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RESUMO

“Inseminacdo artificial pos-cervical em tempo fixo em porcas recebendo

pLH no inicio do estro”

Autor: Diogo Luiz Fontana
Orientador: Prof. Dr. Ivo Wentz

Co-Orientador: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

Inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) associada a inseminacéo artificial
pos-cervical (IAPC) permite uma maior utilizacdo de machos geneticamente superiores
e uma reducdo expressiva de mao de obra na producdo de suinos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a eficiéncia da IATF de acordo com diferentes protocolos de (1A),
usando pLH - hormonio luteinizante suino - como indutor da ovula¢do. Um total de 597
matrizes desmamadas com deteccdo de estro realizada uma vez ao dia (08:00) foram
alocados em trés tratamentos: Controle (n = 199) - primeira inseminacéo realizada no
inicio do estro (0 h) e repetida a cada 24 h, durante o estro; IATF1 (n = 199) - fémeas
receberam 5 mg (4 ml) i.m. de pLH no inicio do estro, e foram inseminadas 24 horas
depois, e IATF2 (n = 199) — fémeas receberam 5 mg de pLH mas foram inseminadas no
inicio do estro (0 h) e 24 horas depois. Foram realizadas IAPC com doses
homospérmicas (1,5 x 10° de espermatozoides totais/50 ml) em todos os tratamentos. O
tratamento hormonal ndo afetou o intervalo do inicio do estro & ovulag¢do (P> 0,05). O
nimero de inseminacdes foi de 2,9, 1,0 e 2,0 para Controle, FTAI1 e FTAI2
respectivamente. Nao houve diferenca entre os tratamentos para taxa de parto e leitGes
nascidos totais (P> 0,05). Leitdes nascidos totais por dose inseminante foi diferente (P
<0,0001) entre os tratamentos (4,5, 12,5 e 6,2 para Controle, FTAI1 e FTAI2
respectivamente). O uso de pLH no inicio do estro associado & uma Unica inseminagao
em tempo fixo IAPC 24 horas apds, ndo comprometeu o desempenho reprodutivo de
porcas multiparas.

Palavras chave: inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF), horménio

luteinizante suino (pLH), ovulacdo, inseminacéo artificial pds-cervical (IAPC)



Abstract
“Fixed-time post cervical artificial insemination in sows receiving pLH at

estrus onset”

Author: Diogo Luiz Fontana
Advisor: Prof. Dr. Ilvo Wentz

Co-Advisor: Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

Fixed-time artificial insemination (FTAI) associated to post cervical
artificial insemination (PCAI) allows a wider use of high indexed boars
and an expressive reduction on labor requirements in swine production.
The aim of this study was to evaluate FTAI efficiency according to different
Al protocols, using pLH — porcine luteinizing hormone - as ovulation
inductor. A total of 597 weaned sows whose estrus detection was
performed once daily (08:00 am) were allocated into three treatments:
Control (n= 199) — the first insemination was performed at estrus onset (0
h) and repeated every 24 h thereafter, during estrus; FTAIL (n= 199) -
sows received a 5 mg (4 ml) i.m. injection of pLH at estrus onset, and were
inseminated 24 h after, and FTAI2 (n= 199) - sows received 5 mg of pLH
but were inseminated at estrus onset (0 h) and 24 h after. PCAI with
homospermic doses (1.5 x 10° total sperm cells/50 ml) were performed in
all treatments. Hormonal treatment did not affect the interval onset of
estrus to ovulation (P>0.05). The number of inseminations was 2.9, 1.0 and
2.0 for Control, FTAI1 and FTAI2 respectively. Treatments did not affect
farrowing rate and total born (P>0.05). Total piglets born per
insemination dose was different (P<0.0001) among treatments (4.5, 12.5
and 6.2 for Control, FTAIL and FTAI2 respectively). The use of pLH at
estrus onset associated to a single fixed-time PCAI 24 h after does not

compromise the reproductive performance of multiparous sows.



Keywords: Fixed-time insemination, porcine luteinizing hormone,

ovulation, post cervical insemination
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1. INTRODUCAO

A adocdo de um protocolo de inseminacdo em tempo fixo (IATF) sem a
manipulacdo do clico estral torna-se dificil, pois ndo é possivel identificar o momento
da ovulacdo, e consequentemente realizar a inseminacdo artificial (IA) no intervalo
considerado ideal. Segundo Kemp e Soede (1996), fémeas que foram cobertas menos de
24 horas antes da ovulacdo obtiveram, significativamente, maiores taxas de fertilizacdo
do que aquelas cobertas depois das 24 horas ap0s a ovulacdo. Ainda, esses autores
salientam que na grande maioria das fémeas a ovulacdo ocorre depois de transcorridos
70 a 72% da duracdo do estro, independentemente, do tempo de duracdo deste, ou seja,
em meédia a ovulagdo se da no inicio do terco final do estro, porém essa informacédo
retrospectiva ndo auxilia na definicdo de um protocolo fixo de IA.

Ha grande variabilidade no momento da ovulacdo apds o inicio do estro em
fémeas suinas. Observa se que 0 momento médio de ovulagdo pode variar de 37 a 45
horas, no entanto a amplitude pode chegar de 8 a 85 horas apds o comeco do estro. Essa
amplitude dificulta a adocdo de um protocolo fixo de inseminagdo, porque existem
fémeas que ovulam mais cedo e outras mais tarde durante o estro, mesmo que a média
esteja em torno de 40 a 42 horas ap06s o inicio do estro (Borchardt Neto et al., 2005).

O emprego de hormdnios na para inducdo e consequente sincronizacdo da
ovulacdo em matrizes suinas, com o objetivo de dirigir uma IA para um momento pré-
determinado, caracteriza-se em uma atividade facilitadora do manejo reprodutivo. Os
beneficios de seu uso associam-se ao aproveitamento mais rapido da vida reprodutiva da
fémea, além de controlar a idade das fémeas destinadas a reposi¢cdo. Como provocam a
entrada em estro de forma sincronizada, facilitam, ndo sé as incorporacdes mais
direcionadas, homogéneas e ordenadas das fémeas, mas também o manejo da
inseminacdo artificial (Wentz et al., 2007).

A deposicgdo pos cervical do sémen em fémeas suinas, possibilita 0 uso de uma
dose inseminante (DI) com reduzido numero de espermatozoides (1,5 bilhdo de
espermatozoides), permitindo a obtencdo de desempenho reprodutivo semelhante ao
observado com a inseminacdo cervical tradicional com doses de 3 bilhdes de
espermatozoides (Dallanora et al. 2004).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de inseminagdo artificial pds-cervical
em tempo fixo, em fémeas suinas desmamadas, utilizando pLH (porcine Luteinizing

Hormone) no inicio do estro como indutor da ovulagéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inseminacdo Artificial na Suinocultura
A IA é uma biotécnica reprodutiva usada amplamente em varias espécies

domésticas, que consiste na deposicdo do sémen, por meios instrumentais, no trato
reprodutivo da fémea, podendo ser considerada como o ponto de partida para o
melhoramento genético dos rebanhos. A 1A nos suinos € uma técnica simples, sendo
que cuidados basicos, como higiene, momento ideal da realizacéo e correta aplicacdo da
DI, sdo os principais pontos que devem ser controlados para que sua execu¢do nao
comprometa os resultados reprodutivos.

O principal objetivo da utilizacdo desta biotécnica estd relacionado a
maximizacdo do uso dos ejaculados em relacdo a monta natural (MN), sem reduzir a
eficiéncia reprodutiva e produtiva do plantel. De maneira geral, 0s processos envolvidos
nos programas de IA sdo simples em relacdo ao processamento do sémen e no
procedimento da técnica. O volume e nimero de células esperméticas das DI variam em
funcdo do método de IA utilizado, que pode ser classificado de acordo com o local de
deposicédo da DI.

A |A teve inicio com os arabes que utilizavam esse método para melhorar a
qualidade de seus cavalos. Em suinos a IA iniciou-se na década de 30 na Rdssia e
Japdo, ocorrendo uma evolucdo lenta e gradativa do uso desta biotécnica em diferentes
paises, principalmente na Europa (Wentz e Bortolozzo, 1998), mas sua utilizacdo tomou
uma proporcao maior a partir dos anos 70 e 80, vindo a consolidar seu uso nos anos 90.
Desde aquela época buscava-se a relacdo ideal entre nimero de células espermaticas,
volume da DI e protocolo de realizacdo da IA para que bons resultados zootécnicos
fossem atingidos.

Segundo Fazano (1978), no Brasil as primeiras tentativas de IA em suinos foram
realizadas com sémen in natura em 1947 por Junqueira e Braun, obtendo 60% de taxa
de prenhez, mas podemos considerar que a 1A no Brasil comecou efetivamente com a
instalagdo de duas centrais de inseminag&o artificial (CIAs) em Concérdia-SC e Estrela-
RS em 1975, apds um convénio entre o Ministério da Agricultura, associa¢fes de
criadores e governos estaduais e municipais. A partir dessas duas CIAs, localizadas
estrategicamente na regido Sul do pais, regido de maior producdo de suinos, ocorreu a
difusdo dessa técnica para as unidades produtoras de suinos (Bortolozzo e Wentz,
1997).
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A aquisicdo de DI pela granja pode ser feita através da aquisicdo de uma CIA
externa (programa aberto), ou possuir uma CIA propria (programa fechado). Nos
programas abertos a CIA produz e comercializa as DI para diversos produtores. Nesse
programa o produtor possui a vantagem de fazer o pedido de DI conforme a demanda
dos grupos de cobertura do plantel. A logistica de pedido e transporte das DI nesse tipo
de programa deve ser bem eficiente entre produtor e CIA, e 0 risco sanitario de
disseminacdo de doengas é alto. Por outro lado, nos programas fechados a CIA pode ser
instalada na prépria granja, ndo havendo a necessidade de pedido e transporte das DI até
a granja. Isso diminui o risco de entrada de doencas na granja, porém héa a necessidade
de manter um plantel de machos reprodutores, um laboratdrio especifico e méo de obra

técnica e especializada para producéo das DI.

2.2 Situagao atual no Brasil e no mundo
A maioria dos paises da Unido Europeia adota a IA em 60-80% de suas matrizes

(Weitze, 2000). Dados atualizados afirmam que alguns paises europeus como
Dinamarca, Holanda, Espanha e Franca, utilizam IA em praticamente 100% do rebanho
(Riesenbeck, 2011).

No Brasil, até o inicio dos anos 90, apenas 2% das matrizes eram cobertas pelo
método de IA (Scheid, 1991), sendo que no ano 2000, 27% do rebanho nacional
utilizava essa biotécnica, o que correspondia a 51% das coberturas realizadas em
granjas tecnificadas (Wentz et al., 2000). Este percentual aumentou significativamente,
estimando-se que mais de 90% do plantel tecnificado seja atendido por programas de
IA. No entanto, ndo existem dados estatisticos oficiais que mostrem esta realidade
(Bortolozzo et al., 2005b). Riesenbeck (2011) destaca o grande aumento do uso dessa
tecnologia em diversos paises na Ultima década, destacando o crescimento de 450% no
Brasil, onde atualmente 66% do rebanho total utiliza esse manejo para as coberturas.
Porcentagens maiores sdo observadas nos EUA, Canada, México e Chile, que conta
com a participacdo em torno de 90% dessa tecnologia na producdo. Por outro lado a
China, pais com maior producdo de suinos, e outros paises asiaticos e africanos,
apresentam ainda baixo indice de uso da IA em seus rebanhos.

Mesmo com a consolidacdo deste manejo na rotina de granjas de suinos, a
realizacdo de pesquisas que permitam otimizar o processo em relacdo ao numero de
células espermaticas/fémea coberta, sdo importantes para o desenvolvimento e

aprimoramento da tecnologia.
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2.3 Vantagens e limitacGes no uso da IA
Enquanto para o uso de MN sdo necessarios 4-5% de machos em relagdo ao

plantel de matrizes (1 macho para cada 20-25 fémeas), uma reducdo para 0,5-1% (1
macho para cada 100-200 fémeas) € possivel com a adocdo da biotécnica de IA. A
reducdo do namero de reprodutores no plantel garante uma diminui¢cdo no custo de
cobertura da matriz suina resultante da reducdo na aquisicdo e manutencdo de machos
no plantel, além da possibilidade de aquisicdo de machos geneticamente superiores, que
agregam caracteristicas desejadas de carcacas, padronizando os animais produzidos para
0 abate e diminuindo a variabilidade entre os terminados (Bortolozzo e Wentz, 2005).
Séo indiscutiveis as vantagens que a adocdo do uso da IA pode proporcionar,
principalmente no que se refere a ganhos genéticos, como maior rendimento de carcaca,
melhoria na conversdo alimentar e maior ganho de peso (Bennemann, 2005).

A reducdo de custo por fémea coberta € otimizada quando sdo alojadas matrizes
no lugar dos machos, aumentando o tamanho do plantel e consequentemente 0 nimero
de leitbes produzidos. Além dos fatores ja citados, a substituicdo da MN pela IA trouxe
ainda como vantagens: maior seguranca sanitaria e descarte de ejaculados improprios

para uso.

2.4 Métodos de IA em Suinos
A técnica de 1A pode ser classificada de acordo com o local de deposicdo da DI,

sendo que a mais utilizada é a IA que realiza deposi¢do intra-cervical dos
espermatozoides, conhecida como Inseminacdo artificial tradicional (IAT). Contudo,
visando otimizar o uso desta biotécnica, foram desenvolvidos outros métodos de 1A que
permitem a deposicdo intrauterina do sémen, com o intuito de reduzir o nimero de
células espermaticas na DI. A técnica de inseminacdo intrauterina pode ser classificada
ainda em intrauterina (IAU) ou pés-cervical, quando deposicdo da DI ocorre no colo do
utero, e intrauterina profunda (IAUP), quando a deposicdo ocorre na por¢do final do

corno uterino, variando em funcéo do nimero de células a serem utilizadas na DI.

2.4.1 Inseminagéo Artificial Tradicional
A técnica tradicional de 1A visa fixar a pipeta na cervix e fazer a deposicdo

intracervical profunda da DI (Bortolozzo et al., 2005). Esse método preconiza o0 uso de
uma DI de 3-4 bilhdes de células espermaticas em 100 ml de volume (Watson e Behan,

2002). Normalmente séo realizadas de duas a trés inseminagdes durante o estro, o que
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resulta em um total de até 9 a 12 bilhdes de espermatozoides/fémea/estro (Martinez et
al., 2005; Diehl et al., 2006).

A partir da implantacdo da IA em suinos, iniciou-se uma busca constante na
determinacéo do volume e nimero minimo de células espermaticas para alcancar bons
indices reprodutivos. Na década de 60, estudos demonstraram a necessidade minima de
5 bilhdes de espermatozoides em doses de 100 ml, para alcancar indices aceitaveis de
fecundacéo (Stratman e Self, 1960; Baker et al., 1968). Estudos mais recentes mostram
a possibilidade de utilizar DI com menos células espermaticas na IAT. Ao avaliar
inseminacBes com DI de 95 ml com diferentes nimeros de células (2, 3 e 4 bilhGes de
espermatozoides), Marchetti et al. (2001) ndo encontraram diferenca na taxa de retorno
ao estro e na taxa de parto, porém observaram que as inseminacgdes realizadas com DI
de 2 bilhdes de espermatozoides tiveram menor nimero de nascidos totais (0,7 leitdes)
comparadas as inseminacdes com DI de 4 bilhGes de células espermaticas (p=0,02).
Nessa mesma linha, Bennemann et al. (2005) realizaram IAT, com uma Unica DI de 90
ml contendo 1,5 bilhGes de espermatozoides, entre 0 e 30 horas antes da ovulacéo e
observaram que a taxa de prenhez ndo é afetada com esta técnica, utilizando doses de
até 48 horas de armazenamento. Porém para que estes resultados fossem alcancados
houve um rigido controle de pontos criticos relacionados a qualidade do ejaculado e a
IA propriamente dita. Portanto, para garantir a eficiéncia do processo o protocolo
utilizado na rotina da maioria das granjas ainda é composto por doses contendo 3-4
bilhGes de espermatozoides em um volume de 80-100 ml.

Uma grande amplitude no volume de refluxo da DI pode ser observada
utilizando a técnica de IAT, sendo que Steverinck et al. (1998) observaram refluxo entre
20 e 120%, semelhante a Flores (2001) que encontrou de 0 e 118% de refluxo do total
infundido na DI, observando também a presenca de secrecdo do trato genital feminino
na constituicdo do volume total de refluxo. Da mesma forma como o volume, o numero
de espermatozoides tambem pode ser observado e medido no refluxo. Segundo
Steverinck et al. (1998) perdas superiores a 5% de espermatozoides inseminados no
momento da realizacdo da IA influencia negativamente a fecundagdo em fémeas

inseminadas com doses de 1x10° de espermatozoides no método IAT.

2.4.2 Inseminagéo Artificial Intrauterina
A inseminacédo artificial intrauterina (IAU) consiste na deposicdo seminal no

[imen uterino, em torno até de 20 cm apos a cérvix, o que possibilita a reducdo do
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numero de espermatozoides na DI (Watson e Behan, 2002). Para proporcionar a
deposicdo de espermatozoides proximo ao local da fecundagdo, diminuindo as perdas
por refluxo e fagocitose, e permitindo a utilizacdo de DI com reduzido ndmero de
células esperméticas. Segundo Dallanora (2004), inicialmente foram utilizadas técnicas
que incluiam a deposicao cirargica, com o animal sob anestesia, o que inviabiliza a
utilizacdo a campo. Atualmente utiliza-se um cateter de menor calibre que desliza pelo
interior de uma pipeta tradicional de fixacéo cervical, podendo transpor a cérvix de 5 a
20 cm e permitindo a deposi¢do da DI no corpo ou cornos uterinos. Esta técnica
possibilita o0 emprego de doses com 1 bilhdo de espermatozoides em volumes de 50 a 60
ml, correspondendo a uma reducdo de 60% no numero de espermatozoides na DI e 25-

30% no volume de diluente consumido pela central (Watson e Behan, 2002).

2.4.2.1 Vantagens e Limitagdes da Inseminagéo Artificial Intrauterina

A reducdo do numero de células espermaéticas proporciona um aumento na
quantidade de DI produzidas a partir de um mesmo ejaculado, otimizando o uso dos
machos dentro da CIA. Esse processo possibilita a aquisicdo e utilizacdo de machos
geneticamente superiores, resultando em um ganho genético para o rebanho. Segundo
Bennemann (2005), devido a reducdo de células espermaticas por DI, a IAU possibilita
obter um ganho de até 300% no nimero de DI produzidas por reprodutor por ejaculado.
Reforcando as vantagens do uso do método de IAU, Bortolozzo et al.,, (2011),
apresentam a relacdo entre o numero de matrizes atendidas por reprodutor nas distintas

técnicas de inseminacdo artificial (Tabela 1).
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Tabela 1. NUmero de matrizes atendidas por reprodutor de acordo com o protocolo de

inseminacéo aplicado

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
IA tradicional IATF IATF
tradicional pos-cervical

Producdo espermética anual 4500 x 10° espermatozoides
dos reprodutores (equivalente a 1500 doses de 3x10° espermatozoides)
Doses/fémea/ano 6 2,5 2,5
Espermatozoides/dose 3 x 10° 3x 10° 1 x 10°
Espermatozoides/fémea/ano 18 x 10° 7,5 x 10° 2,5 x 10°
Relacdo macho:fémea 1:250 1:600 1:1800

Protocolo 1: IAT, 2,4 doses/estro, 2,5 inseminac6es/fémea/ano
Protocolo 2: IAT em tempo fixo, 1 dose/estro, 2,5 inseminagdes/fémea/ano

Protocolo 3: IAU em tempo fixo, 1 dose/estro, 2,5 inseminacGes/fémea/ano

Fonte: Adaptado de Bortolozzo et al. (2011)

Segundo Hancock (1959) e Levis et al. (2002), a IAU permite a diminuigéo de
perdas de células espermaticas por refluxo vulvar durante e apos a realizagdo da 1AU.
Dallanora (2004) nao observou nenhum caso de refluxo no momento da IAU, porém a
perda de espermatozoide, até duas horas ap0ds a inseminacédo, ndo diferiu (P>0,05) entre
IAU e IAT. Utilizando doses de 20 ml de volume total, com diferentes concentragdes
espermaticas (0,25x10°% 0,5x10° e 1x10%. Mezalira et al. (2005) ndo observaram
refluxo no momento da realizacdo da IAU, e ndo encontraram diferenca (P>0,05) entre
os tratamentos no percentual de volume e espermatozoides refluidos até 60 minutos
apos a IAU.

A possibilidade de passagem do cateter intrauterino € alta em multiparas,
atingindo indices superiores a 90%, podendo chegar até 100% de sucesso de inser¢do do
cateter intrauterino (Bennemann et al., 2005; Mezalira et al., 2005; Miller et al., 2009).
No entanto este alto percentual de sucesso ndo é observado em fémeas jovens (Pelland
et al., 2008), provavelmente devido a dificuldade ou impossibilidade de inser¢do do
cateter intrauterino seja devido a fatores especificos da anatomia da fémea. Apesar de se

obter sucesso na inser¢do do cateter intrauterino em uma alta porcentagem de fémeas
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(90 — 97%), alguns animais apresentam sangue na extremidade do cateter. Watson e
Behan (2002) e Dallanora et al. (2004), observaram 1,8 e 9,5% de fémeas com esta
caracteristica, respectivamente. A presenca de sangue no cateter ou no sémen refluido,
em pelo menos uma IAU, comprometeu a taxa de retorno ao estro comparando fémeas
com e sem presenca de sangue, respectivamente 13,8% e 2,6% B (P<0,01) (Dallanora et
al., 2004).

2.4.2.2 Desempenho da Inseminacao Artificial Intrauterina

Estudos realizados no final da década de 50 por Hancock (1959) sugerem que o
local de deposigdo de sémen tem grande influencia nos resultados de fecundagéo. Este
autor comparou trés locais distintos de deposicao de sémen, utilizando DI de 100 ml de
sémen ndo diluido e uma Unica inseminacao, e observou taxa de prenhez de 57,1%, 50%
e 96,3%, para a deposicdo vaginal, cervical e uterina, respectivamente. Comparando
IAT e IAU com o uso de DI com 1, 2 e 3 bilhdes de espermatozoides, Watson e Behan
(2002) observaram taxa de parto significativamente menor somente no tratamento IAT
com 1 bilhdo de células espermaticas. Dallanora et al. (2003), comparando IAT com
doses de 3 x10° de espermatozoides em 90 ml de volume e IAU 1,5 x10° de
espermatozoides em 60 ml de volume, ndo encontraram diferenca entre os tratamentos
para as variaveis retorno ao estro, taxa de prenhez, taxa de parto e nimero de leitdes
nascidos totais. De forma semelhante, Bennemann et al. (2005) realizaram IAU com
doses de 1 e 2 bilhdes, no intervalo de 0-24 horas e 25-36 horas antes da ovulacao, e
ndo encontraram diferenca na taxa de prenhez, ndmero de embrifes totais e
sobrevivéncia embrionaria. Utilizando o método de IAU com 0,25, 0,5 e 1 bilhdo de
espermatozoides, Mezalira et al. (2005) obtiveram resultados promissores com 0,5
bilhdo de espermatozoides, tais como taxa de prenhez superior a 85% e 14 embrides
totais aos 34-41 dias ap6s IAU. Comparando IAT de 3x10° e IAU com 1,5x10%e 1 x10°
em multiparas, Hernadez-Caravaca et al. (2012) observaram desempenho na taxa de
parto e nascidos totais no grupo IAT (82,34+0,38; 13,65+3,14), IAU 1,5x10°
(86,84+0,33; 14,13+3,05) e IAU 1 x10° (84,08+0,36; 13,87+3,34), sendo o grupo IAU
1,5x10° diferente estatisticamente do grupo IAT, mas o grupo IAU 1 x10° ndo foi
diferente dos outros tratamentos. Os resultados obtidos por diversos autores permitem
concluir que com o uso do método de IAU é possivel utilizar DI com nimeros de
células espermaticas inferiores a 3 bilhdes sem afetar o desempenho reprodutivo
(Tabela 2).
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Tabela 2. Desempenho reprodutivo da utilizagdo de inseminagdo artificial
intrauterina (IAU) com uso de doses inseminantes com numero de células
espermaticas inferior a 3 bilhdes

Sptz Vol Taxa Taxa NT/ET Autor

(x10%)  (mL) Prenhez,%  Parto,%
1,5 60 - 94,9 115 Dallanora et al. 2004
1,0 80 - 86,9 12,1 Woatson & Behan, 2002
0,5 20 - 92,7 11,3 Bennemann et al. 2005
1,0 20 84,7 i 133 Mezalira et al. 2003
0,5 85,5 - 14,3
1,0 60 82,1 i 159 Bennemann et al. 2004
2,0 96,5 - 14,9
1,0 25 93,4 90,6 124 Diehl et al. 2006
1,0 96,2 95,1 12,7

Sptz= Espermatozoide; Vol= Volume; NT= Nascidos Totais; ET= Embrides totais
Fonte: Adaptado de Bennemann (2008)

2.4.3 Inseminacao Artificial Intrauterina Profunda
A inseminacdo artificial intrauterina profunda (IAUP) pode ser realizada com o

uso de diferentes instrumentos que permitem a deposicdo de espermatozoides
diretamente no terco final dos cornos uterinos, proximo a juncdo Utero-tubarica
(Mathias, 2003).

Utilizando o método de IAUP a 5 c¢cm da juncdo Utero-tubarica, com doses
inseminantes contendo 10, 50 e 100 milhdes de espermatozoides, Krueger e Rath
(2000), compararam as fémeas inseminadas com IAUP com fémeas inseminadas
tradicionalmente com uma unica DI de 1 e 3 bilhdes de espermatozoides entre 24-32
horas ap6s o inicio do estro, ndo sendo encontrada diferenca estatistica na taxa de
prenhez, taxa de parto e tamanho de leitegadas entre os grupos IAUP e tampouco entre
os grupos IAUP e IAT. Usando um cateter flexivel (1,8 m de comprimento e 4 mm de
didmetro), Martinez et al. (2001) comparam os resultados de 372 multiparas suinas
inseminadas com DI contendo 150, 50, 25 e 10 milhdes de espermatozoides em 10 ml
de volume, e 147 matrizes suinas inseminadas com doses de 3x10° espermatozoides
pelo método IAT. As fémeas inseminadas pelo método IAUP receberam 1250 Ul de
gonadotrofina coridnica humana (hCG ) 24 horas ap6s o desmame e 750 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (eCG) 72 horas apos o0 eCG. As fémeas do tratamento

controle (IAT) ndo receberam tratamento hormonal. Os autores ndo encontraram
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diferenca na taxa de parto entre o tratamento controle e as fémeas inseminadas com
doses de 150 e 50 milhGes de espermatozoides, mas houve uma reducédo significativa
(P<0,0001) nas fémeas inseminadas com doses de 25 e 10 milhGes de espermatozoides.
A adocéo do método de IAUP traz beneficios relacionados a reducéo do nimero
de espermatozoides, reducdo do refluxo da dose inseminante e um menor tempo para o
espermatozoide atingir o reservatdrio espermatico, porém o uso da IAU é realizado por
ser um procedimento tecnicamente mais simples do que IAUP (Mozo-Martin et al.,
2011). Desta forma, segundo Vasquez et.al. (2005), esta é uma tecnologia que poderia
ser empregada em situacdes onde se utiliza sémen com o tempo de vida util reduzido,

como € o caso do sémen congelado e/ou sémen sexado.

2.5 Inseminacao Artificial em Tempo Fixo

Os estudos com inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) preconizam a
sincronizacdo do ciclo estral através de combinagdes hormonais que estimulam o
desenvolvimento folicular e posteriormente induzem a ovulacdo para que a IA seja
realizada em um periodo especifico de tempo. A IATF em suinos pode ser dividida em
protocolos que preconizam a deteccdo de estro com posterior realizacdo da IA em
momento fixo e, outro onde ndo se realiza deteccdo de estro e a IA é realizada em um
momento pré-definido, totalmente as cegas.

Estudos observaram que a utilizacdo de protocolos farmacoldgicos para inducgéo
da ovulacdo pode tornar possivel a realizacdo de uma Unica inseminacdo através de

protocolos de 1A em tempo fixo (Candini et al., 1999; Krueger et al., 1999).

2.5.1 Ciclo Estral

O suino domeéstico é considerado uma espécie poliestrica anual, isto é, apresenta
ciclos estrais durante todo ano. Este dura em média 21 dias (variacdo 18-24 dias) e
apresenta uma fase folicular, com duragéo de 4 a 5 dias e uma fase luteal, com duragéo
de 15 a 17 dias (Borchardt Neto et al., 2005). A fase folicular é o periodo que se inicia
com a regressdo do corpo luteo e se estende até a ovulagéo, sendo subdividida em pro-
estro e estro. Nesta fase ha predominancia de foliculos em crescimento, producdo de
estradiol, ocasionando altera¢fes anatémicas e comportamentais na fémea. A fase luteal
é o periodo entre a ovulacdo até a regressdo do corpo lateo, sendo subdividida em

metaestro e diestro, tendo predominio da progesterona produzida pelos corpos luteos
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chegando aos niveis maximos entre os dias 12 e 14 do ciclo, decaindo para niveis basais
nos dias 17 e 18, dando inicio a um novo ciclo (Fries, 2010).

O estro é definido pelo periodo proximo a ovulacdo onde a fémea demonstra
reflexo de imobilidade na presenca de um macho e mantém-se receptiva ao
acasalamento (Soede e Kemp, 1997). Segundo Soede et al. (1995), o estro em porcas
dura em torno 50 — 60 horas, variando entre 24 e 88 horas, e em alguns casos pode
chegar até 96 horas (Weitze, 1994). Marchetti (2001) observou um periodo de estro
médio em porcas de 62 horas, com amplitude de 24 a 112 horas. J& a duracdo e
amplitude da duracdo de estro em leitoas séo menores quando comparado com porcas,
sendo a duracdo do estro em torno de 40 horas (Steverink et al., 1999), ou segundo
Uemoto (1999), duragdo do estro de 50 horas com amplitude de 24 a 72 horas. Estes
dados demonstram que pode haver grande variabilidade entre fémeas de um mesmo
rebanho e entre rebanhos (Steverink et al., 1999). A duracdo média do estro subsequente
é parecida no rebanho, mas isso ndo vale para o individuo. Conforme Soede e Kemp
(1997), apenas 29% das fémeas repetem a mesma duragdo do estro. Estas variagdes
observadas na duracdo do estro podem ser explicadas parcialmente por alguns fatores,
entre eles: genodtipo, ordem de parto, estacdo do ano, duracdo da lactacdo, intervalo
desmame-estro, manejo utilizado para a deteccdo do estro e estimulacdo do macho
(Soede e Kemp, 1997).

2.5.2 Ovulacéo

Ovulacdo é definida como o momento que ocorre a ruptura dos foliculos
terciarios e liberacdo dos odcitos. E um fendmeno dinamico, que ocorre de forma
espontanea, caracterizado pela ruptura de um sistema vascular e pela destruicdo do
tecido conectivo da parede do foliculo de Graff, com a liberacdo dos o6citos maduros
para a fecundagdo, desencadeada pelo pico de LH (Horménio Luteinizante), que
promove alteragdes funcionais e estruturais na parede folicular (Lipner, 1988).

Estudos realizados com 1A em multiparas demonstraram que a populacdo
espermatica permanece viavel, de uma maneira geral, por um periodo de até 24 horas
antes da ovulagdo (Soede et al., 1995; Nissen et al 1997). Soede e Kemp (1997)
afirmam que a taxa de fecundacdo de suinos € aumentada quando a inseminacéo €
realizada durante o periodo de 24 horas antes e poucas horas depois da ovulagéo.
Visando alcancar o objetivo de que pelo menos uma dose seja realizada nesse periodo,

repetidas inseminacdes sdo feitas durante o estro. Em meédia a ovulagdo ocorre
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transcorrido 64-72% do estro, ou seja, no inicio do terco final do estro, tornando-se uma
informacao retrospectiva (Nissen et al., 1997). O pico de LH é o melhor parametro
endocrinolégico para a determinacdo do momento da ovulagdo, sendo que esta ocorre
em aproximadamente 40 horas ap6s o pico de LH, 42+5 horas (Helmond et al., 1986) e
44+3 (Soede et al., 1994). Porém o pico de LH pode ocorrer 10 horas antes e 36 horas
depois do inicio do estro (Soede et al., 1994), levando a uma grande variabilidade no
intervalo de inicio do estro e a ovulagdo, com média de 37 a 45 horas, mas amplitude de
8 a 85 horas.

Essa amplitude dificulta a adocdo de um protocolo fixo de inseminacao, porque
existem fémeas que ovulam precocemente e outras tardiamente ao longo do estro.
Devido a essa dificuldade em definir em que momento a ovulagdo ocorre
espontaneamente, o uso de horménios indutores da ovulacdo é uma alternativa utilizada
para tentar sincronizar a ovulacdo das fémeas e tornar possivel a ado¢do de protocolos
de IATF.

2.5.3 Inducéo da Ovulacéo

Para a realizacdo de IATF, a ovulacdo deve ser induzida através do uso de
gonadotrofinas que, predominantemente, tenham a mesma atividade do LH, como a
gonadotrofina coridnica humana (hCG — human Chorionic Gonadotropin) e horménio
luteinizante suino (pLH — porcine Luteinizing Hormone) ou através do uso de
liberadores de gonadotrofinas como os analogos do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH — Gonadotropin-Releasing Hormone) (Fries, 2010), sendo o0s
produtos mais utilizados descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Principais farmacos empregados na inducgéo da ovulacdo em suinos

Referéncia Produto Utilizado Momento da aplicacéo

Knox et al. (2001) eCG/hCG No desmame
Brissow et al. (2009)  Gonadorelina (andlogo GnRH)  80h ap6s eCG
Martinat-Botté et al. Buserelina (analogo GnRH) 104h apds eCG
(2009)

Baer & Bilker (2004) GnRH 96h apos desmame
Johnston et al. (2009)  Triptorelina (andlogo GhnRH)  96h apds desmame
Candini etal. (1999) pLH 56h ap6s eCG

Fries et al. (2010b) Lecirelina Na deteccdo do estro
Zack et al. (2010) pLH Na deteccdo do estro

eCG — gonadotrofina coridnica equina; hCG - gonadotrofina coriénica humana; GnRH —
Hormonio liberador de gonadotrofina; pLH — Hormonio luteinizante porcino.

Fonte: Bortolozzo et al. (2011)

2.5.3.1eCG/hCG

Nos suinos 0 eCG € usado com funcéo de FSH (Horménio Foliculo Estimulante)
e LH via acdo direta nos ovarios, estimulando o crescimento folicular, ovulacéo e estro
em leitoas, e assim desencadeia um novo ciclo em porcas desmamadas (Mellagi et al.,
2006). Segundo Guthrie e Bolt (1990) o hCG tem func¢do semelhante ao LH, e além de
induzir a ovulacdo, ele atua na luteinizacdo das células da granulosa, mantém a vida
funcional do corpo luteo e aumenta a secrecdo de progesterona das células luteinizadas.
O uso dessa combinacdo (eCG/hCG), que culmina em entrada de cio e posterior
ovulagdo, permite a adogdo de protocolos de IATF. A combinacdo mais comumente
usada para inducao de estro em suinos é 400 Ul de eCG associado de 200 Ul de hCG
(Paterson, 1982). Segundo Viana (2001), quanto menor o intervalo entre as aplicacfes
de eCG e da droga luteinizante (hCG ou LH), melhor ¢ a sincronizacdo da ovulacéo,
pois a chance de ocorréncia do pico enddgeno do LH antes da injecdo da droga
luteinizante diminui. Nos protocolos tradicionais, o intervalo entre as aplicacfes € de 72
horas, o qual resulta em intervalo médio entre a aplicacdo da droga luteinizante e a
ovulacdo em aproximadamente 40 horas, com um desvio padrdo préximo a 6 horas
(Candini et al., 2001).
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Ao usar a combinacdo eCG/hCG, Knox et al. (2001) aplicaram 400 Ul de eCG
associado a 200 Ul de hCG no desmame e encontraram valores de intervalo estro
ovulagéo (IEO) igual a 43,7 horas para o grupo controle e 45,6 horas para 0 grupo
tratado (P>0,05). Breen et al. (2006) usaram 0 mesmo protocolo hormonal no desmame
e ndo encontraram influéncia (P>0,10) do tratamento sobre o IEO entre as fémeas

tratadas (40,5h) e fémeas do grupo controle (35,4h).

2.5.3.2 GnRH

O GnRH, diferente do hCG, atua na glandula pituitaria estimulando a liberacao
do LH. A concentracdo maxima de LH ocorre entre 2 a 4 horas e se mantém alta por 6 a
8 horas ap6s a aplicacdo exdgena de GnRH, (Brussow et al., 1990). Conforme
Gooneratne et al., (1989), o pico de LH induzido ndo interfere com o que ocorre de
forma natural, agindo em conjunto e prolongando a duracdo do mesmo. O GnRH pode
ser dividido em duas categorias dependendo de sua origem: GnRH natural e os analogos
de GnRH (sintéticos). Os sintéticos sdo chamados de superanalagos, com excec¢do da
gonadorelina que é produzida a partir do GnRH natural (Zapletal e Pavlik, 2008), e
segundo esses autores, alguns superanalagos podem ser até 20 vezes mais eficientes do
que a gonadorelina, além de possuir uma meia vida maior. Além desse agonista e da
gonadorelina, outros agonistas tém sido usados na indugdo da ovulacdo: goserelina,

buserelina, triptorelina e a deslorelina.

2.5.3.3 pLH

O pLH pode sincronizar a ovulacdo de fémeas suinas desmamadas, por meio de
um protocolo de sincronizacdo que utiliza 600Ul de eCG no dia do desmame e 5mg de
pLH 72 ap6s o desmame. Com esse protocolo hormonal Candini et al. (2004a),
observaram que 0 hormdnio tem a capacidade de concentrar 0 momento da ovulacdo de
um grupo de fémeas em aproximadamente 35 horas ap0s aplicacdo do pLH, sendo que
todas as fémeas ovulam até 44 horas apos a aplicacdo do pLH, diferindo das fémeas ndo
tratadas hormonalmente. O intervalo desmame estro (IDE) e a duragdo do estro (DE)

tambem foram melhores nas fémeas tratadas hormonalmente (Tabela 4).
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Tabela 4. Médiat desvio padréo e valores maximos e minimos do intervalo desmame-
estro (IDE), duracdo do estro (DE) e intervalo entre aplicacdo de pLH e a ovulacao

(pLH-OV)
Variaveis Tratamentos
Horas T1 T2 T3
IDE 87,4+3" (87-111) 87+0° (87) 99,1+13,6° (63-135)
DE 44,3+8.78" (12-60) 41,3+9.77° (24-60)  60,1+10,22° (36-84)

pLH-OV  357%6,07° (24-48)  355%6,06° (24-48)  56,1+15,91° (18-112)

Letras sobrescritas diferentes, dentro do mesmo item e mesma linha diferem
estatisticamente (P<0,0001)

T1=600 Ul de eCG ap6s desmame e 5 mg de pLH, 72 h apés eCG , com Unica
inseminagcdo artificial (1A) 24 h ap6s pLH;

T2=mesmo tratamento hormonal do T1, com 2 IA, 24 e 32 h ap0s pLH;

T3= grupo controle sem tratamento hormonal, com 3 1A.

Fonte: Adaptado de Candini et al. (2004a)

Estudando a efetividade do pLH como indutor da ovulacdo em fémeas
desmamadas, Candini et al. (2004b) usaram o seguinte protocolo hormonal: 600 Ul de
eCG 24 horas ap6s 0 desmame, e 5 mg de pLH 56 horas ap6s 0 eCG, e comparando
com fémeas ndo tratadas hormonalmente, observaram que o intervalo desmama-estro
(IDE) foi reduzido (P=0,01) nas fémeas tratadas compradas ao grupo controle (87,4 vs
98,5 horas, e a taxa de ovulacdo do tratamento foi semelhante (P=0,2) a do controle
(23,16£12,19 vs 20,08+5,19, respectivamente). Para as fémeas que receberam
tratamento hormonal, as ovulacdes ocorreram entre 32 e 48 h (37,25+3,65) apos
aplicacdo de pLH sendo diferente (P<0,0001) do controle (63,67+20,22, variando de 32
a 104 h). Estes resultados evidenciam que o hormonio foi capaz de concentrar o

momento da ovulacdo nas fémeas submetidas a inducédo da ovulagédo (Tabela 5).



25

Tabela 5. Médias, desvios padréo e varia¢do do IDE, TO e pLH-OV em fémeas tratadas
(eCG+pLH) e controles (ndo tratadas hormonalmente)

o Tratadas Controles
Variavels o o . o P
MédiaxDP (variagéo) MédiaxDP (variagéo)
IDE (h) 87,4+9,4 (74 a110) 98,5+16 (77 a 137) 0,01
TO (CLs) 23,2+12,2 (2a 76) 20,1+5,2 (7 a 30) 0,2
pLH-OV 37,3+3,7 (32 a 48) 63,7+20,2 (32 a 112) <0,0001

IDE= Intervalo desmame-estro; TO= Taxa de Ovulagdo; pLH-OV= Intervalo entre

aplicacdo de LH e ovulacdo; DP= Desvio Padréo; CLs= Corpos Luteos.

Fonte: Adaptado de Candini et al. (2004b)

Com o objetivo de avaliar o IEO e emprego de protocolos fixos de IATF, Cassar
et al. (2005) fizeram a associacdo hormonal de 600 Ul de eCG no desmame e 5 mg de
pLH 80 horas apds o eCG, e observaram que todas as fémeas ovularam até 44 horas
apos aplicacdo de pLH. Os resultados reprodutivos desse trabalho sdo apresentados na
tabela 6. A taxa de parto foi maior e houve uma tendéncia para uma maior taxa de
prenhez do grupo que usou somente pLH. Os grupos tratados com associacao de eCG e
pLH, foram superiores em taxa de prenhez e partos companrando com as fémeas do
grupo controle. E ndo foi encontrada diferenca estatistica no tamanho da leitegada entre
os tratamentos. Os tratamentos um a quatro foram inseminadas somente fémeas com
presenca de estro, e o tratamento cinco a inseminacgéo foi realizada independentemente

da manifestacdo ou nédo de estro.
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Tabela 6. Desempenho reprodutivo de multiparas tratadas com pLH, eCG, pLH+eCG, ou
néo tratadas hormonalmente antes da inseminacéo artificial (IA) com as respectivas taxas
de parto (TP) e nascidos totais (NT) por tratamento

Tratamento N eCG pLH Momento 1A TP (%) NT
1 Controle 131 5 dias apos 68,7 11,1426
desmame
2 eCG 111  Desmame  dias pos 69,0 10,7432
desmame
3 pLH 113 . 00hapos  36eddhapos gy 42 103433
desmame pLH
4 eCG+pLH 110 Desmame 20napos  36edahapds o050 q54439
desmame pLH
5** eCG+pLH 102 Desmame SOh A0S gk apsspLH  86,1° 10,635
esmame

*Uma IA pela manha e outra a tarde
** Somente uma IA independentemente do diagndstico de estro
%P na mesma coluna diferem do controle: ?, P<0,05; °, P<0,01

Fonte: Adaptado de Cassar et al. (2005)

Degenstein et al. (2008) sincronizaram o0 estro de leitoas utilizando por um
periodo de 14 a 18 dias 15mg/dia de Altrenogest, com posterior inducdo do crescimento
folicular com 600 Ul de eCG, um dia ap6s o término do tratamento com Altrenogest.
ApoGs este processo, as leitoas foram divididas em 3 tratamentos, 80 horas apds
aplicacdo de eCG, grupo 1: 5mg de pHL; grupo 2: 750 Ul de hCG; e aplicacdo de
solucdo fisioldgica para o grupo 3. Ndo houve diferenca entre a duracdo do estro nos
tratamentos, mas o IEO foi menor nas fémeas onde foi aplicado pLH (Figura 1). Este
trabalho demonstra que, o pLH ¢ eficiente em diminuir a variacdo encontrada no IEO

podendo ser utilizado em protocolos de IATF.
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Figura 1. Variacdo do momento da ovulacdo em leitoas com os tratamentos
contole, hCG e pLH.
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Utilizando 600 Ul de eCG no desmame em multiparas, e aplicando 5 mg de pLH
80 horas ap0s a aplicacdo de eCG, Abad et al. (2007) observaram intervalo de aplicacédo
de pLH e ovulacdo de 38,4+0.3 horas (médiatEPM), com todas as fémeas ovulando
entre 35 e 42 horas. Esses autores observaram também que 75,7% das fémeas ovularam
entre 37 e 39 horas ap0és a aplicacao de pLH.

Nesta mesma linha, Zak et al. (2010) conduziram um experimento com o objetivo
de determinar o desempenho reprodutivo de fémeas multiparas apos administragédo de 5
mg de pLH no inicio do estro utilizando duas IAT comparando com o protocolo padrao
de inseminacdo da granja no qual as fémeas recebiam, no minimo, duas inseminacoes
com intervalos de 24 horas até o final do estro, e ndo encontraram diferenca estatistica
na taxa de prenhez e na taxa de parto ajustada (P>0,05) entre os tratamentos. Porém o
numero de leitdes nascidos totais foi melhor (P<0,01) nas fémeas tratadas (12,88+0,27),
comparando com as fémeas controle (8,11+0,29). Em um segundo experimento mais

arrojado do que o primeiro, usando o mesmo protocolo hormonal, mas apenas uma
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Unica inseminacao, Zak et al. (2011) observaram que a IATF ndo comprometeu o
numero de nascidos totais nem a taxa de pari¢cdo da granja comparado com 0 grupo
controle, 12,23+0,3 vs 12,21+0,3 e 94,6 vs 86, respectivamente.
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Fixed-time post-cervical artificial insemination in sows receiving porcine

luteinising hormone at oestrus onset

D.L. Fontana’, R.R. Ulguim*, P.E. Shardella', M.L. Bernardi?, F.P. Bortolozzo®,
l. Wentz!
! Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, Faculdade de
Veterinaria, Setor de Suinos, Porto Alegre, RS, Brazil
2 UFRGS, Faculdade de Agronomia, Departamento de Zootecnia, Porto Alegre,
RS, Brazil

E-mail: fpbortol@ufrgs.br

Abstract

Fixed-time artificial insemination (FTAI) together with post-cervical artificial
insemination (PCAI) allows a wider use of high indexing boars and an expressive
reduction in labour requirements in swine production. The aim of this study was to
evaluate FTAI efficiency according to different artificial insemination (Al) protocols,
using porcine luteinising hormone (pLH) as an ovulation inductor. A total of 597
weaned sows whose oestrus detection was performed once daily (08:00 am) were
allocated into three treatment groups: Control (n= 199) - the first Al was performed at
oestrus onset (0 h) and repeated every 24 h thereafter during estrus; FTAIL (n= 199) -
sows received a 5-mg (4 ml) i.m. injection of pLH at oestrus onset, and were
inseminated 24 h after; and FTAI2 (n= 199) - sows received 5 mg of pLH and were
inseminated at oestrus onset (0 h) and 24 h after. PCAI with homospermic doses (1.5 x

10° total sperm cells/50 ml) were performed in sows in all treatment groups. Hormonal
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treatment did not affect (P>0.05) the interval between oestrus onset and ovulation
(overall 32.4 h). There were no differences (P>0.05) in farrowing rate (overall 91.6%)
and litter size (overall 12.6 piglets born) among treatments. Total piglets born per
insemination dose was different (P<0.0001) among the treatments {4.5, 12.5 and 6.2 for
Control, FTAIL1 and FTAIZ2, respectively). The use of pLH at oestrus onset followed by
a single fixed-time PCAI 24 h after does not compromise the reproductive performance
of multiparous sows.

Keywords: Swine, fixed-time insemination, porcine luteinizing hormone,

ovulation, post-cervical insemination

1. Introduction

An efficient and commercially applicable artificial insemination (Al) protocol
requires procedures capable of providing high or reasonable fertility rates using low
sperm numbers per insemination dose (Roca et al., 2006). Within this perspective,
techniques such as PCAI allow semen deposition with reduced number of sperm cells
per Al dose. This technique maintains or even increases fertility using a reduced number
of sperm cells, compared to cervical artificial (CAI) insemination (Watson and Behan,
2002; Rozeboom et al., 2004), allowing an increased use of genetically superior boars.

Considering that the fertilization rate is optimized when Al is performed over a
period of 24 h before and a few hours after ovulation (Soede et al., 1995; Nissen et al.,
1997), multiple Als during oestrus are performed in traditional Al protocols, with at
least one Al performed within an optimal time window for fertilisation. Large variations
in the interval between oestrus onset and ovulation have been observed in swine females
(Weitze et al., 1994). Although a reliable predictor of ovulation time would be

worthwhile, it is not yet available (Soede and Kemp, 1997). The use of an efficient
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ovulation inductor is important when applying fixed-time artificial insemination (FTAI)
protocols (Brussow et al., 2009). In this context, porcine luteinising hormone (pLH) has
been used in association with eCG at weaning (Cassar et al., 2005; Bennett-Steward et
al., 2008) or after altrenogest treatment in gilts (Degenstein et al., 2008). However, there
is a lack of information about the use of pLH at oestrus onset in a protocol including
fixed-time post-cervical insemination without previous exogenous hormonal treatment.
More recently, no impairment in the reproductive performance of swine females was
observed when pLH was used at oestrus onset, with the sows receiving a single or
double fixed-time intracervical insemination (Zak et al., 2010, 2011).

This study aimed to evaluate the effect of pLH application at oestrus onset on
the time of ovulation. Furthermore, the reproductive performance of sows receiving
pLH, in association with single or double fixed-time PCAI, was compared to that of
weaned sows submitted to multiple post-cervical inseminations without previous

hormonal treatment.

2. Materials and methods
All the experimental procedures described in this study were conducted under an
experimental license (Project number 22979) from the Institutional Animal Care and

Use Committee (COMPESQ-FAVET-UFRGS).

2.1 Animals

The experiment was performed in a breeding herd, with an inventory of 6200
sows, located in southern Brazil, the Santa Catarina State, from January to July, 2012. A
total of 597 weaned Landrace x Large White/Duroc sows - Agroceres PIC 1062

(Agroceres PIC, Patos de Minas, MG, Brazil) were bred.
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2.2 Housing and feeding

After weaning, the sows were placed into a gestation system, and bred and
maintained in individual crates with slatted floor and automatic feeders during breeding
and gestation. They were moved to farrowing rooms within 3-5 days before their
expected farrowing. Ad libitum access to water was provided to the sows throughout the
experimental period. From weaning up to 30 days of gestation, they were fed 2.4 kg/day
of a corn-soybean diet (14% CP, 0.65% digestible lysine and 3,200 kcal ME/kg). From
31 to 90 days of gestation, they received between 1.6 and 2.4 kg of feed per sow and
from 91 to 110, 3.0 to 4.0 kg. From 110 days of gestation until farrowing, sows received

no more than 2 kg of feed per day.

2.3 Oestrus detection and ultrasound examination

Oestrus detection was performed once a day (08:00 a.m.). Sows had nose-to-
nose contact with a mature teaser boar together with the backpressure test; those
exhibiting a standing reflex were considered to be in oestrus. Transcutaneous
ultrasonography (US) of ovaries was performed by real-time ultrasonography using a 5-
MHz convex linear transducer (Aloka® SSD 500, Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japan).
Ultrasonographic evaluations started at oestrus onset and were performed at 24-h
intervals up to ovulation. A further scan was performed the next day to confirm
ovulation. These evaluations were used to confirm whether at least one insemination
was performed within the period considered as ideal (Kemp and Soede, 1996). In 156
sows, 52 per treatment group, oestrus detection and ultrasonographic evaluations were
performed at 8-h intervals (00:00, 08:00 and 16:00) to evaluate the interval between

oestrus onset and ovulation.
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2.4 Experimental design

Sows detected in oestrus between 2 and 6 days after weaning were
homogeneously distributed within three treatment groups (trios) according to parity,
mean lifetime number of piglets born, previous lactation duration, number of weaned
piglets and body condition score at insemination on a scale of five points (Young et al.,
2004). Selected sows had, on average, 4.5 + 0.04 (means £+ SEM) parities, 12.9 + 0.06
mean lifetime piglets born, 10.7 + 0.06 weaned piglets, 22.0 = 0.06 days of lactation,
4.3 £ 0.02 days of interval between weaning and oestrus, and a body condition score of
3.1 £0.01 points.

Distribution of sows into the treatment groups was performed over 13 weeks,
with approximately 45-50 sows each week. The treatments were as follows: Control (n=
199) - the first insemination was performed at oestrus onset (0 h) and repeated every 24
h thereafter while the sows were on standing oestrus; FTAIL (n= 199) - sows received a
5-mg (4 ml) i.m. injection of pLH (Lutropin-V® Bioniche Animal Health, Belleville,
Ontario, Canada) at oestrus onset, and were inseminated once, 24 h after pLH
application; and FTAI2 (n=199) - sows received the same hormonal treatment as FTAIL

sows, but they were inseminated twice (at oestrus onset and 24 h after).

2.5 Semen collection and processing

The artificial insemination doses were obtained from six terminal siring boars
(Pietran x Duroc x Large White x Landrace) of Agroceres PIC® genotypes (Agroceres
PIC, Patos de Minas, MG, Brazil), with fertility proven in a previous experiment
(Kummer et al., 2013). Sperm motility evaluation and concentration were obtained

using a computer assisted semen analyzer — CASA system (Sperm Vision® 3.7 Minitube
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GmbH, Tiefenbach, Germany). Only ejaculates with sperm displaying more than 70%
motility and morphological defects below 20% were used. Ejaculates were used in a
split sample basis, i.e., doses used for each trio of sows were produced from the same
ejaculate. Homospermic doses with 1.5 x 10° total sperm cells were diluted in Beltsville
Thawing Solution (BTS® Minitube GmbH, Tiefenbach, Germany) in a final volume of
50 ml and stored at 15-17°C to be used within a maximum of 72 h after semen

processing.

2.6 Artificial insemination

All sows were inseminated using the PCAI method, which was performed
without the presence of a boar in front of the sows. A standard artificial insemination
foam tip catheter (Ponta de Espuma Bretanha®, Passo Fundo, Brazil) was inserted
through the vagina and fixed at the cervix. After the fixing, a soft and narrow inner
catheter, with a diameter of 4 mm and a length of 750 mm (Magaplus S® Magapor,
Zaragoza, Spain), was inserted up to 200 mm beyond the tip of the standard catheter,
allowing the PCAI. The occurrence of semen backflow during insemination was
recorded when an estimated amount of at least approximately 5 ml was observed. The

occurrence of bleeding during insemination was also recorded.

2.7 Statistical analysis

The study began with 620 sows, but 11 sows were excluded from the analyses
due to the inability to insert the intrauterine catheter after fixing the standard catheter.
Another 12 sows were excluded because it was not possible to compose trios based on

the selection criteria. Thus, 597 sows remained for the analysis.
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All data were analysed using the software Statistical Analysis System - SAS
version 9.1 (SAS, 2005). The Chi-Square or the Fisher test was used to analyse the
results concerning the farrowing rate and the percentages of sows ovulating at different
intervals after pLH injection.

The number of piglets born, piglets born alive, and piglets born per semen dose
were analysed using the MIXED procedure, with the means compared by the Tukey-
Kramer test. The fixed effect of treatments, the random effect of the boar and the week
of the study, in addition to the mean lifetime number of born piglets, as a covariate,
were included in these models.

Farrowing rate and litter size were also examined by taking into account the time
of insemination within the optimal interval between oestrus onset and ovulation
(between 0 and 24 h before ovulation) and the presence or not of semen backflow or

bleeding during insemination.

3. Results

All sows ovulated within 56 h after oestrus onset (Figure 1). There was no
difference among treatments (P > 0.05) in the interval between oestrus onset and
ovulation in the sows scanned at 8-h intervals. On average, ovulation occurred at 30.3 =
1.34 (mean = SEM), 33.1 + 1.34 and 33.7 + 1.58 h after oestrus onset, respectively, for
FTAIL, FTAI2 and control sows.

There was no difference (P > 0.05) among treatments in farrowing rate, total
number of piglets born and piglets born alive. The number of piglets born per 1A dose
was different (P < 0.0001) among the treatments (Table 1).

Insemination outside the time window of the optimal interval did not affect the

farrowing rate (P > 0.05) in Control and FTAI2 sows, but reduced the farrowing rate in
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FTAIL sows (Table 2). The number of piglets born was not affected by the insemination
being performed outside the optimal interval in all the treatment groups (P > 0.05; Table
2).

Overall, the absence of backflow in all inseminations, presence of backflow in
one insemination and in more than one insemination were observed in 72.4% (432/597),
22.1% (132/597) and 5.5% (33/597) of the sows, respectively. The occurrence of
backflow during insemination had no influence on farrowing rate (P > 0.05) in Control
and FTAI2 sows (Table 3). However, FTAI1 sows with semen backflow had a lower
farrowing rate (P < 0.05) compared to sows without backflow. The presence of
backflow in the single Al performed in FTAI1 sows reduced their litter size (Table 3).
A smaller litter size was observed in Control sows when backflow was present in at
least two inseminations (P < 0.05).

Eighteen sows (3.0%) bled during insemination, 11 and 7 from the Control and
FTAI2 groups, respectively. The presence of blood at insemination reduced (P= 0.055)
the farrowing rate (77.8% vs. 92.1%), but not the litter size (12.5 + 0.84 vs. 12.6 +

0.29).

4. Discussion

The administration of exogenous pLH at oestrus onset in weaned sows, together
with once daily oestrus detection and a single fixed-time PCAI, is an interesting tool to
optimise labour use and the dissemination of genes from high indexing boars. In the
present study, it was possible to apply single fixed-time PCAI, associated with oestrus
detection once daily, without compromising the reproductive performance of sows.

Pig is a spontaneously ovulating species that shows great individual variation

between the onset of oestrus and ovulation, ranging from 15 to 85 h (Weitze et al.,
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1994). Ovulation takes place at the onset of the last third of the oestrus period, but the
duration of oestrus is highly variable within and between farms (Soede and Kemp,
1997). Exogenous pLH has been successfully used to induce ovulation within a known
interval, together with a previous application of eCG, at weaning (Cassar et al., 2005;
Abad et al., 2007) or 24 h after weaning (Candini et al., 2004). In the present study, the
time of ovulation, relative to pLH application, was shorter (31.5 h) than the 37-38 h
previously reported (Candini et al., 2004; Cassar et al., 2005; Abad et al., 2007),
probably because pLH was administered when sows were already in oestrus, without a
previous application of eCG at weaning or soon after as in the aforementioned studies.
In the study of Cassar et al. (2005), even with the isolated use of pLH 80 h after
weaning, more sows ovulated within 40 h after pLH application than sows without
hormonal treatment. By contrast, the sows in the present study did not anticipate their
ovulation after the administration of 5 mg of pLH at oestrus onset. It must be pointed
out that a small number of late-ovulating sows were observed even in our control group,
i.e., less than 10% of control sows ovulated within 48 h after oestrus onset, compared to
25% observed in a previous study (Cassar et al., 2005).

The magnitude of FSH secretion or treatment with gonadotrophins during the
time when follicles are just starting to mature for ovulation may affect the number of
ovulatory follicles (Guthrie et al., 1990). Gonadotrophins may be used after weaning to
stimulate follicle development and achieve better synchronisation of oestrus onset and
ovulation (Briissow et al., 2009). The follicle development induced by applying
hormones at weaning (Cassar et al., 2005; Bennett-Stewart et al., 2007, 2008; Cassar et
al., 2010) seems to play a major role in yielding a follicle population responsive to
exogenous pLH at oestrus onset. Degenstein et al. (2008) suggested that hormonal

stimulation, previous to pLH application, may improve follicle development, increasing
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the proportion of medium follicles and inducing smaller follicles to ovulate. Overall, it
seems that ovulation is better controlled within a specific time interval after pLH
application, when both eCG and pLH are involved, in contrast to the use of pLH alone
at oestrus onset, as performed in the present study.

The similar farrowing rates observed among the treatment groups is in
agreement with the results of previous studies in which 5 mg of pLH were administered
at oestrus onset followed by double (Zak et al., 2010) or single (Zak et al., 2011) fixed-
time insemination. However, when applying a double FTAI protocol, Zak et al. (2010)
observed a larger litter size compared to the control standard herd Al protocol. It was
speculated that pLH, in addition to its role in ovulation and luteinisation (Soede et al.,
1994, 2011), could control oviductal motility and contribute to the synchronisation of
events leading to fertilisation and migration of embryos towards the uterus (Gawronska
et al., 2000). In the present study, the fact that the single fixed-time protocol gave
similar results to those of multiple inseminations indicates the benefits of using boars
with known fertility and excluding sows more predisposed to reproductive failure. It has
been proven that sub-fertile boars, even when semen doses are produced on a pool basis
(Foxcroft et al., 2008; Dyck et al., 2011), have a negative impact on reproductive
performance (Foxcroft et al., 2010). Furthermore, no repeat breeders were used and
sows were selected by taking into account several characteristics (parity, weaning-to-
oestrus interval, lactation duration, body condition score, previous total born and
weaned piglets) known to have a great impact on female reproductive performance
(Koketsu and Dial, 1997, 1998).

Variations in the interval between insemination and ovulation affect the
fertilisation rate, with good fertilisation results being usually obtained when

insemination is performed between O and 24 h before ovulation (Soede et al., 1995;



40

Kemp and Soede, 1997). Sows subjected to multiple inseminations during oestrus
normally receive at least one insemination within the optimal insemination-ovulation
interval. This was the case of the present study, in which 98% of the control sows
received at least one insemination within the optimal interval, in contrast to 86.9% and
84.9% of the FTAIL and FTAI2 sows, respectively. Performing the insemination
outside the optimal interval seems more critical when sows are single-inseminated, as
evidenced by the reduction in the farrowing rate of FTAIL sows. Within this group, 5
out of the 26 sows inseminated outside the optimal interval received the single
insemination after ovulation, and only 40% of them farrowed, confirming that single
post-ovulatory insemination can compromise fertilisation rate (Soede et al., 1995) and
embryo survival (Nissen et al., 1997). On the other hand, even in the suboptimal
periods, when the insemination is performed early relative to ovulation (>24 h before),
good fertilisation rate (Kemp and Soede, 1997) or farrowing rate (Bortolozzo et al.,
2005) can be obtained. Indeed, a farrowing rate of 81% (17/21) was observed in FTAI1
sows inseminated more than 24 h before ovulation.

According to Steverink et al. (1998), semen backflow may be a physiologically
normal process in swines, but information about semen backflow during PCAI is scarce.
Generally, PCAI results in lower percentages of volume (Hernandez-Caravaca et al.,
2012) and sperm cells (Hernandez-Caravaca et al., 2012; Sbhardella, 2013) flowing back
up to 60 min after semen deposition compared to CAl. Semen backflow during PCAI
occurred in 27.6% of the sows (165/597), which is similar to the 23% observed by
Sbardella (2013), but different to the findings of previous studies in which no semen
backflow is reported during intrauterine insemination (Bennemann et al., 2004;

Mezalira et al., 2005).
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Since the concentration of spermatozoa in backflow decreases as the time from
insemination to backflow collection increases (Steverink et al., 1998), it is important to
note semen backflow occurring during insemination or soon after. Although it is
expected that multiple inseminations mask a possible negative impact of semen
backflow on reproductive performance (Shardella, 2013) compared to single
insemination, the presence of backflow in more than one PCAI reduced the litter size in
Control sows, which received multiple inseminations. Semen backflow seems to be
more critical when females receive only one insemination per oestrus and a low number
of sperm cells (Mezalira et al., 2005). This aspect probably explains the negative impact
of semen backflow on the reduction of both farrowing rate and litter size in FTAIL
sows, which received only one insemination per oestrus.

The presence of blood during insemination in 3.0% of sows is in agreement with
percentages lower than 10% observed in other studies with multiparous sows (Watson
and Behan, 2002; Bennemann et al., 2004; Dallanora et al., 2004; Rozeboom et al.,
2004). Although reproductive performance is not always affected by bleeding during
PCAI insemination (Bennemann et al., 2004; Rozeboom et al., 2004), its negative effect
on farrowing rate corroborates the higher rate of return to oestrus observed by Dallanora
et al. (2004) in sows that bled during insemination.

In conclusion, the reproductive performance of weaned multiparous sows
receiving a single or double fixed-time Al is not compromised by the use of pLH at
oestrus onset. Single fixed-time insemination, together with oestrus detection once
daily, reduces labour requirements in swine production units. Another possible benefit
is the widespread use of high indexing boars by applying a single post-cervical fixed-
time insemination, since 1.5 x 10° sperm cells are enough to produce a litter, compared

to the 5-12 billion sperm cells per litter typically used in swine production systems.
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Figure 1. Cumulative frequency of ovulation time in sows evaluated at 8-h intervals (n=
156).

Control: first post-cervical Al (PCAI) performed at oestrus onset (O h) and repeated
every 24 h.

FTAIL: pLH application at oestrus onset and single PCAI at 24 h after pLH application.
FTAI2: pLH application at oestrus onset and two PCAIs (at oestrus onset and 24 h
after).

There was no difference (P > 0.05) among the groups.



Table 1. Reproductive performance of sows subjected to different post-cervical

artificial insemination (PCAI) protocols (means * standard error of mean).
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Variables Control FTAIL FTAI2
Farrowing rate, % 92.0(183/199)  90.0 (179/199) 93.0(185/199)
Total piglets born 128 +0.34 124 +0.34 125+0.34
Piglets born alive 11.7£0.32 11.4+0.33 11.4+0.32
Piglets born/semen dose 4,54 +0.22° 12.47 £0.22° 6.25 + 0.22°

P.¢in the same row indicate significant differences (P < 0.05).

Control: first PCAI performed at oestrus onset (0 h) and repeated every 24 h
thereafter. Sows of this group received, on average, 2.9 Als per oestrus.

FTAIL: pLH application at oestrus onset and single PCAI at 24 h after pLH
application.

FTAI2: pLH application at oestrus onset and two PCAIs (at oestrus onset and 24 h

after).



Table 2. Farrowing rate and number of piglets born in relation to the time of

insemination within the optimal interval (between 0 and 24 h before

ovulation) in sows subjected to different post-cervical insemination (PCAI)

protocols.
Optimal time
Variables  Treatments P-value
Yes No
Farrowing  Control® 91.7 (178/194) 100 (4/4) 1.00
rate, % FTAIL 92.5 (160/173) 73.1 (19/26) 0.007
(n) FTAI2 92.9 (157/169) 93.3 (28/30) 1.00
Control 12.9+0.4 10.9+1.4 0.175
Total piglets
FTAIL 12.4+0.4 13+0.8 0.419
born
FTAI2 12.5+0.2 12.8+0.6 0.644

#1n one sow of this group, ovulation could not be detected.

Control: first PCAI performed at oestrus onset (0 h) and repeated every 24 h

thereafter. Sows of this group received, on average, 2.9 Als per oestrus.
FTAIL: pLH application at oestrus onset and single PCAI at 24 h after pLH

application.

FTAI2: pLH application at oestrus onset and two PCAIs (at oestrus onset

and 24 h after).
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Table 3. Farrowing rate and number of piglets born according to the occurrence of
semen backflow in sows subjected to different post-cervical insemination (PCAI)

protocols.

Backflow P-value
Variables  Treatments

0 1 2

Farrowing  Control  93.5 (116/124) 94.0 (47/50) 80 (20/25)  0.063

rate, % FTAIL  92.2 (154/167) 78.1 (25/32) - 0.024
(n) FTAI2  92.9(131/141) 94.0 (47/50) 87.5(7/8)  0.799
Control 13.240.4° 12.5+0.5° 11.5+40.7° P<0.05
Total piglets
FTAI1 12.6+0.4° 11.4+0.7° - 0.051
born
FTAI2 12.5+0.3 12.6+0.5 12.5+1.2 0.982

®¢in the same row indicate significantly different values.

Control: first PCAI performed at oestrus onset (0 h) and repeated every 24 h
thereafter. Sows of this group received, on average, 2.9 Als per oestrus.

FTAIL: pLH application at oestrus onset and single PCAI at 24 h after pLH
application.

FTAI2: pLH application at oestrus onset and two PCAIs (at oestrus onset and 24 h
after).

Backflow: 0= backflow absent in all the inseminations; 1= backflow present in one

insemination; 2= backflow present in more than one insemination.

o1



52

4. CONSIDERACOES FINAIS

As mudancas e avangos ocorridos nos protocolos de inseminacgdo artificial em
suinos nos ultimos anos fazem com que as novas tecnologias sejam introduzidas
gradativamente na rotina das granjas comerciais, embora tecnologias precisem ser
adaptadas e modificadas conforme a realidade e necessidades especificas de cada
granja.

A diminuicdo de células espermaticas usadas por fémea coberta e a consequente
difusdo de material genético de alto valor s&o alvos de estudos que visam melhorar o
custo beneficio da granja que optar pelo uso de ferramentas que possam oferecer esses
ganhos, ja que isso proporcionara diminui¢do no uso de materiais ligados aos manejos
reprodutivos e racionalizacdo da mao de obra. Assim como na granja, a cadeia
produtiva também tem seus ganhos. Os resultados produtivos como conversdo
alimentar, ganho de peso diério e qualidade de carcaca de progénies oriundas de
reprodutores geneticamente superiores sdo mais eficientes.

Como foi visto na revisdo bibliografica e no artigo, o uso associado de IATF e
IAU vai proporcionar a diminui¢do do uso de células espermaticas por fémea coberta e
seus consequentes ganhos. O uso de IAU em porcas multiparas é considerado, de certa
forma, facil e bastante eficiente, e seus resultados reprodutivos, usando menos células
espermaticas, ndo sdo comprometidos os indices reprodutivos quando comparados com
uso de IAT. J& para o emprego de IATF é necessario que a ovulacdo seja induzida
através do uso de farmacos. Ha varios produtos utilizados para a inducdo da ovulacdo
em porcas, alguns com mais ou menos eficiéncia, porém € necessario avaliar o custo
beneficio de cada um. O uso do pLH, aplicado na deteccdo do estro, como indutor da
ovulacdo em multiparas ndo mostrou eficiéncia em antecipar a ovulacdo quando
comparado com o grupo controle. Portanto o uso de apenas uma dose vai depender
muito da qualidade da realizacdo da inseminacdo e da dose inseminante utilizada, ja que
ha o risco de que a IA seja realizada fora do momento ideal de cobertura, e também héa
fémeas que poderdo apresentar refluxo da DI, e na ocorréncia dessas duas situacoes, o

desempenho reprodutivo pode ser afetado.
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