdides apos o
processo de estocagem, poderiam levar a um
aumento na capacidade fertilizante. Mais
estudos sdo necessarios para revelar se a
hipétese de que o estado de capacitagédo ou a
viabilidade dos espermatozoides sao afetados
pela conservagao do sémen.

Conclusodes

Verificou-se, neste experimento, que a
conservacao do sémen ovino durante algumas
horas pelo processo de refrigeragdo pode
viabilizar o aumento do uso de bons
reprodutores entre fazendas proximas,
dispensando o uso da congelagdo do sémen.

A capacidade de fertilizagdo do sémen
refrigerado ¢é satisfatoria desde que seja
depositado préximo ao sitio de fertilizagéo, por
isso, para a obtencdo de altas taxas de
prenhez torna-se necessaria a utilizagdo de
inseminacao artificial intra-uterina, uma vez
que a via cervical superficial fornece baixos
resultados de fertilidade.
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