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RESUMO

“APLICABILIDADE DA TECNICA DE INSEMINACAO ARTIFICIAL POS-
CERVICAL EM LEITOAS E DESEMPENHO REPRODUTIVO UTILIZANDO
1,5 0U 2,5 BILHOES DE CELULAS ESPERMATICAS POR DOSE
INSEMINANTE”

Autora: Kelly Jaqueline Will
Orientador: Prof. Rafael da Rosa Ulguim
Coorientador: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo

A inseminacdo artificial pos-cervical (IAPC) é um método que permite a reducgéo
do namero de células espermaticas e volume da dose inseminante sem comprometer o
desempenho reprodutivo comparada a inseminacdo artificial intracervical (IAC). A IAPC
é aplicada com sucesso em pluriparas e primiparas, porém ainda é limitada para leitoas
devido a dificuldade de passagem do cateter intrauterino pela cérvix. O presente estudo
avaliou a aplicabilidade da IAPC em leitoas e o impacto da idade e diferentes
caracteristicas corporais na taxa de sucesso de insercdo do cateter intrauterino. O
desempenho reprodutivo foi avaliado para IAPC e IAC, considerando diferentes
tamanhos de doses. Um total de 636 leitoas foram distribuidas em um delineamento
fatorial 2 x 2, sendo os fatores: duas técnicas de inseminacdo artificial (IAC e IAPC) e
dois diferentes tamanhos de doses inseminantes (1,5 x 10° células espermaticas viaveis/50
mL; ou 2,5 x 10° células espermaticas viaveis/80 mL). Independentemente da dose
inseminante utilizada, para as 319 leitoas do grupo IAPC, foi realizada a caracterizacao
da insercéo do cateter intrauterino. Para todos os grupos foram avaliados o desempenho
reprodutivo, e ocorréncia de sangramento e refluxo de sémen durante todas as
inseminacBes. Dois subgrupos foram avaliados em relacdo ao tempo para realizar a
inseminacdo (n = 380) e refluxo de sémen coletado durante 1 h ap6s a inseminacdo (n =
114). As anélises foram realizadas pelo software SAS utilizando o procedimento
GLIMMIX. As medias das varidveis continuas foram comparadas pelo teste Tukey-
Kramer, variaveis frequéncia foram analisadas por regressao logistica considerando a
distribuicdo binaria e a distribuicdo multinomial para as variaveis categdricas com mais
de dois escores. Variaveis ndo paramétricas foram comparadas pelo teste Kruskal-Wallis.
A taxa de sucesso de insercdo do cateter foi de 58,93%, considerando leitoas que
permitiram a insercdo do cateter em todas as inseminacgdes realizadas durante o estro.
Adicionalmente, maior possibilidade (>60%; P < 0,04) de inser¢do do cateter foi
observada em leitoas mais pesadas no primeiro estro detectado (> 124 kg), e em leitoas
com idade superior (> 225 d) e maior escore de condi¢gdo corporal (>3) na inseminagao.
Nao houve diferenca entre os grupos na taxa de prenhez (> 95,26%; P = 0,23), taxa de
parto (> 93,67%; P = 0,54), nimero total de leitdes nascidos (>14,45; P = 0,45), bem
como sangramento e refluxo durante a inseminacédo. Entretanto, a porcentagem de volume
e de células espermaticas no refluxo foi menor em leitoas inseminadas com 1,5 bilhdo de
células espermaticas/50 mL (P < 0,01) que nos demais grupos. Ndo houve reducéo
expressiva no tempo utilizado para realizar a IAPC comparada com a IAC. Porém, para
leitoas inseminadas com 1,5 bilhdo de células espermaticas/50 mL o tempo total para a
inseminacdo foi menor que nos demais grupos (P < 0,01). Concluindo, a IAPC continua



limitada para leitoas devido a baixa taxa de sucesso de insercao do cateter. O desempenho
reprodutivo ndo foi afetado pela técnica de inseminacdo (IAPC ou IAC) ou pela dose
inseminante (1,5 bilhdo de células espermaticas/50 mL ou 2,5 bilhdes de células
espermaticas/80 mL).

Palavras-chave: Nuliparas, inseminacéo intrauterina, |APC, cérvix, cateter



ABSTRACT

APPLICABILITY OF POST-CERVICAL ARTIFICIAL INSEMINATION IN
GILTS AND REPRODUCTIVE PERFORMANCE USING 1.5 OR 2.5 BILLION SPERM
CELLS IN THE INSEMINATING DOSE

Author: Kelly Jaqueline Will
Advisor: Rafael da Rosa Ulguim
Co-advisor: Fernando Pandolfo Bortolozzo

The post-cervical artificial insemination (PCAI) is a method that allows the
reduction in the number of sperm cells and volume of the insemination doses, without
compromising the reproductive performance compared to cervical artificial insemination
(CAI). The PCAI is successfully applied in pluriparous and primiparous sows but is still
limited to gilts due to the difficulty for cannula insertion through the cervix. This study
evaluated the applicability of PCAI in gilts and the impact of age and different body
characteristics of the gilts on the success rate for cannula insertion. The reproductive
performance was evaluated for PCAI and CAl, considering different semen dose sizes. A
total of 636 gilts were assigned in a 2 x 2 factorial design: two artificial insemination
techniques (CAI and PCAI) and two different semen dose sizes (1.5 x 10° viable sperm
cells/50 mL; or 2.5 x 10° viable sperm cells/80 mL). Regardless of the insemination dose
used, for the 319 gilts assigned to PCAI, a characterization of the intrauterine cannula
insertion was performed. For all groups, reproductive performance, and occurrence of
bleeding and semen backflow during all inseminations were recorded. Two subgroups
were evaluated regarding the time expended to perform the insemination (n = 380), and
the semen backflow collected during 1 h after insemination (n = 114). The SAS system
using the GLIMMIX procedure was performed. The averages of continuous variables
were compared by the Tukey-Kramer test, frequency variables were analyzed by logistic
regression considering a binary distribution and a multinomial distribution was
considered for the categorical variables with more than two scores. The nonparametric
variables were compared by Kruskal-Wallis test. The success rate for intrauterine
cannula insertion, based on a successful insertion in all inseminations performed during
estrus, was 58.93% Additionally, greater possibility (> 60%,; P < 0.04) of cannula
insertion was observed in heavier gilts at first detected estrus (> 124 kg), as well as in
older gilts (= 225 d) and greater body condition score (> 3) at insemination. There were
no differences among the groups in pregnancy rate (> 95.26%, P = 0.23), farrowing rate
(= 93.67%,; P = 0.54), total piglets born (= 14.45; P = 0.45), as well as bleeding and
backflow during insemination. However, the percentage of semen backflow volume and
percentage of sperm cells in the backflow were lower in gilts inseminated by CAl with 1.5
billion sperm cells/50 mL (P < 0.01). There was no expressive reduction in time expended
to perform PCAI compared to CAl. However, gilts inseminated with 1.5 billion sperm
cells/50 mL showed a lower total time to inseminate than all other groups (P < 0.01). In
conclusion, PCAI remains limited for gilts due to the low success rate for cannula
insertion. The reproductive performance was not affected by the Al technique (PCAI or
CAIl) or semen dose size (1.5 billion sperm cells in 50 mL or 2.5 billion sperm cells in 80
mL).

Keywords: Nulliparous, Intrauterine insemination, PCAI, Cervix, Cannula
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1 INTRODUCAO

A inseminacgdo artificial (IA) é a biotécnica de reproducdo mais utilizada na
reproducdo de suinos (DIMITROV & ZMUDzKI, 2009; RIESENBECK, 2011; SORIANO-
UBeDA et al., 2013; WABERSKI et al., 2019). Ao longo dos anos, diferentes métodos foram
desenvolvidos, sendo que atualmente sdo utilizadas comercialmente a inseminagéo
artificial intracervical (IAC) e a inseminacdo artificial pos-cervical (IAPC). A IAC é a
técnica de IA mais utilizada e consiste na deposicdo da dose inseminante (DI) de forma
intracervical, através de uma pipeta que tem fixacdo na porcdo posterior da cérvix
(SoRIANO-UBEDA et al., 2013; BORTOLOZZO et al., 2015). Nessa técnica sio utilizadas
doses inseminantes contendo cerca de 1 a 4 bilhdes de células espermaticas em um
volume de 70 a 100 mL, dependendo do pais ou regido (BoRTOLOZZO et al., 2015; KNOX,
2016).

Por outro lado, com os avangos tecnoldgicos onde se buscou principalmente
otimizar o uso dos ejaculados, foi desenvolvida a IAPC. A tecnica de IAPC consiste na
deposicdo da dose diretamente no lumen uterino (apos a cérvix e anterior a bifurcacédo
uterina), atraves de um cateter no interior da pipeta tradicional que se projeta cerca de 200
mm além da extremidade do dispositivo (WATSON & BEHAN, 2002). Por evitar o transito
de espermatozoides pelo interior da cérvix, a IAPC permite o uso de doses com menor
volume e ndmero de células espermaticas sem comprometer o desempenho reprodutivo
se comparada a IAC (WATSON & BEHAN, 2002; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012).
Assim, na IAPC sdo utilizadas doses com cerca de um 1 — 1,5 bilhdo de células
espermaticas em um volume de 45-50 mL (BORTOLOZzZzO et al., 2015).

Sendo assim, a IAPC apresenta como principais vantagens a reducdo do numero
de células espermaticas e volume da DI, producdo de um maior nimero de doses por
ejaculado e otimizacdo de machos de maior indice genético (WATSON & BEHAN, 2002;
DALLANORA et al., 2004; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012; GARCIA-VAZQUEZ et al.,
2019b), reducédo no custo com aquisi¢cdo e manutencdo de machos (DIEHL et al., 2006), e
menor tempo para realizacdo da IA (WATSON & BEHAN, 2002). Além disso, a técnica é
aplicada com sucesso em mais de 90% das fémeas pluriparas (WATSON & BEHAN, 2002;
DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA et al., 2005; BENNEMANN et al., 2007) e cerca de
86% das fémeas primiparas (SBARDELLA et al., 2014), sendo uma técnica consolidada
nessas categorias e amplamente difundida nos sistemas de producdo no Brasil. Porém,

por muito tempo a IAPC ndo tém sido recomendada para leitoas, sendo o maior desafio a
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dificuldade de insercdo do cateter intrauterino pela cérvix (HERNANDEZ-CARAVACA et
al., 2017; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b). Essa dificuldade esta associada as menores
dimensdes do trato reprodutivo de leitoas se comparado a pluriparas (KAPELANSKI et al.,
2013; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a). Portanto, ainda h& necessidade das granjas
realizarem as duas técnicas (IAC e IAPC) na sua rotina, bem como as centrais de
processamento de sémen produzirem dois tipos de DI (BorTOLOZZO et al., 2015). Porém,
até 0 momento sdo poucos os estudos que incluiram essa categoria de fémeas, bem como
utilizaram cateteres especificos para leitoas. No entanto, considerando que as leitoas
representam um ndmero expressivo de animais no plantel, cerca de 18% do grupo de
cobertura (BorTOLOZZO & WENTZ, 2006), viabilizar a técnica as leitoas pode trazer as
mesmas vantagens ja consistentes nas outras categorias fémeas, bem como padronizar os
manejos da granja e a producédo de doses pelas centrais de processamento de sémen.
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a aplicabilidade da IAPC em leitoas,
utilizando um cateter especifico para esta categoria de fémeas, bem como descrever a
associacdo de caracteristicas corporais e idade com a insercdo do cateter intrauterino.
Além disso, comparar o desempenho reprodutivo de leitoas utilizando para ambas as
técnicas (IAC e IAPC) dois tipos de doses inseminantes (1,5 x 10° células espermaticas

viaveis/50 mL; ou 2,5 x 10° células espermaticas viaveis/80 mL).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Emprego da inseminagdo artificial em suinos

A inseminacéo artificial (I1A) é uma das biotécnicas reprodutivas de maior sucesso
e difundida por todo o mundo, sendo também um método importante no processo de
intensificacdo da producdo de suinos (DIMITROV & ZMUDZzKI, 2009; RIESENBECK, 2011;
SORIANO-UBEDA et al., 2013; WABERSKI et al., 2019). A transicéo da utilizacio da monta
natural para a inseminacéo artificial (IA) em suinos iniciou em torno dos anos 60 na
Europa, seguida do estabelecimento de centros de inseminagdo com alojamento de
machos para producdo de sémen nos anos 80 (KNoX, 2016). Sendo que, atualmente é
utilizada em mais de 90% das granjas de suinos em diversos paises (RIESENBECK, 2011,
SORIANO-UBEDA et al., 2013).

O principal objetivo da implantacdo da I A esta relacionado a maximizagéo do uso
dos ejaculados em relacdo a monta natural, sem reduzir a eficiéncia reprodutiva do
plantel. Com a transicdo da monta natural para a IA foi possivel reduzir o plantel de 1
macho para cada 20 — 25 fémeas (monta natural), para 1 macho para cada 100 — 200
fémeas (1A) (BORTOLOZZO & WENTZ, 2005). Assim, machos que eram utilizados para a
cobertura de quatro a seis fémeas por semana passaram a proporcionar a producao de
cerca de 40 até 80 doses inseminantes (DI) de acordo com a técnica de IA utilizada
(KNOX, 2016; WABERSKI et al., 2019). Além disso, atualmente com a transicdo da
producdo de doses na propria granja para o conceito de genética liquida, onde ha a
concentracdo dos machos em grandes centrais especializadas na producao e distribuicéo
de sémen, o nimero de machos no plantel se tornou ainda menor e 0 uso praticamente
restrito ao diagnostico de estro. Sendo assim, o espaco ocupado anteriormente por machos
pode ser ocupado por fémeas, otimizando o sistema de producdo. Ainda, com o uso da
IA houve uma reducdo expressiva no tempo necessario para inseminacdo. Ha relato de
que cerca de 12 minutos eram necessarios para supervisionar a monta natural, comparados
a menos de 4 minutos para a IA (FLOWERS & ALHUSEN, 1992).

Em relacdo ao procedimento de IA, a técnica considerada padrao € a inseminacao
artificial intracervical (IAC) com deposicdo da DI na porcao posterior do canal cervical.
Porém, ao longo dos anos buscando a reducdo do numero de espermatozoides e volume
da dose inseminante, foram desenvolvidas técnicas com deposi¢cdo pos-cervical da dose,
sendo elas: a inseminacdo artificial pos-cervical (IAPC), com deposi¢do da DI

diretamente no corpo uterino; e as inseminagdes intrauterinas profundas (cirdrgica ou
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ndo-cirdrgica), com deposicao da dose préxima ao local de fecundacdo. Sendo a IAC e a
IAPC as técnicas mais difundidas em condi¢cdes comerciais, € 0 volume e nimero de
células esperméticas das DI varia em funcdo do método utilizado (HERNANDEZ-
CARAVACA et al., 2012). Além disso, apesar dos estudos com sémen congelado, em
suinos o principal método utilizado para conservacdo de sémen até 0 momento da IA,
continua sendo de forma refrigerada em uma temperatura de 16 a 18°C (RIESENBECK,
2011; WABERSKI et al., 2019).

De acordo com Diehl et al. (2006), juntamente com a expansdo da inseminacao
artificial em suinos, a busca por novas tecnologias e abordagens com o objetivo de reduzir
0s custos de producdo ou aumentar a produtividade foram intensificadas. Nesse sentido,
um dos propdsitos baseia-se na otimizacdo do uso dos ejaculados através da diminuicdo
do numero de espermatozoides na DI, mantendo a mesma eficiéncia em termos de taxa
de paricdo e tamanho de leitegada (SORIANO-UBEDA et al., 2013). Nesse contexto, a
aplicacdo da IAPC em condi¢Ges comerciais possibilitou uma otimizacdo muito
significativa de todo o procedimento de inseminagéo e vem sendo utilizada amplamente
nos sistemas de producéo no Brasil. Porém, a IAPC ainda permanece limitada para leitoas
(GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019Db), e ha demanda para que a técnica possa ser aprimorada

e aplicada nessa categoria de fémeas.
2.2 Técnicas de inseminacao artificial em suinos

Diferentes técnicas de IA foram estudadas e desenvolvidas, sendo que a
nomenclatura de cada uma se baseia no local de deposi¢do da DI. Sendo assim, a IAC, ou
também denominada IA tradicional, consiste na fixacdo de uma pipeta na porcao posterior
da cérvix e deposicao intracervical da DI (SORIANO-UBEDA et al., 2013; BORTOLOZZO et
al., 2015; RocA et al., 2016). A IAC é realizada na presenca do macho, a fim de que as
fémeas permanecam estéaticas e o efeito do macho induza contracGes uterinas, auxiliando
o transporte espermatico (LANGENDIJK et al., 2005). Por outro lado, a IAPC, ou IA
intrauterina (IAU), consiste em uma pipeta de fixacdo cervical e um cateter em seu
interior que se projeta cerca de 200 mm além da ponta da pipeta, sendo a dose infundida
no limen uterino (apos a cérvix e anterior a bifurcacdo uterina) (WATSON & BEHAN, 2002;
SORIANO-UBEDA et al., 2013; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b). Com conceito
semelhante, os métodos de inseminacdo intrauterina profunda cirurgica e ndo cirurgica
consistem na deposicdo da DI proxima ao local de fecundagdo, e evitam o trénsito de

espermatozoides pela maior parte do trato reprodutivo (SORIANO-UBEDA et al., 2013).
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Ainda, nas técnicas que utilizam cateteres que se projetam além do canal cervical, o
macho ndo é utilizado no momento da inseminacdo, com o objetivo de facilitar a
passagem do cateter (BORTOLOZzZO et al., 2015; KNoOX, 2016). Por fim, conforme ja
citado, os métodos utilizados comercialmente sdo a IAC e a IAPC.

2.2.1 Inseminagdo artificial intracervical

A IAC ¢ a técnica mais difundida na suinocultura devido a sua facilidade de
aplicacdo. Essa técnica consiste na utilizacdo de uma pipeta com cerca de 500 a 600 mm
de comprimento e com fixagdo nos primeiros anéis cervicais, sendo que a ponta pode ter
diferentes formatos (SORIANO-UBEDA et al., 2013). Assim, na IAC a deposicio da DI
ocorre na porgdo posterior do canal cervical, onde sdo utilizadas doses inseminantes
contendo cerca de 1 a 4 bilhGes de células espermaticas (a maioria 2,5 a 4 bilhdes) em um
volume de 70 a 100 mL, dependendo do pais ou regifo (SORIANO-UBEDA et al., 2013;
BORTOLOZZO et al., 2015; KNOX, 2016; ROCA et al., 2016). E, considerando que cada
fémea é inseminada duas ou trés vezes, sdo utilizadas cerca de 4 a 12 bilhdes de células
espermaticas por fémea em cada estro (SORIANO-UBEDA et al., 2013; BORTOLOZZO et al.,
2015).

Ao longo dos anos, estudos comprovaram a eficiéncia da técnica de IAC,
encontrando resultados de desempenho reprodutivo semelhantes ou superiores a monta
natural (FLOWERS & ALHUSEN, 1992). Assim, ap0s a consolidacdo da técnica, diversos
estudos focaram em determinar o volume e nimero minimos de células espermaticas
necessarios para a IAC (SorRIANO-UBEDA et al., 2013).

Em estudo fatorial 3 x 3 realizado por Stratman & Self (1960) foram inseminadas
72 leitoas com doses de 2,5 x 10°, 5,0 x 10° ou 10 x 10° células espermaticas em 10, 20
e 50 mL, onde observaram que aos 25 dias de gesta¢do os grupos inseminados com 50
mL apresentavam uma maior taxa de sobrevivéncia embrionéaria e taxa de concepcéo,
independentemente do numero de espermatozoides na dose. Ainda, apesar de ndo
encontrarem efeito significativo, um maior nimero de espermatozoides pareceu aumentar
0 numero de nascidos. Similarmente, Baker et al. (1968) inseminaram leitoas com trés
volumes de dose (20, 100 e 200 mL) e trés numeros de células espermaticas por dose (1
x 10° 5 x 10° e 10 x 10°%), em um delineamento fatorial 3 x 3. Como resultado, concluiram
que inseminar com 100 mL, bem como com 5 ou 10 x 10° células espermaticas na dose,
resultou em uma maior propor¢cdo de odcitos fertilizados comparado com os demais

volumes (10 ou 200 mL) e nimero de espermatozoides na dose (1 x 10°).
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J& nos anos 2000 os estudos continuaram buscando as condigdes ideais para
realizar a IAC, em relacdo ao volume e nimeros de espermatozoides na DI. Assim,
Watson & Behan (2002) compararam trés concentracoes de espermatozoides (1, 2 ou 3 x
10° em 80 mL na IAC e observaram que a inseminagdo com 1 x 10° apresentou redugio
dréastica no desempenho reprodutivo (taxa de parto de 66,2% e 10,3 leitGes nascidos em
média), porém n&o houve diferenca entre 2 ou 3 x 10° espermatozoides na dose, com
taxas de parto superiores a 90% e cerca de 12,5 leitGes nascidos. Posteriormente, em um
primeiro estudo realizado por Behan & Watson (2006) o desempenho reprodutivo de
leitoas ndo foi afetado quando foram inseminadas com 2 ou 1 x 10° células espermaticas
totais na dose (n = 300 leitoas em cada grupo). Em vista disso, realizaram outro
experimento reduzindo o nimero de células espermaticas na dose para 1 x 10°, 500 x 10°
e 250 x 10° células espermaticas em 80 mL, e 250 x 10° em 40 mL aplicando mais 40
mL de diluente apds a infusdo da dose, para que todas as leitoas recebessem o mesmo
volume. Como resultado, as leitoas inseminadas com doses de 1 x 10° células
espermaticas totais (80 mL) apresentaram maior taxa de concepcao (88,2% versus 76,5%)
e nimero de embrides (11,06 versus 8,61) comparadas com as inseminadas com 500 x
108, Ainda, as leitoas que receberam doses com 250 x 10° células espermaticas
apresentaram uma redugdo dréstica no desempenho (taxa de concepgdo < 25% e em média
< 7,25 embrides).

Em outros estudos, Dallanora et al. (2004) e Bennemann et al. (2007) também
obtiveram taxa de prenhez em torno de 95% e cerca de 12 leitGes nascidos, quando
aplicada a IAC com 3,0 x 10° espermatozoides em 90 mL. De modo similar, Hernandez-
Caravaca et al. (2012) observaram taxa de parto de 82,34% e 13,65 leitdes nascidos
quando as fémeas foram inseminadas pela técnica de IAC com 3,0 x 10° espermatozoides
em 80 mL. Portanto, em funcdo dos resultados obtidos nos diversos trabalhos, foi
preconizado como padrdo no cendrio brasileiro a utilizacdo de DI com 2,5 a 3 bilhGes de
células espermaticas em um volume de 80 a 100 mL quando utilizada a IAC. Além disso,
atualmente diversos tipos de pipetas sdo comercializados e poucos sdo 0s estudos que
realizaram comparaces entre elas. Sendo assim, a escolha da pipeta utilizada geralmente
esté relacionada a preferéncia pessoal e viabilidade econémica (SorIANO-UBEDA et al.,
2013).
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2.2.2 Inseminagcdo artificial intrauterina profunda cirdrgica e ndo-cirdrgica

Conforme ja citado, com o passar dos anos buscou-se a otimizacdo da IA
principalmente em relacdo a redugdo do nimero de espermatozoides na dose, bem como
em seu volume. Portanto, a utilizacdo da inseminac&o artificial cirtrgica, que consiste na
deposicdo da DI préxima ao local de fecundagdo, visou alcancar esses objetivos
(KRUEGER et al., 1999; KRUEGER & RATH, 2000). Assim, de fato os resultados dos
estudos realizados mostraram que quando aplicada a IA intrauterina cirdrgica, com
deposicdo da dose préxima a juncdo Utero-tubarica, 0 nimero de espermatozoides e 0
volume da dose pode ser reduzido para 1 x 10" em 0,5 mL, sem comprometer o
desempenho reprodutivo quando comparado com a IAC com 3 x 10° células espermaticas
em 80 mL (KRUEGER et al., 1999; KRUEGER & RATH, 2000). Porém, devido a
complexidade de realizacdo da técnica, € inviavel aplica-la em condigdes comerciais.

Logo, Martinez et al. (2001) sugeriram a necessidade do desenvolvimento de um
dispositivo que permitisse a deposicao intrauterina profunda, visto que a anatomia e 0
comprimento dos cornos uterinos impede a deposicdo da dose neste local, de forma néo
cirurgica. Sendo assim, utilizaram um endoscopio optico flexivel (1,35 m) e foi possivel
realizar a inseminacdo em 90,9% das fémeas com pouca ou nenhuma dificuldade de
insercdo e em cerca de 4 minutos. Nesse mesmo trabalho, foram inseminadas fémeas com
100, 20 ou 5 x 107 células espermaticas em 10 mL pelo método intrauterino profundo e
um grupo controle pelo método IAC (3 x 10° células espermaticas/100 mL). Como
resultado ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a taxa de parto e
tamanho de leitegada. Porém, o endoscoépio utilizado tem um custo elevado, aléem de ser
um dispositivo fragil para ser utilizado na rotina produtiva de campo.

Em estudo subsequente, Martinez et al. (2002) inseminaram fémeas de OP 2-6
utilizando um cateter flexivel com 1,8 m de comprimento para avaliar o nimero minimo
de células espermaticas necessario por dose para a inseminacao intrauterina profunda.
Nesse estudo realizaram inseminag6es com 15,0 x 107, 5,0 x 107, 2,5 x 10" ou 1 x 10/
células espermaticas em 10 mL e também um grupo controle com 3 x 10° células
espermaticas em 100 mL. A passagem do cateter foi possivel em 95,4% das fémeas
pluriparas em tempo médio inferior a 4 min. Como resultado reprodutivo, observaram
que fémeas inseminadas com 2,5 ou 1 x 107 espermatozoides apresentaram uma reducéo
expressiva na taxa de parto (46,7 e 39,1%, respectivamente) comparado aos demais

grupos (~80%), porém o numero de espermatozoides nao afetou o nimero de nascidos.
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De modo semelhante, Dimitrov et al. (2007) avaliaram o desempenho reprodutivo
de pluriparas e leitoas inseminadas com doses de menor volume e numero de
espermatozoides em trés técnicas de IA: intrauterina profunda (0,15 x 10° células
espermaticas em 5 mL, n = 48), p6s-cervical com deposi¢do no corpo uterino (1,5 x 10°
células espermaticas em 50 mL, n = 51), e intracervical (3 x 10° células espermaticas em
100 mL, n=80). Como resultado, as técnicas de 1A ndo afetaram a taxa de parto, o nimero
de leitdes nascidos vivos e 0 peso da leitegada ao nascimento, mas o nimero de nascidos
totais foi maior na IAC comparada com a intrauterina profunda.

Em resumo, apesar de possibilitar a inseminacdo com doses de menor volume e
concentracdo, ambas as técnicas de deposicdo intrauterina profunda (cirdrgica ou néo)
ainda sdo limitadas & estudos cientificos.

2.2.3 Inseminagcéo artificial pos-cervical

Paralelamente ao desenvolvimento de técnicas para IA intrauterina profunda nao
cirurgica, também se buscou o desenvolvimento de técnicas para deposi¢do no limen
uterino (logo apds a cérvix). Resultando entdo no desenvolvimento da IAPC, ou também
conhecida como inseminacdo artificial intrauterina (IAU). De acordo com Behan &
Watson (2006), o cateter de inseminacdo pos-cervical consiste em um tubo de extensédo
no interior da pipeta tradicional, que se projeta cerca de 200 mm além da ponta do
dispositivo, permitindo que o sémen seja introduzido no Utero sem causar leséo
traumatica na mucosa.

O primeiro relato sobre o uso de um dispositivo para a deposicao intrauterina do
sémen foi feita por Hancock (1959). Porém, somente a partir de 2002 (WATSON & BEHAN,
2002) informacdes cientificas de experimentos em condi¢fes comerciais comegaram a
ser relatadas. Dessa forma, Watson & Behan (2002) compararam a técnica de IAPC com
a IAC, onde os operadores das granjas realizaram as inseminagdes em 3240 fémeas de
OP de 2 a 11. Para este estudo foram utilizadas DI com volume de 80 mL e trés diferentes
nimeros de células espermaticas totais (1, 2 ou 3 x 10°%). Como resultado, a passagem do
cateter foi facilmente possivel em 95% das fémeas e em relacdo ao desempenho
reprodutivo, obteve-se taxa de parto em torno de 90% e mais de 12 leitGes nascidos em
todos os tratamentos, exceto na IAC com 1 x 10° (taxa de parto 65,8% e 10,3 nascidos).
Além disso, 0s autores também inseminaram essas fémeas (n = 1153) no ciclo
subsequente pelo método IAC com 2 x 10° espermatozoides, a fim de determinar se a

IAPC poderia ter algum efeito a longo prazo, porém nao observaram diferenca na taxa de
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parto e tamanho de leitegada. Assim, concluiram que a IAPC permite a reducdo do
namero de espermatozoides, além de ser uma técnica simples, que exige um treinamento
minimo dos operadores, sem causar implicagdes no bem-estar animal ou aumentar a
duracdo do procedimento. Similarmente, em condi¢do comercial, Roberts & Bilkei
(2005) avaliaram 859 fémeas inseminadas pelo método IAC com doses de 3 x 10°
espermatozoides em 80 mL, e 924 fémeas inseminadas pela IAPC com 1 x 10°
espermatozoides em 80 mL. Estes autores ndo encontraram diferenga em taxas de prenhez
e parto entre 0s grupos, porém observaram a reducdo de 2,1 leitbes quando aplicada a
IAPC, sendo que atribuiram a causa possivelmente ao treinamento e experiéncia dos
operadores.

Desde entdo, diversos estudos buscaram determinar as melhores condicGes para a
realizacdo da IAPC, em relacdo a numero de espermatozoides e volume da DI, os quais
obtiveram diferentes resultados de desempenho reprodutivo, como pode ser observado na
Tabela 1. Com base nos resultados desses estudos, padronizou-se nos sistemas de
producéo no Brasil, utilizar a IAPC em pluriparas com doses contendo cerca de 1,5 bilh&o
de células espermaticas em um volume de 45 — 50 mL.

Entretanto, inicialmente foram poucos os estudos que avaliavam a técnica de
IAPC incluindo leitoas ou primiparas. A explicacdo era baseada nas menores dimensdes
do trato reprodutivo de fémeas mais jovens (KAPELANSKI et al., 2013; TUMMARUK &
KESDANGSAKONWUT, 2014) e consequentemente a dificuldade de passagem do cateter
pela cérvix, somada a ocorréncia de sangramento. Portanto, o uso da IAPC era
recomendado apenas para fémeas de ordem de parto (OP) 2 ou mais. Assim de fato,
incluindo primiparas em seu estudo, Serret et al. (2005) observaram reducdo no numero
de nascidos quando a IAPC foi aplicada nessa categoria e indicaram a necessidade de
ajustes da técnica de acordo com a OP. Ainda, Diehl et al. (2006) observaram maior grau
de dificuldade para passagem do cateter em primiparas que em pluriparas. Entdo, com o
aprimoramento dos cateteres de inseminacdo (material mais flexivel), a sugestdo da
remocao do contato com os machos durante a IAPC, bem como a maior experiéncia dos
operadores, aumentaram as taxas de sucesso de aplicacdo da IAPC em fémeas jovens
(GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b). E assim, o estudo realizado por Sbardella et al. (2014)
foi o primeiro a avaliar e validar a IAPC especificamente para primiparas. No qual os
autores relataram uma taxa de sucesso de passagem do cateter intrauterino em todas as
inseminacdes em 86,8% das fémeas primiparas. No mesmo estudo, os autores ndo

observaram diferencas no desempenho reprodutivo quando comparada a IAPC (1,5 x 10°
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células espermaticas em 45 mL) com a IAC (3,0 x 10° células espermaticas em 90 mL).
Com base nisso, a técnica tem sido amplamente utilizada também em primiparas (com
percentuais menores de passagem que pluriparas) nos sistemas de producdo no Brasil,
utilizando as mesmas caracteristicas de DI utilizadas na IAPC em pluriparas.

Tabela 1 - Estudos que realizaram inseminagcdo artificial pés-cervical (IAPC) utilizando
sémen suino refrigerado

Referéncia Técnica N°sptz  Vol. Taxa de Taxa de 4 Obs.
IA  (x10%% (mL)* Prenhez (%) Paricdo (%)
IAC 1,0 80 66,2° 65,8 10,3
IAC 2,0 80 91,1° 91,8° 12,6
W;t:r?:n& so 'AC 30 80 91,3 91,1° 12,5
IAPC 1,0 80 88,7° 86,9° 12,1
(2002) A A
IAPC 2,0 80 92,6 92,5 12,3
IAPC 3,0 80 91,8° 90,5° 12,3
26 IAPC 0,1 10 61,5 - 11,3
\;\Ilogggze)t 23 IAPC 01 20 65,2 ; 125 AETTS
22 1APC 0,5 20 77,3 - 12,6
106 IAPC 0,5 85 86,6 78,0 9,4°
Rozeboom 106 IAPC 1,0 85 88,2 87,0% 10,0%
etal. (2004) 106 IAPC 4,0 85 96,5 94,4° 11,0
106 IAC 4,0 85 92,1 88,2 11,6°
Dallanoraet 304 IAC 3,0 90 97,2 94,3 11,8
al. (2004) 304 IAPC 1,5 60 99,5 94,9 11,6
Bennemann 28 IAPC 1,0 60 82,1 - 15,9  Apenas
etal. (2004) 29 IAPC 2,0 60 96,5 - 149"  11A
Mezalira et 221 IAPC 0,25 20 77,1 - 10,83: Apenas
al. (2005) IAPC 0,5 20 85,5 - 12,8° LIA
IAPC 1,0 20 84,7 - 12,23
Bennemann 154 IAPC 0,5 20 95,4 92,7 11,32
etal. (2007) 144 IAC 3,0 90 97,9 95,1 12,1°
60 IAC 3,0 100 - 90,0 11,5
.. 60 IAPC 1,0 100 - 93,3 11,7
Aradjoetal. o0 apc 10 50 ] 86,7 11,4
(2009)
60 IAPC 0,5 100 - 93,3 11,8
60 IAPC 0,5 50 - 90,0 11,4
Hernandez- 1716 1AC 3,0 80 88,6° 82,3% 13,7°
Caravacaet 1664 IAPC 1,5 40 91,7° 86,8° 14,1°
al. (2012) 1683 IAPC 1,0 26 90,4% 84,1% 13,9%

abe | etras diferentes indicam diferenca estatistica significativa em cada experimento. *
Nimero de embrides recuperados entre 28 — 41 dias de gestagdo. * Ndmero de fémeas
inseminadas. > Nimero de espermatozoides na dose inseminante (x 10°%). * Volume da dose
inseminante. * Numero de leitdes nascidos totais. Adaptado de Garcia-Vazquez et al. (2019b).
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Portanto, se atribui como uma das principais vantagens da IAPC comparada a
IAC, a reducdo do nimero de células esperméticas e volume da DI sem afetar o
desempenho reprodutivo das fémeas, 0 que consequentemente permite a producao de um
maior nimero de doses por ejaculado e otimizagdo de machos com maior indice genético
(WATSON & BEHAN, 2002; DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA et al., 2005; BENNEMANN
et al., 2007; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012). Ainda, outras vantagens relatadas séo
0 menor tempo para realizacdo da técnica (MARTINEZ et al., 2002; WATSON & BEHAN,
2002), reducéo da ocorréncia de refluxo da dose inseminante (DALLANORA et al., 2004;
HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012) e a reducdo nos custos com aquisi¢cdo e manutengédo
de machos (DIEHL et al., 2006).

De acordo com Hernandez-Caravaca et al. (2012), o procedimento de IAC deve
ser realizado de forma mais lenta, com duragdo média de 2,76 £ 0,63 min, ja na IAPC a
duracdo média para realizacdo do procedimento é de 1,12 + 0,05 min. A reducao no tempo
de execucéo do procedimento de IA pode estar relacionada ao menor volume da DI, bem
como pelo fato de a técnica proporcionar a passagem do cateter pelos anéis cervicais e a
deposicdo da dose ocorrer no Iimen uterino, o que permite o rapido influxo da DI
(BORTOLOZZO et al., 2015).

Outro fator importante a ser considerado quando se aborda a IA é a ocorréncia de
refluxo, por ser um dos principais mecanismos de perda de espermatozoides (SORIANO-
UBEDA et al., 2013). Diversos autores relataram a redugio da ocorréncia de refluxo da DI
na IAPC se comparada a IAC, isso deve-se possivelmente ao local de deposicédo da dose
na IAPC (limen uterino) combinado ao menor volume, resultando na mais rapida
distribuicdo da dose no trato reprodutivo da fémea (STEVERINK et al., 1998; MATTHIIS et
al., 2003; BENNEMANN et al., 2004; DALLANORA et al., 2004; HERNANDEZ-CARAVACA et
al., 2012). Porém, é importante salientar que apesar de reduzir a ocorréncia, a IAPC nédo
elimina a presenca de refluxo (KNOX, 2016), sendo observada amplitude de zero até
superior a 100% da dose infundida (devido a presenca de secre¢des do trato reprodutivo
da fémea) em até 1 — 2 horas apds a IA (STEVERINK et al., 1998; DALLANORA et al., 2004;
MEZALIRA et al., 2005). Amplitudes semelhantes também foram observadas na IAC.

Em contrapartida, a IAPC ainda apresenta como limitacdo, a ndo recomendacéo
do uso em leitoas (BORTOLOZZzO et al., 2015; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b). Além
disso, quando utilizada a IAPC ha necessidade de um controle ainda maior de higiene,
pelo fato do cateter atingir o corpo uterino (LEVIS et al., 2002), bem como um rigido

controle da concentracdo e qualidade da DI (DIEHL et al., 2006). Ainda, alguns autores
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associaram uma maior ocorréncia de lesdes e sangramento no trato genital a tentativa de
passagem do cateter pela cérvix, devido a forca empregada quando ha resisténcia para a
introducdo. Porém, a ocorréncia de sangramento € maior em primiparas e leitoas (15 —
23%) se comparado com pluriparas (0 — 10%) (LEvis et al., 2002; BENNEMANN et al.,
2004; DALLANORA et al., 2004; BENNEMANN et al., 2007; SBARDELLA et al., 2014;
HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a). Ha relato de que
quando diversas tentativas para passagem do cateter foram realizadas em leitoas, com um
cateter convencional utilizado para pluriparas, grande parte delas (43/68) apresentaram
lesBes na mucosa evidentes no exame histolégico ao abate (BEHAN & WATSON, 2006).
Além disso, Bennemann et al. (2007) relatam que apesar de o sangramento ndo ter
afetado a taxa de parto e prenhez, as fémeas pluriparas que apresentaram sangramento
tiveram 2,6 leites a menos. Em outro estudo, Dallanora et al. (2004) observaram que
fémeas que tiveram sangramento apresentaram uma maior taxa de retorno (13,8%) do que
aquelas que nédo tiveram sangramento (2,6%; P < 0,01). Por isso, € necessario o
treinamento dos operadores e o cuidado para que nédo seja forcada a passagem do cateter
quando ha resisténcia, evitando assim lesdes e sangramentos.

Ainda assim, Watson & Behan (2002) concluem que a IAPC é uma técnica
simples, efetiva e segura, o que podemos confirmar nos resultados que tém sido obtidos
com a IAPC em experimentos e em condi¢fes comerciais, bem como pela facilidade de
aplicacdo da técnica pelos operadores das granjas. Além do mais, 0 sucesso de passagem
do cateter pela cérvix em pluriparas tem sido superior a 90% (WATSON & BEHAN, 2002;
DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA et al., 2005; BENNEMANN et al., 2007) e em torno
de 86% em primiparas (SBARDELLA et al., 2014). Esses percentuais viabilizam e tornam
a técnica amplamente utilizada nos sistemas de producao de suinos no Brasil. No entanto,
ainda ha necessidade de estudos adicionais e melhorias para que a técnica possa ser

aplicada com sucesso em leitoas.
2.3 Contextualizacdo do uso da inseminacao artificial pos-cervical em leitoas

Conforme ja abordado, diversos estudos avaliaram o uso da inseminacdo pos-
cervical em pluriparas (WATSON & BEHAN, 2002; DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA et
al., 2005; BENNEMANN et al., 2007) e primiparas (SBARDELLA et al., 2014) os quais
obtiveram sucesso na aplicacdo da técnica proxima ou superior a 90% e indices
reprodutivos semelhantes aos obtidos quando utilizada a IAC, sendo uma técnica ja

consolidada nestas categorias de fémeas. Porém, ainda sdo poucos e recentes 0s estudos
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da técnica aplicada em leitoas, os quais apresentam diferentes resultados e abordagens
(DimITROV et al., 2007; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; TERNUS et al., 2017;
ULGUIM et al., 2018; SUAREZ-USBECK et al., 2019).

A aplicagdo da técnica de IAPC em leitoas ainda ¢ limitada pela dificuldade de
transpasse do cateter pela porcédo cranial da cérvix (GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a). Isto
pode ocorrer devido a diversos fatores, sendo que a cérvix da leitoa representa claramente
uma barreira importante devido as suas menores dimensfes (BEHAN & WATSON, 2006;
GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a). Portanto, devido a esta limitagdo, ainda ha necessidade
das granjas manterem as duas técnicas (IAC e IAPC) em sua rotina, bem como a producéao
de doses inseminantes com diferentes nimeros de espermatozoides e volume pelas
centrais de processamento de sémen (BORTOLOZzZO et al., 2015; GARCIA-VAZQUEZ et al.,
2019b).

2.3.1 Uso da inseminagéo artificial pos-cervical em leitoas

Inicialmente, em um estudo comparando o desempenho de fémeas inseminadas
por diferentes técnicas de IA ainda nos anos 2000, Dimitrov et al. (2007) incluiram 47
leitoas nos grupos IAC e IAPC. Embora resultados significativos ndo tenham sido
encontrados, as leitoas inseminadas pelo método de IAC (n = 28) obtiveram uma maior
média numeérica de leitdes nascidos totais e nascidos vivos, e maior taxa de parigcdo
comparada as leitoas inseminadas pela técnica de IAPC (n = 19). Porém, nesse estudo
ndo foram relatados percentuais de passagem do cateter.

De modo semelhante ao histérico da IAPC em primiparas, por diversos anos 0s
estudos ndo incluiram as leitoas devido a dificuldade de passagem do cateter. Porem,
assim como em primiparas, com 0 aprimoramento dos cateteres e protocolos de
inseminacdo, foram retomados os estudos para a aplicacdo da IAPC em leitoas. Assim,
em um dos primeiros estudos realizados exclusivamente em leitoas e abordando o0s
percentuais de passagem do cateter, Hernandez-Caravaca et al. (2017) observaram uma
baixa taxa de leitoas inseminadas pela técnica (23,1%) pos-cervical quando uma pipeta
multi-anéis para pluriparas (22 mm de diametro) e um cateter interno de 3,5 mm de
didmetro (n = 104) foram utilizados. Nas leitoas em que a IAPC nao foi possivel, foi
realizada na segunda inseminacéo a aplicacdo de cloridrato de vetrabutina ou a deposicao
de um diluente aquecido na cérvix buscando maior dilatacdo cervical. No entanto, o uso
de substéncias para aumentar a dilatacdo ndo melhorou expressivamente a taxa de sucesso

de inseminacdo quando comparada com o diluente aquecido (34,2% a 23,8%,
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respectivamente). Quando pipeta e cateter especialmente desenvolvidos para leitoas
(16mm e 2,5 mm de didmetro, respectivamente) foram utilizados, a taxa de sucesso foi
maior (60,3 vs 37,0%) comparado ao uso de mesmo tipo de pipeta (16mm) porém com
cateter de maior diametro (3,5mm). Parametros reprodutivos ndo foram afetados quando
comparados com 0 método de inseminacao artificial intracervical.

De modo semelhante, o estudo de Ulguim et al. (2018) teve como objetivo avaliar
dois tipos de pipetas como guia para o cateter (pipetas para pluriparas ou para leitoas) e
quantificar a taxa de sucesso e profundidade de insercdo do cateter de IAPC (750 mm de
comprimento e 3,5 mm de didmetro) em leitoas na primeira inseminacdo. Como
resultado, utilizando a pipeta para pluriparas foi possivel a inser¢cdo de 10 cm ou mais em
apenas 44% das leitoas e em 28% a insercdo foi menor que 6 cm. Quando utilizada a
pipeta de leitoas, também foi possivel a passagem de 10 cm ou mais em 44%, porém em
40% a passagem foi menor que 6 cm. Portanto, maior dificuldade para a passagem foi
observada no grupo em que foi utilizada a pipeta para leitoas, que de acordo com o0s
autores pode estar relacionada a dificuldade de manipulacdo do cateter devido a menor
fixacdo da pipeta para leitoas na cérvix.

Avaliando a aplicabilidade da IAPC em leitoas, em estudo de Ternus et al. (2017)
a passagem do cateter intrauterino pela cérvix foi possivel em 91,04% das leitoas, porém
relataram algum grau de dificuldade, em pelo menos uma das inseminacgdes, em 41,58%.
Mesmo com a dificuldade de insercéo do cateter, ndo houve influéncia na taxa de parto e
numero de leitdes nascidos. Da mesma forma, ndo houve diferenca no desempenho
reprodutivo quando comparadas as técnicas IAPC e IAC. Deve-se ressaltar que a alta taxa
de transpasse do cateter pela cérvix neste estudo pode estar associada com as
caracteristicas especificas da linhagem genética em estudo.

Recentemente, Suarez-Usbeck et al. (2019) também compararam o desempenho
reprodutivo de leitoas inseminadas pela IAC e IAPC que possuiam 255 — 270 dias na
inseminacdo, peso de 150 + 5 kg e pelo menos 2 estros registrados. As leitoas foram
inseminadas com doses contendo 1,5 x 10° espermatozoides/50 mL (IAPC) ou 3 x 10°
espermatozoides/90 mL (IAC). Como resultado, apenas 22,5% das leitoas ndo permitiram
a passagem do cateter, e avaliando as inseminac@es individualmente (total de 958 no
tratamento IAPC) obtiveram uma porcentagem de passagem do cateter de 85,4% das
inseminacBes. Além disso, menor ocorréncia de refluxo foi observada na IAPC (4,3%)
quando comparada a IAC (8,2%; P < 0,001). Além do mais, ndo houve diferenca no

desempenho reprodutivo entre os tratamentos (P > 0,21). Porém, os autores relataram que
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a idade de inseminacdo do estudo foi superior ao que geralmente é utilizado (em torno de
220 — 230 dias), mas acreditam que a taxa de sucesso de passagem alta ndo deve-se a isto,
mas ao fato do uso do cateter especifico para leitoas (Magaplus N®, Magapor, Ejea de los
Caballeros, Spain) utilizado nesse estudo. No entanto, a idade das leitoas nesse estudo
poderia influenciar a alta taxa de sucesso de sucesso de aplicacdo da IAPC, porém ndo ha
estudos especificos que avaliaram o efeito desse fator sobre a passagem do cateter.
Considerando que ainda ha dificuldades e limitacdes para o uso da IAPC em
leitoas, Llamas-Lopez et al. (2019) avaliaram um novo tipo de abordagem. Nesse estudo,
utilizaram um cateter especialmente desenvolvido para leitoas, no qual a dose
inseminante é depositada 8 cm além da parte cranial da pipeta convencional. Essa técnica
foi considerada como inseminacao artificial intracervical profunda (Dp-CAl), indicando
uma alternativa para a IAPC e a IAC. A passagem desse cateter foi possivel em 88,9%
das leitoas. Ndo houve diferenca nos pardmetros reprodutivos entre IAPC (1,5 x 10°
células espermaticas por dose) comparada a IAC (2,5 x 10° células espermaticas por
dose). Porem, os autores relatam que a infusdo da dose foi realizada lentamente, devido
a deposicdo ainda ser intracervical. Portanto, para que a IAPC possa ser aplicada em
leitoas da mesma forma e que traga as mesmas vantagens que em pluriparas, ainda ha

necessidade da técnica ser aprimorada.
2.3.2 Caracteristicas a serem consideradas para o uso da IAPC em leitoas

Os estudos realizados até o momento indicam que a maior dificuldade para
aplicacdo da IAPC em leitoas € a passagem do cateter pela porcédo cranial (por¢éo uterina)
da cérvix. Assim, recentemente Garcia-Vazquez et al. (2019a) avaliaram as partes do
trato reprodutivo envolvidas na IAPC de fémeas pluriparas e nuliparas, sendo elas: trato
reprodutivo pré-uterino (vestibulo e vagina), cérvix (porcdo vaginal, porcao central e
porc¢do uterina), e corpo uterino. Para isto, os autores avaliaram a morfologia e histologia
de 41 tratos reprodutivos de nuliparas (~220 dias de idade e peso médio de 165,76 + 8,5
kg) e 38 tratos reprodutivos de pluriparas (OP 5 ou mais, com idade de aproximadamente
2,5 — 4 anos e 234,05 £ 11,71 kg). Como resultado, fémeas pluriparas apresentaram
comprimento maior de vagina e cérvix (56,23 + 6,01 versus 50,39 + 5,25 cm; P<0,001) e
maior comprimento de cérvix (25,93 = 4,64 versus 21,65 +3,39 cm; P<0,001) que
nuliparas. Ainda, pluriparas apresentaram maior perimetro e area na por¢do uterina da
cérvix (8,50 £ 1,44 cm e 4,07 + 1,46 cm?, respectivamente) que nuliparas (6,28 + 0,92 cm

e 2,46 = 0,56 cm? P<0,01). Outra informacdo importante relatada é em relacdo a
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formacdo muscular da cérvix, onde as pluriparas apresentaram mais tecido conjuntivo
(58,86% + 10,78 versus 67,69 + 13,38%, P < 0,001) e menos fibras musculares (39,79 *
10,24 versus 30,66 + 13,69%, P < 0,001) que as nuliparas. Portanto, essa caracteristica
de formacdo muscular pode explicar a maior capacidade de distensdo da cérvix em
pluriparas, bem como, a dificuldade de passagem do cateter de IAPC em leitoas. Ainda,
0s autores descreveram a cérvix em um formato mais ondulado que o tradicionalmente
conhecido formato em “espiral ou saca-rolhas”, onde as pluriparas apresentaram maior
espessura do molde (0,56 + 0,05 vs. 0,40 £ 0,01 cm, P < 0,01), maior distancia entre dois
cumes das ondulagdes (1,72 £ 0,13 vs. 1,26 + 0,04 cm, P < 0,001) e maior area dos cumes
(0,72 + 0,07 vs. 0,55 £ 0,04 cm?) na porcao uterina da cérvix. Entretanto, as leitoas
apresentaram maior densidade de ondulagdes em 10 cm (11,41 £ 2,72 vs. 8,51 £ 2,02, P
< 0,01). Sendo assim, os autores indicam que ha necessidade de novas abordagens e
desenvolvimento de novos dispositivos que considerem as particularidades morfologicas
e histoldgicas da cérvix para a aplicacdo da IAPC em leitoas.

Além disso, os bons resultados de passagem do cateter no estudo de Suarez-
Usbeck et al. (2019) utilizando leitoas com idade superior ao que normalmente é
recomendado para a primeira inseminacdo, dao indicios de que caracteristicas (peso e
idade, por exemplo), que até 0 momento ndo tem sido avaliadas em relacdo a passagem
do cateter, podem ter efeito ou até mesmo determinar o sucesso de aplicacdo da IAPC.
Visto que, ja no estudo de Prunier et al. (1987) foi observada correlacdo significativa das
caracteristicas da cérvix (peso e comprimento) com a idade e peso corporal (P <0,05), ou
seja, maiores dimensdes de cérvix foram observadas em leitoas mais pesadas e com idade
superior. Ainda, fémeas classificadas em estagios superiores de maturacdo ovariana
(ovarios no primeiro ciclo ou ovarios com presenca de corpos albicans) também
apresentaram maiores dimens@es do trato reprodutivo, inclusive da cérvix (P < 0,05)
(PRUNIER et al., 1987). Além disso, no estudo de Tummaruk & Kesdangsakonwut (2014),
maiores dimensdes do trato reprodutivo também foram observados em fémeas ciclicas
comparadas a ndo-ciclicas, bem como maior comprimento de Utero em leitoas com maior
peso corporal (> 161 kg). Sendo assim, esses resultados podem sugerir que leitoas que
apresentam um maior numero de estros registrados antes da inseminagdo, maior peso, e
idade superior tenham o trato reprodutivo mais desenvolvido e, consequentemente
apresentam maior facilidade de passagem do cateter intrauterino.

Portanto, a variagdo na taxa de sucesso obtida entre os estudos pode estar

relacionada & grande variacdo das caracteristicas das leitoas (peso, idade, nUmero de
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estros prévios) utilizadas em cada um deles, as quais podem ter efeito sobre as dimensoes
do trato reprodutivo. Além disso, apesar de alguns estudos relatarem alta taxa de sucesso
de aplicacéo da IAPC (TERNUS et al., 2017; SUAREZ-USBECK et al., 2019), bem como o
desempenho reprodutivo ndo ter sido comprometido (HERNANDEZ-CARAVACA et al.,
2017; TERNUS et al., 2017; SUAREZ-USBECK et al., 2019), a técnica de IAPC em leitoas
continua ndo sendo utilizada em larga escala no Brasil. Sendo assim, ha necessidade de
um melhor compreendimento do efeito das caracteristicas das leitoas na primeira
inseminacao sobre a passagem do cateter, visto que essas caracteristicas sdo relativamente
faceis de mensurar na rotina da granja, e compreendé-las pode ser fundamental para

recomendac&o da utilizacdo ou ndo da IAPC em leitoas.

2.3.3 Caracteristicas para a primeira inseminagéo e importancia da viabilizacao da
IAPC em leitoas

A selecéo das leitoas ocorre quando atingem cerca de 150 dias de idade, sendo os
critérios de selecdo (fenotipicos e genotipicos) determinados pela genética em questéo,
onde sdo selecionadas em média 65 — 70% das fémeas (WENTz et al., 2007; WENTZ et
al., 2011). Além disso, leitoas normalmente atingem a puberdade com cerca de 150 — 220
dias de idade, sendo definida pela ocorréncia do primeiro estro e ciclicidade regular
subsequente, com manifestacdo de estros regulares em intervalos de 18 a 24 dias, sendo
que para isto € necessario que as leitoas atinjam um certo grau de desenvolvimento
corporal e fisiologico (MELLAGI et al., 2006; SOEDE et al., 2011).

Para a primeira inseminacdo alguns critérios importantes devem ser considerados,
sendo os principais, 0 numero de estros prévios a inseminacao e o peso corporal (KUMMER
et al., 2005; WENTz et al., 2007). Em relagdo ao nimero de estros se relata que a
inseminacdo no estro puberal (primeiro estro) pode comprometer a taxa de parto e o
tamanho da leitegada, sendo entdo recomendada a inseminacdo somente a partir do
segundo estro e quando as leitoas atingirem peso entre 135 — 140 kg na inseminacgéo
(FOXCROFT et al., 2004; KUMMER et al., 2005). Entretanto, as recomendacdes de
caracteristicas das leitoas a primeira cobertura também variam de acordo com a genética.

Devido a alta taxa de reposicdo de fémeas nos sistemas de producdo de suinos
(cerca de 45 — 50%), as leitoas representam em torno de 8 a 10% do plantel de matrizes,
além de comporem em média, 18% do grupo de cobertura (BORTOLOZZ0O & WENTZ, 2006;
WENTZ et al., 2007). Assim, devido ao nimero expressivo de animais que as leitoas

representam no plantel e as particularidades de manejo que estas exigem, aprimorar as
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técnicas aplicadas a esta categoria de fémeas e otimizar seu potencial produtivo pode
trazer beneficios aos sistemas de producdo, aos programas de melhoramento genético e a
inddstria como um todo (BORTOLOZZO & WENTZ, 2006; BORTOLOZZO et al., 2009;
LLAMAS-LOPEZ et al., 2019). Além do mais, viabilizar a técnica em leitoas permitira a
padronizacdo do tipo de dose produzida pelas centrais de processamento de sémen, bem
como os operadores das granjas realizardo em sua rotina apenas um tipo de técnica.

Em resumo, é relatado por grande parte dos estudos, bem como pelos operadores
dos sistemas de producdo, que a maior barreira para a aplicacdo da IAPC em leitoas em
larga escala é a dificuldade de passagem do cateter pela cérvix. Assim, apesar dos bons
resultados obtidos recentemente, a IAPC em leitoas n&o tem sido utilizada na maior parte
dos sistemas de producdo, por isso precisa ser melhor compreendida antes de uma
recomendacéo de sua utilizacdo em escala comercial (GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b).
Portanto, ha necessidade de compreender e identificar fatores que podem influenciar ou
até mesmo determinar o sucesso de aplicacdo da IAPC em leitoas, para que assim, a

técnica possa ser aprimorada e posteriormente utilizada comercialmente.
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Abstract

This study evaluated the applicability of post-cervical artificial insemination
(PCAI) in gilts and the impact of age and different body characteristics of the gilts on the
success rate for cannula insertion. Additionally, reproductive performance was evaluated
for PCAI and cervical artificial insemination (CAl), considering different semen dose
sizes. A total of 636 gilts were assigned in a 2 x 2 factorial design: two artificial
insemination techniques (CAI and PCAI) and two semen dose sizes (1.5 x 10° viable
sperm cells/50 mL; or 2.5 x 10° viable sperm cells/80 mL). Regardless of the insemination
dose used, for the 319 gilts assigned to PCAI, a characterization of the intrauterine
cannula insertion was performed. For all groups, reproductive performance, occurrence

of bleeding and semen backflow during all inseminations were recorded. Two subgroups
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were evaluated regarding the time expended to perform the insemination (n = 380), and
the semen backflow collected during 1 h after insemination (n = 114). The success rate
for intrauterine cannula insertion, based on a successful insertion in all inseminations
performed during estrus, was 58.93%. Additionally, greater possibility (> 60%; P < 0.04)
of cannula insertion was observed in heavier gilts at the first detected estrus (> 124 kg),
as well as in older gilts (> 225 d) and greater body condition score (> 3) at insemination.
There were no differences among the groups in pregnancy rate (> 95.26%; P = 0.23),
farrowing rate (> 93.67%; P = 0.54), total piglets born (> 14.45; P = 0.45), as well as,
bleeding and backflow during insemination. However, the percentage of semen backflow
volume and percentage of sperm cells in the backflow were lower in gilts inseminated by
CAI with 1.5 billion sperm cells/50 mL (P < 0.01) than in the other groups. There was no
expressive reduction in time expended to perform PCAI compared to CAl. However, gilts
inseminated with 1.5 billion sperm cells/50 mL showed a lower total time to inseminate
than all other groups (P < 0.01). In conclusion, PCAI remains limited for gilts due to the
low success rate for cannula insertion. The reproductive performance was not affected by
the Al technique (PCAI or CAI) or semen dose size (1.5 billion viable sperm cells in 50

mL or 2.5 billion viable sperm cells in 80 mL).

Keywords: Nulliparous, Intrauterine insemination, PCAI, Cervix, Intrauterine cannula

1. Introduction

Post-cervical artificial insemination (PCAI) allows deposition of the semen dose
in the uterine body and consequently enables the reduction of sperm cells and the volume
of the insemination dose (WATSON & BEHAN, 2002; SorIANO-UBEDA et al., 2013;

GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019b). In the past years, several studies aimed to determine
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insemination dose volume and the number of sperm cells required for PCAI. Those
studies did not observe differences in reproductive performance using 0.5 — 2.0 billion
sperm cells in a volume of 26 — 85 mL for PCAI or 2.0 — 4.0 billion sperm cell in a volume
of 80 — 100 mL for cervical artificial insemination (CAI), in primiparous and pluriparous
sows (WATSON & BEHAN, 2002; DALLANORA et al., 2004; RozeBooMm et al., 2004;
HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012; SBARDELLA et al., 2014). Consequently, the PCAI
enable an increase in the number of semen doses per ejaculate, optimizing the use of high
index boars (STEVERINK et al., 1998; BENNEMANN et al., 2004; DALLANORA et al., 2004;
HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012) and allowing a reduction in the time expended to
perform insemination (HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012).

The success rate of intrauterine cannula insertion is higher than 90% in pluriparous
sows (WATSON & BEHAN, 2002; DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA et al., 2005) and
around 86% in primiparous sows (SBARDELLA et al., 2014), which consolidate the PCAI
for these parities. However, considering the difficulty for cannula insertion through the
cervix the use of PCAI remains limited for gilts, needing the use of CAIl (GARCIA-
VAzQUEZ et al., 2019b). Therefore, taking into account that gilts represent about 18% of
the females in breeding groups, improvements in the artificial insemination (Al)
technique could optimize the production system (BORTOLOZzO & WENTZ, 2006;
LLAMAS-LOPEZ et al., 2019).

Although few trials evaluating PCAI in gilts have been reported, currently, the
studies for improving the use of PCAI in gilts have been intensified using different
approaches and devices. The success rate for cannula insertion in gilts range from ~20 to
60% (HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; ULGUIM et al., 2018b) until 91% when using
a specific genetic line (TERNUS et al., 2017). The differences observed in these studies

could be related to the method for definition of success rate, and also the type of the
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intrauterine cannula used. Furthermore, there is an extensive variation among the studies
regarding the bodyweight at insemination (~140 — 173 kg) and the minimum number of
previous detected estrus (1 — 3) which might affect the success rate for cannula insertion
(HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; TERNUS et al., 2017; ULGuIM et al., 2018b;
SUAREZ-USBECK et al., 2019). However, the reproductive performance was not affected
when comparing PCAI (1.5 x 10° sperm cell in 40 — 45 mL) and CAI (2.5 — 3 x 10° sperm
cells in 80 — 90 mL) (HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; TERNUS et al., 2017; SUAREZ-
UsBECK et al., 2019). Thus, different intrauterine cannulas should be evaluated
considering the anatomy of the gilt’s cervix (GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a), as well as
a better understanding of the gilt’s morphological characteristics.

Usually, studies comparing IUAI and CAI did not consider using the same
insemination dose (same volume and number of sperm cells) for both techniques. In this
way, there is a lack of information for optimizing the number of sperm cells and also
volume used for gilts, which could be considered as an alternative for the practical routine
of the farms where the success rate for cannula insertion is low. Therefore, the first
objective of this study was to evaluate the applicability of PCAI in gilts using a cannula
specifically designed for this category of females and the impact of age and different body
characteristics of the gilts on the success rate for cannula insertion. Secondly, to compare
the reproductive performance between PCAI and CAI using, for both techniques,
insemination doses with 1.5 billion viable sperm cells in 50 mL or 2.5 billion viable sperm

cells in 80 mL.

2. Material and methods
The research committee of the Federal University of Rio Grande do Sul approved

the use of animals in this experiment (#37323).
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2.1 Local and animals
The study was carried out in a gilt development unit (GDU) with 2000 gilts located
in the Santa Catarina State (South of Brazil). Six hundred and thirty-six gilts (636)
(Agroceres PIC Camborough®, Patos de Minas, MG, Brazil) were used. The gilts arrived
at the GDU at approximately 180 days of age and puberty stimulation and detection of
estrus started on the day after arrival, using physical contact with a sexually mature boar
once a day. At the first detected estrus after arrival, gilts were weighed, and those with >
100 kg were selected and moved to individual crates with a partially slatted floor. At the
second detected estrus (moment of insemination), the age, body condition score (BCS),
and caliper score (KNAUER & BAITINGER, 2015) were recorded, excluding from the
experiment gilts with health problems and BCS below 2.5 and above 4.0 on a scale of 1

to 5 (YOUNG et al., 2004).

2.2 Experimental design

According to weight at the first detected estrus, and age, caliper score and BCS
just before insemination, gilts were assigned into four groups in a 2 x 2 factorial design,
considering the following factors: two artificial insemination techniques (CAI — cervical
artificial insemination and PCAI — post-cervical artificial insemination), and two different
semen dose sizes (1.5 x 10° viable sperm cells in a volume of 50 mL; or 2.5 x 10° viable
sperm cells in a volume of 80 mL). The CAI was performed in the presence of a sexual
mature boar, using a disposable foam tip catheter for cervical fixation (Ponta de Espuma®,
Magapor, Zaragoza, Spain). The PCAI was performed in the absence of the boar for at
least one hour after detection of estrus, using a foam tip catheter for cervical fixation and
an intrauterine polypropylene cannula (~65 cm length and ~3 mm of diameter) specially

developed for gilts (Magaplus N®, Magapor, Zaragoza, Spain).
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2.3 Housing and feeding

The gilts arrived at the gilt development unit (GDU) with approximately 180 days
of age and were group-housed in pens. At the first detected estrus after the arrival, gilts
were weighted and moved to individual crates with a partially slatted floor, where they
were inseminated at the subsequent estrus. The gilts were moved to the sow farm at
around 35 days of pregnancy.

During all gestation period, standard corn—soybean-based diet (3.29 Mcal ME per
kg, 13.4% crude protein, and 0.6% digestible lysine) was used. From arrival at GDU until
breeding, the gilts were fed 3 kg/day, and after insemination until day 35 of gestation,
they were fed 2 kg/day. The gilts were moved to the sow farm at around 35 days of
pregnancy where they were daily feed with 1.8 kg from arrival to day 80 of gestation, and
then with 2.2 kg from day 81 of gestation until farrowing. Gilts were individually housed
on partially slatted floor during gestation. Water was available ad libitum throughout the

whole period.

2.4 Semen collection and processing

Heterospermic semen doses (two boars in each pool) with more than 70% motility
and less than 20% morphological defects were used. Ejaculates were analyzed using
computer-assisted sperm analysis (CASA, AndroVision® system, Minitub GmbH,
Tiefenbach, Germany) and diluted in Androstar Plus® (Minitub GmbH, Tiefenbach,
Germany) and stored for a maximum of 72 h at 16 to 18°C. All insemination doses were
produced in split-sample, i.e., the same pool of ejaculates was used to produce semen

doses of 1.5 or 2.5 billion sperm cells.
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2.5 Detection of estrus and artificial insemination

Detection of estrus was performed once a day (8 am) by fence-line contact with a
sexually mature boar in association with the back-pressure test. Gilts were considered in
estrus when exhibiting a standing reflex. Only gilts at the second estrus (after arrival at
the GDU) were inseminated. The first insemination was performed at the onset of estrus
and repeated at 24-h intervals while gilts were in standing estrus (maximum of three
doses).

At the moment of PCAI, the following evaluations were performed: number of
attempts at cannula insertion (each attempt lasted 30 s at 5-min intervals, the first right
after the catheter insertion, with a limit of three attempts); insertion depth of the cannula
(measured from the foam tip border up to the cannula tip border); total or partial insertion.
In this way, 7 to < 11 cm insertion depth was considered partial, 11 cm or more were
considered total insertion, and gilts with an insertion lower than 7 cm after the third
attempt were removed from the PCAI group. In those gilts that did not allow the cannula
insertion in one of the inseminations (n = 131), CAl instead of PCAI was performed in
the subsequent Al, i.e., no attempts at cannula insertion were performed in the subsequent
insemination. The success rate of the PCAI technique was defined as the percentage of
gilts that allowed cannula insertion through the cervix (total or partial) in all of the
inseminations performed during estrus. Thus, gilts in which PCAI was not possible in all
inseminations were removed from comparisons of reproductive performance among
groups.

The occurrence of bleeding and semen backflow during Al was recorded as
presence or absence. The occurrence of semen backflow during Al was also measured in
visual scores from 0 to 3, where 0 — no backflow, 1 — backflow from vulva in drops, 2 —

backflow of less than 30% of the dose, 3 — more than 30% of the dose. Additionally, 151
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gilts were randomly evaluated for backflow within one hour after insemination. Semen
backflow was collected using a human colostomy bag fixed around the vulva right after
the removal of the catheter. Gilts that lost the bag, sat upon, or urinated inside the bag, in
at least one of the inseminations, were removed from the analysis. The semen backflow
could be collected in all inseminations in 114 gilts (~30/group). Total backflow volume
was measured in a graduated tube, and the number of spermatozoa was counted in an
Neubauer® Improved chamber (Karl Hecht GmbH & Co0.KG, Sondheim/Rhon,
Germany).

Another group of 380 gilts was randomly evaluated to determine the time used to
perform the insemination in each group. All these gilts had the time recorded in all
inseminations performed during estrus, and then the mean was measured. The total time
to perform Al was measured from the beginning of catheter insertion to the end of dose
infusion (inseminating one gilt at a time). Additionally, the total time to Al without
intervals between attempts was measured by removing the waiting time between attempts
(5-min between each attempt), i.e., only the time spent inserting the catheter and cannula
plus the time for dose infusion were considered. Besides that, to compare all the groups,
the time required to inseminate 100 gilts was estimated based on a practical point of view,
considering that one operator could inseminate four gilts simultaneously by CAI (using
breeding saddle for self-insemination) and one gilt at a time by PCAI (considering the
time without intervals). Then, for CAI groups, the time to inseminate 100 gilts = (total
time/4 gilts) x 100; and for PCAI groups time to inseminate 100 gilts = total time without
intervals x100.

Pregnancy detection was performed from days 23 to 28 after Al with
transabdominal real-time ultrasound equipment with a convex transducer (SonoScape®,

A6V, Co. Ltda, Shenzhen, China).
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2.6 Statistical analyses

The statistical analyses were carried out using the Statistical Analysis System —
SAS® 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A total of 319 gilts were included for the
analysis of the cannula insertion through the cervix. In this group, descriptive analysis
was performed for cannula insertion in all inseminations during the estrus and also
considering a classification by insertion depth of the cannula. In those gilts where the
insertion of the cannula was possible (partial or total) in the first or second Al, the
GLIMMIX procedure was performed using a multinomial distribution for analysis of
cannula insertion in the subsequent inseminations (second or third, respectively). The
scores of semen backflow during insemination in the first or second insemination were
analyzed using multinomial distribution (GLIMMIX). Associations between the success
of cannula insertion and the characteristics of the gilts were created. In this way, the
frequency of cannula insertion was analyzed according to three classes of weight at first
detected estrus (< 124 kg, 124 — 140 kg, > 140 kg), age at insemination (< 224 days, 225
— 241 days, > 242 days), BCS at insemination (2.5, 3, >3), and caliper score at
insemination (<13, 13-14, >14). For these classes, the cannula insertion in all
inseminations was analyzed as a binary response by GLIMMIX procedure and using
logistic regression, including the week as a random effect.

Due to the impossibility of cannula insertion through the cervix (in all
inseminations), a total of 131 gilts, initially allocated in the PCAI group, were removed
from the reproductive analysis. Additionally, one gilt from the PCAI group died before
pregnancy detection. Thus, a total of 504 gilts were included in the analysis of
reproductive performance. For this group, a factorial analysis has considered the effect of

insemination technique, semen dose size, and their interaction using the GLIMMIX
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procedure. Variables including pregnancy rate (PR), farrowing rate (FR), frequency of
bleeding, and semen backflow during Al were analyzed as a binary response using
logistic regression. Continuous variables such as the number of piglets born (TPB),
number of piglets born alive (TBA), percentage of volume and semen backflow, and time
to perform the insemination were analyzed by GLIMMIX with comparisons of means by
Tukey-Kramer test. In all models, the week was inserted as a random variable when fitted
in the model. Percentage of stillborn piglets and mummified fetuses were analyzed using
the NPARIWAY procedure and the groups compared by the Kruskal-Wallis test.
According to the variable type, results are expressed as least squares (LS) means +
standard error of the mean (SEM) or percentages. Differences with P < 0.05 were
considered statistically significant.

In a segregated analysis, gilts initially allocated in PCAI groups that did not allow
the cannula insertion through the cervix and received at least one CAIl were included in a
“mixed group”. In this sense, the FR and TPB of the “mixed group” were compared to

CAl and PCAI groups without considering the semen dose size.

3. Results

3.1 Insertion of the cannula through the cervix for PCAI in gilts

On average, the gilts assigned in the PCAI groups in this study weighted 132.25
+ 0.68 kg at the first detected estrus, and at the insemination, they were 233.90 £ 0.71
days old, BCS of 3.04 + 0.02 and caliper score of 13.58 £+ 0.09. The success rate for PCAI
cannula insertion through the cervix (partial or total) in all inseminations during estrus
was 58.93% (188/319). Insertion of the cannula was not possible in 26.33% (84/319) of
the gilts in the first Al, 18.78% (43/229), and 6.35% (4/63) in the second and third Al,

respectively. However, from those gilts in which the cannula for PCAI was inserted
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(partial or total) in the first Al, the insertion in all other inseminations was possible in
80% (188/235) of them.

Total insertion of the cannula (> 11 cm) was observed in 74.04% (174/235),
75.27% (140/186), and 67.80% (40/59) of the gilts in the first, second and third Al,
respectively. Furthermore, when a partial insertion of the cannula was performed in the
first or second Al, a higher odds ratio (10.68 and 16.95, respectively; P < 0.01) for no
passage or partial insertion (7 to < 11 cm) in the subsequent inseminations were observed
(Figure 1). When considering only the gilts in which a total insertion of cannula was
possible in the first Al, they had a subsequent insertion success rate in the other
inseminations (partial or total in the second and/or third Al) higher (89.08%; 155/174; P
< 0.01) than those with partial insertion in the first Al (54.10%; 33/61). The total insertion
of the cannula in the first or second Al was associated with a higher odds ratio (3.95 and
5.43, respectively; P < 0.01) for the absence of semen backflow during insemination
compared with the partial insertion of the cannula (Figure 2). On average, two attempts
were necessary for the insertion of the cannula in first, second, or third Al. Additionally,
cannula insertion was possible in the first attempt in 31.25% of the gilts and 35.21% and
33.54% in the second or third attempt, respectively.

Gilts with higher weight at the first detected estrus, and higher age and BCS at
insemination had a better success rate for cannula insertion compared to categories of
lower weight, age, and BCS (Figure 3; P < 0.04), whereas the caliper score did not affect

(P =0.17) the success rate.

3.2 Reproductive performance of gilts using PCAI or CAl
The gilts had on average 132.67 + 0.54 kg at the first detected estrus, and at

insemination 234.85 + 0.57 days of age, BCS of 3.05 + 0.02 and caliper score of 13.59 +
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0.07, with no difference among groups (P > 0.48). Total number of inseminations per gilt
did not differ among groups of evaluation (2.29 + 0.05; P = 0.78).

The PR, FR, TPB, and TBA were not affected (P > 0.23) by the interaction of Al
technique (PCAI or CAI) and semen dose size (1.5 or 2.5 x 10° viable sperm cells). Also,
differences for these reproductive parameters, considering the factors individually (Al
technique or semen dose size) were not observed (P > 0.65; Table 1). There was no effect
of groups of evaluation on the percentage of stillborn (P = 0.32) and mummified piglets
(P =0.60).

Taking into account all the inseminations performed, the occurrence of semen
backflow or bleeding during insemination was not affected (P > 0.08) by the group of
evaluation or their interaction (Table 1). However, when considering the evaluation of
the volume of semen backflow collected by colostomy bag during one hour after
insemination, there was an effect for the interaction of Al technique and semen dose (P =
0.04). The PCAI group with 1.5 billion sperm cells had a higher percentage of backflow
volume than CAI with 1.5 billion (54.11% and 41.24%, respectively), but both did not
differ from the CAIl and PCAI groups with 2.5 billion sperm cells (48.16% and 45.56%,
respectively). Similarly, for percentage of sperm cells in the backflow there was also an
effect for the interaction of Al technique and semen dose (P = 0.05), that is, the group
CAI with 1.5 billion sperm cells had lower percentage of sperm cells in the backflow
(19.19%) than CAI with 2.5 billion (29.13%) and PCAI with 1.5 (30.70%) or 2.5
(30.35%) billion sperm cells.

Concerning the total time spent to perform Al, an interaction of technique and
semen dose size was observed (P < 0.01). Gilts inseminated by CAl with 1.5 billion sperm
in 50 mL showed a lower time to inseminate compared to all other groups (Table 2).

However, when considering only the time for semen dose infusion, the PCAI groups with
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1.5 or 2.5 billion sperm cells had a reduced time compared to CAl with 1.5 or 2.5 billion
sperm cells that also differ from each other (P < 0.01). This result was similar to the total
time observed when the waiting time spent between attempts for cannula insertion was
excluded. In this way, time to inseminate using PCAI with 1.5 or 2.5 billion sperm was
lower compared to CAIl with 1.5 or 2.5 billion sperm that also differ from each other (P
< 0.01; Table 2).

Specifically, for those gilts inseminated by PCAI without considering the number
of sperm cells used in the semen dose, the FR and TPB were not affected by the depth of
cannula insertion, number of attempts for insertion, bleeding or semen backflow during
Al (Table 3). Additionally, the “mixed group” did not differ from PCAI and CAI in FR
(96.95%, 94.12%, and 94.64%, respectively; P = 0.50), and TPB (14.83 £ 0.27, 14.58 +

0.24, and 14.49 £ 0.19; P = 0.51).

4. Discussion

PCAI is a successful Al technique applied to pluriparous and primiparous sows
(WATSON & BEHAN, 2002; BENNEMANN et al., 2004; DALLANORA et al., 2004; MEZALIRA
et al., 2005; SERRET et al., 2005; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012; SBARDELLA et al.,
2014), but for some time, it has not been recommended for gilts. The main challenge to
PCAI application in gilts is the difficulty of cannula insertion through the cervix, due to
smaller dimensions of the reproductive tract compared to pluriparous sows (KAPELANSKI
et al., 2013; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a). However, just few studies included this
category of females in trials and used a cannula specifically designed for gilts. Therefore,
intending to evaluate the PCAI applicability for gilts, the present study is the first, to the
best of our knowledge, to describe the association of corporal characteristics and age with

the possibility of cannula insertion, as well as, to compare the reproductive performance
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using two sizes of insemination dose for both Al techniques in gilts (CAl and PCAI).
Additionally, an extensive characterization of the cannula insertion through the cervix
and time to use this technique in the farm routine was described. The success rate for
cannula insertion reached in our study (58.93%) confirms that the application of PCAI in
gilts is still a challenge for a large-scale use, even using a specific cannula for gilts. This
result agrees with those obtained by other studies, which reached 19.6% to 60.3% success
rate depending on the device used (HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; ULGUIM et al.,
2018b). In contrast, other authors reported 85.4% to 91.04% (TERNUS et al., 2017;
SUAREZ-USBECK et al., 2019) success rate for PCAI in gilts, but 41.6% of the gilts showed
some degree of difficulty with cannula insertion (TERNUS et al., 2017). The differences
among the studies in the success rate for PCAI might be related to the genetic line, age,
and body size characteristics of the gilts used, also by the definition of success rate.

The present results suggest that the first Al is a good predictor of the final success
rate for PCAI, considering that 25% of the gilts that did not allow the cannula insertion
were identified at this moment. Additionally, when observing the total insertion of the
cannula at the first insemination, almost 90% of gilts allowed the PCAI in subsequent
inseminations. It is also true that when a partial insertion was observed in the first or
second Al, the success rate of cannula insertion in the subsequent insemination was
reduced. This repeatability was similar to that observed in primiparous sows (SBARDELLA
et al., 2014). The partial insertion depth of the cannula in our study also resulted in a
higher chance for intense semen backflow.

Approximately 60% of gilts needed at least two attempts for cannula insertion.
This could be related to the necessity of waiting time for cervix relaxation after the first
catheter insertion. Although the frequency of cervical contraction has been reported to

increase in the presence of a boar in weaned sows (ULGUIM et al., 2018a), the effect of
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catheter stimulation on cervical contraction is rarely reported in the literature. Thus, from
a practical point of view, our results suggest the first attempt for cannula insertion
approximately 5 minutes after catheter insertion for facilitating PCAI. The number of
attempts for cannula insertion did not affect the farrowing rate and number of piglets born.
Several attempts at cannula insertion could cause injuries to the reproductive tract
(BEHAN & WATSON, 2006), which could increase the chance of bleeding, but no
differences among PCAI and CAI in bleeding occurrence during insemination were
observed in this study. Also, the bleeding did not have a negative effect on the
reproductive performance, as reported by other authors (RozeBooM et al., 2004; SERRET
et al., 2005; BENNEMANN et al., 2007).

In the present study, gilts that allowed cannula insertion > 7 cm were considered
successfully inseminated by PCAI. This minimum depth was determined considering the
peculiarities of the gilt’s reproductive tract, and the suggestion that cannula insertion
deeper than 6 cm could be sufficient for IUAI in gilts (ULGuIM et al., 2018b). Although
in our study insertion > 7 cm was considered PCAI, other authors considered the
insemination using a new cannula with 8 cm depth from the foam tip as deep-intracervical
artificial insemination (deep-CAl) (LLAMAS-LOPEZ et al., 2019). The deep-CAl method
was successfully applied in 88.90% of the gilts, considering a slow infusion of the semen
dose (LLAMAS-LOPEZ et al., 2019), as opposed to that performed in our study where the
semen dose was quickly infused. In both studies, reproductive performance was not
impaired, which suggests that a cannula insertion deeper than 7 cm could be considered
for insemination.

Investigating the factors associated with cannula insertion, gilts with greater body
size and higher age presented a greater possibility for successful cannula insertion. As

described by Suarez-Usbeck et al. (2019) a higher success rate was achieved using the
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same cannula as the present study. However, their study contemplated gilts with 255 —
270 days of age and 150 = 5 kg at insemination, which is higher than that usually
recommended for the first insemination (~220 d) as well as higher than the mean of our
study. The age and body size (BCS and weight) are associated with the development of
the reproductive tract (KAPELANSKI et al., 2013; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2019a), which
may explain the effect on the success of cannula insertion as demonstrated in our study.

Concerning reproductive performance, no differences were observed among the
groups (PCAI or CAIl with doses containing 1.5 or 2.5 billion sperm cells). This is an
important result since the reproductive performance was maintained even when CAI was
performed with 1.5 billion sperm cells in 50 mL (the same dose used commercially in
primiparous and pluriparous sows for PCAI). Besides the satisfactory reproductive
performance previously reported by Bennemann et al. (2005) using CAl with 1.5 billion
sperm cells in gilts, the volume of the insemination dose (90 mL) was higher than used
in this study (50 mL). Moreover, just a few and older studies evaluated the reduction of
the sperm cells and also the volume of the insemination dose for CAl in gilts (STRATMAN
& SELF, 1960; BAKER et al., 1968), which makes it difficult to compare with the current
performance of modern gilts. However, the reproductive performance observed in the
present study was similar to others that also compared PCAI and CAl in gilts, although
they used doses containing 2.5-3.0 billion sperm cells in 80-90 mL for CAI
(HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; TERNUS et al., 2017; LLAMAS-LOPEZ et al., 2019;
SUAREZ-USBECK et al., 2019). Therefore, our results suggest the use of semen dose with
1.5 billion sperm cells in 50 mL for CAl in gilts. However, it is essential to emphasize
that a high quality of the dose (about production, storage, and transportation), and high-

quality insemination procedure must be provided.
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The occurrence of semen backflow did not differ among groups and was not
associated with reproductive performance, which agrees with the previous studies
(DALLANORA et al., 2004; MEezALIRA et al., 2005). Regarding the semen backflow
collected during 1 h after insemination, CAIl with 1.5 billion sperm cells had the lowest
percentage of spermatozoa in the backflow and also the lowest percentage of volume. It
IS supposed that the lower volume of the semen dose used in this case (1.5 billion sperm
cells in 50 mL), associated with the stimuli of the uterine contractions by the fence-line
boar contact during CAI, could explain the lower percentage of backflow. Contrarily,
during PCAI method boar exposure was not provided. Also, this lower occurrence of
semen backflow within 1 h after insemination with 1.5 billion sperm cells could be related
to the good reproductive performance of this group. It is reported that losses of semen by
backflow higher than 5% during CAl with low semen doses (1 billion sperm cells)
negatively affects reproductive performance (STEVERINK et al., 1998). Therefore, this fact
emphasizes the necessity of a higher control of the insemination procedure if CAl with
1.5 billion sperm cells in 50 mL is applied.

From a practical point of view, considering the estimative for the breeding of 100
gilts, we concluded that the time spent for PCAI compared to CAIl was not optimized.
Even that in sows the expressive reduction of time expended to perform the Al was
associated as an advantage for PCAI (HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2012; SUAREZ-
UsBECK et al., 2019), in gilts it was not observed. This result can be explained by the
difficulty in insertion and consequently, the time needed to insert the cannula, which
usually does not occur in pluriparous and primiparous sows. Additionally, in the case of
CAI with 1.5 billion sperm cells, the subtle reduction in the time to breed 100 gilts can

be associated with the lower volume of dose (50 mL), which provides a faster influx.
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5. Conclusions
In conclusion, the success rate for cannula insertion in gilts in all inseminations
was 58.93%. Higher weight, BCS, and age increased the success rate percentage for
cannula insertion. Reproductive performance was not affected by the Al technique (PCAI
or CAl) or the number of sperm cells in the semen doses (1.5 billion sperm cells in 50
mL or 2.5 billion sperm cells in 80 mL) as well as, by the occurrence of bleeding or semen
backflow. These results suggest that both CAl or PCALI in gilts can be performed with
semen doses containing 1.5 billion viable sperm cells in 50 mL, what would make it
possible to boar studs produce only one type of semen dose. However, it is essential to
emphasize that a high quality of the dose and high-quality insemination procedure must

be provided.
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Figure 1 — Percentage of gilts with different classes of depths of the intrauterine
cannula insertion in the second (A) or third (B) insemination (Al) according to insertion
depth of the cannula in the previous insemination (first or second, respectively).
Classes for insertion depth have considered: > 11cm — total insertion; 7 to <11lcm —
partial insertion; < 7 cm was considered no passage. The first Al was performed at
estrus detection (Oh) and every 24 h, while gilts were in standing estrus.

P < 0.01 (A and B); Odds ratio for no passage or partial insertion: 10.68 (A) and 16.95
(B).
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Figure 2 — The occurrence of semen backflow (%) in the first and second insemination
(Al) according to depth of cannula insertion to perform post-cervical insemination in
gilts.

Backflow scores during insemination: 0 — no backflow; 1 — backflow from vulva in
drops; 2 — backflow of less than 30% of the dose; 3 — more than 30% of the dose.

P < 0.01 (first and second Al). Odds ratio for absence of backflow: 3.95 (first Al) and

5.43 (second Al).
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Figure 3 — The success rate for cannula insertion through the cervix according to
different classes of weight at first detected estrus (A), age at insemination (B), body
condition score (BCS) at insemination (C) and caliper score at insemination (D) for
PCAL in gilts.

The success rate was defined as the insertion of the cannula for PCAI >7 cm in all
inseminations performed during the estrus. ® ® Differ significantly (P < 0.05). P —

values: < 0.01 (weight at the previous estrus), 0.02 (age at insemination), 0.04 (BCS),

and 0.17 (caliper score).



56

Table 1 — Reproductive performance, bleeding and semen backflow of gilts submitted to
post-cervical artificial insemination (PCAI) or cervical insemination (CAIl) with different

semen dose sizes (1.5 x 10° sperm cells/50 mL or 2.5 x 10° sperm cells/80 mL)

CAl PCAI P-values
Variables
15 25 15 25 Al Dose?2 A
Dose
Number of 158 159 90 97
gilts (n)
Pregnancy 96.52+1.66 97.70+1.29 97.97+152 9526+241 0.86 0.68 0.23
rate (%)
Farrowing 93.67 +2.42 95.60+1.63 94.44+242 93.81+245 0.78 0.74 0.54
rate (%)
Total
piglets 1446 +0.25 1454 +025 1476+0.32 1445+031 0.69 0.65 0.45
born (n)
Piglets
. 13.52+0.25 13.66+0.25 13.89+0.32 1354+031 0.63 068 0.34
born alive
(n)
Semen
2747 +4.02 29.82+4.13 29.09+519 37.95+4.02 0.27 020 048
backflow
(%)°
Bleeding 30.47 £+4.03 34.17+4.16 20.84+4.47 29.56+4.93 0.08 0.13 0.48
(%)°

Values presented as LS means + standard error mean.

Y Insemination technique applied (CAI or PCAI).

2 Number of sperm cells and volume of insemination doses (1.5 x 10%/50 mL or 2.5 x
10°/80 mL).
3The presence of backflow or bleeding during insemination in at least one of the

inseminations performed in each gilt (yes/no).
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Table 2 — Time expended to perform the insemination in gilts submitted to post-cervical insemination (PCAI) or cervical insemination (CAl)

considering the use of two semen dose sizes (1.5 x 10° sperm cells/50 mL or 2.5 x 10° sperm cells/80 mL)

CAl PCAI P-values
Variabl
ariables 15 25 1.5 2.5 All Dose? A
Dose
Number of gilts 104 105 81 90
Total time (min)® 4.42 +£0.25° 6.21 +0.25° 6.29 +0.28° 6.16 £ 0.27° <0.01 <0.01 <o0.01
Number of attempts* 2.00 £0.09 1.95£0.09 0.68
Waiting time between attempts 4.96 + 0.40 4.55 +0.39 0.43
(min)
Total time without intervals 4 4540128 6.19+0.12° 124£012°  1.35+0.12° <001 <001 <0.01
between attempts (PCAI) (min)
Time for dose infusion (min) 4,28 +0.12° 6.06 £ 0.12° 0.47 £0.12° 0.61+0.12° <0.01 <0.01 <0.01
Estimated time to inseminate 100 110 155 124 135

gilts, min (4 simultaneously)®

Values presented as LS means + standard error mean. Different letters (a, b, ¢) means significantly different values (P < 0.05).

! Artificial insemination (Al) technique applied (CAI or PCALI).

2 Number of sperm cells and volume of insemination doses (1.5 x 10%/50 mL or 2.5 x 10%80 mL).

3 Total time to perform Al: Time from the catheter insertion onset to the end of insemination dose infusion.
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% The gilts from the PCAI groups were submitted to three attempts at cannula insertion. Each attempt consisted of 30 seconds with 5 min interval
(waiting time) between attempts. Total time to Al without intervals between attempts consisted of the time used to insert the catheter and the
cannula (without waiting time) plus time to dose infusion.

®For CAI groups, the time to inseminate 100 gilts = (total time/4 gilts) x 100; For PCAI groups, time to inseminate 100 gilts = total time without

intervals x100.
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Table 3 — Reproductive performance of gilts inseminated by post-cervical insemination
according to the depth and number for attempts at cannula insertion, bleeding and semen

backflow during insemination

n RO TPBM)Y

FR TPB

Cannula insertion depth 0.87 0.52
7to<llcm 47 93.62+£3.57 14.36 £0.46
>11cm 140 9429+196 14.68+0.29

Number of attempts (first Al) 0.26 0.70
1 74 90.54 +£3.40 14.75+£0.38
2 68 97.06 £2.05 14.67 £0.39
3 45 95.56 +3.07 14.28 +0.46

Number of attempts (second Al) 0.21 0.33
1 56 89.29+4.13 14.18+0.49
2 71 97.18+1.96 14.98 +0.37
3 54 9444 +3.12 14.61+043

Number of attempts (third Al) 0.19 0.49
1 17 100 14.56 £ 0.87
2 19 89.47 14.52 £0.95
3 22 100 13.46 £0.78

Bleeding during Al 0.56 0.12
Yes 48/187 95.83+2.88 14.04+0.44
No 139/187 93.53+2.09 14.81+0.28

Semen backflow during Al 0.38 0.80
Yes 62/187 91.94+3.46 14.52+0.41
No 125/187 95.20+3.46 14.64+0.30

Values presented as LS means + standard error mean.

! Farrowing Rate (FR); Total Piglets Born (TPB).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer dos Ultimos anos a IAPC ndo tem sido recomendada para leitoas
devido a dificuldade de passagem do cateter intrauterino pela cérvix, relatada nos estudos
e também pelos operados dos sistemas de producdo (BORTOLOZZO et al., 2015; GARCIA-
VAzQUEZ et al., 2019b). Sendo essa dificuldade devido principalmente ao menor tamanho
do trato reprodutivo de leitoas se comparado a pluriparas (LEVIS et al., 2002; GARCIA-
VAZQUEZ et al., 2019a). Ainda sdo poucos sao os estudos que avaliaram a aplicacdo de
IAPC nessa categoria de fémeas, os quais utilizaram diferentes abordagens e dispositivos,
bem como leitoas com diferentes caracteristicas na primeira inseminagdo (DIMITROV et
al., 2007; HERNANDEZ-CARAVACA et al., 2017; TERNUS et al., 2017; ULGUIM et al., 2018;
SUAREZ-USBECK et al., 2019). Porem, considerando que as leitoas representam cerca de
18% do grupo de cobertura (BorRTOLOZZO & WENTZ, 2006), viabilizar a técnica nessa
categoria de fémea poderia otimizar 0 manejo da granja e também a producao de DI.

Entretanto, com base nos resultados do presente trabalho, se conclui que a IAPC
em leitoas continua sendo um desafio devido a baixa taxa de sucesso de passagem do
cateter intrauterino (58,93%), mesmo utilizando um cateter especifico para leitoas.
Porém, podemos observar que leitoas com maior peso no primeiro estro (> 124 kg), bem
como a idade (> 225 d) e o escore de condicao corporal (> 3) superior na inseminacéo
possuem maior possibilidade de passagem do cateter. No entanto, ndo observamos uma
reducdo expressiva no tempo necessario para a inseminacdo quando comparados 0S
quatro grupos.

Comparando a IAC com a IAPC utilizando dois tipos de doses para ambos 0s
grupos (1,5 x 10° células espermaticas viaveis/50 mL ou 2,5 x 10° células espermaticas
viaveis/80 mL) podemos observar que o desempenho reprodutivo nao foi afetado. Esse
resultado sugere que tanto a IAPC quanto a IAC em leitoas pode ser realizada com DI
contendo 1,5 bilhdo de células espermaticas viaveis em 50 mL, o que viabilizaria a
producdo de apenas um tipo de dose pelas centrais de processamento de sémen. Porém, é
importante ressaltar a necessidade de garantir a qualidade da dose inseminante (producao,

transporte e armazenamento), bem como garantir a qualidade do procedimento de IA.
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