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Jaboticabal, 19 de novembro de 2021

Gabriella Saloni Duarte, nascida em Sao José dos campos — S&o Paulo, aos
vinte e nove dias do més novembro do ano de mil novecentos e noventa e trés. Foi
aprovada na selecdo de mestrado da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Jaboticabal, para inicio
do curso em julho de dois mil e dezenove. Durante o periodo apresentou trabalhos em
congressos. Ao final gerou o trabalho intitulado “Inseminacao artificial transcervical em
veado-catingueiro (mazama gouazoubira) com ou sem o0 uso de protocolo
farmacoldgico de dilatacdo” sob orientacdo da Dr2 Maria Emilia Franco Oliveira e

coorientacdo do Dr. José Mauricio Barbanti Duarte.
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INSEMINACAO ARTIFICIAL TRANSCERVICAL EM VEADO-CATINGUEIRO (MAZAMA
GOUAZOUBIRA) COM OU SEM USO DE PROTOCOLO FARMACOLOGICO DE

DILATACAO CERVICAL

RESUMO

O presente estudo foi delineado para testar a eficiéncia de técnicas de inseminacao artificial
transcervical, com imobilizagéo cervical (IATC — IC) ou tracionamento cervical (IATC — TC),
associadas ou ndo ao uso de ocitocina (OT), como protocolo de dilatacédo cervical, em M.
gouazoubira. O estudo foi realizado em delineamento crossover utilizando quatro fémeas
adultas, em duas réplicas com intervalo de 60 dias. ApOs a sincronizacdo do estro com
acetato de melengestrol (MGA) associado a benzoato de estradiol e cloprostenol sodico, as
técnicas de IATC foram realizadas entre 18 — 24 horas da deteccédo de estro. Apds contencao
quimica, as fémeas receberam i.v. 50 Ul de OT (G-OT, n = 4) ou 1 mL de solucéo salina (G-
Controle, n = 4). Vinte minutos apés as inseminacdes foram realizadas utilizando sémen
congelado/descongelado de um Unico macho e partida. Comportamento de estro foi
observado em 100% (8/8) das fémeas nas duas réplicas 44,0 + 22,0 horas apés a aplicacao
do cloprostenol. O comprimento médio de vagina foi de 13,0+ 1,2 cm. Sucesso de
transposicao cervical com deposi¢do de sémen no corpo do utero foi alcangcado em 50% (4/8)
dos procedimentos. Além da taxa de concepcdo de 50% (4/5) das fémeas, os tempos de
transposicdo cervical (< 1 min) e dos procedimentos de IATC (~ 17 min) podem ser
considerados satisfatorios. Em resumo, os indices de desempenho das técnicas de IATC —
IC e IATC — TC demonstram sucesso na aplicacdo em fémeas M. gouazoubira,
independentemente do uso de OT como protocolo de dilatag&o cervical.

Palavras-chave: IA, imobilizacdo cervical, tracionamento cervical, ocitocina, cervideo

neotropical.



Scientific Report da Nature
TRANSCERVICAL ARTIFICIAL INSEMINATION IN THE BROWN BROCKET DEER
(MAZAMA GOUAZOUBIRA) WITH OR WITHOUT THE USE OF A CERVICAL DILATION

PROTOCOL

ABSTRACT The present study aimed to test the efficiency of transcervical artificial
insemination techniques, with cervical immobilization (TCAI-CI) or cervical traction (TCAI-
CT), associated or not with the use of oxytocin (OT), as a protocol for cervical dilation in the
brown brocket deer (Mazama gouazoubira). The study was carried out in a crossover design
using four adult females, in two replicates with an interval of 60 days. After estrus
synchronization protocol using melengestrol acetate (MGA) (D0-D6) associated with estradiol
benzoate and cloprostenol (D0), and prostaglandin (D6), TCAI techniques were performed
during 18 to 24 hours after estrus behavior detection. All females received either an i.v.
application of 50 IU of OT (G-OT, n = 4) or 1 mL of saline solution (G-Control, n = 4) at 20
minutes before the TCAI procedure. The TCAIs were performed using frozen-thawed semen
from the same batch. Behavioral estrus was observed in 100% (8/8) of females, within the
two replicates, with a mean time of onset of 44.0 + 22.0 hours after cloprostenol application.
The average length of the vagina was 13.0 + 1.2 cm. It was achieved a 50% (4/8) success of
cervical transposition with semen deposition in the uterine body. Regarding inseminations,
most of them (87.5%, 7/8) were performed using the TCAI-CT technique and the overall
conception rate was 50% (4/8). Cervical transposition times (< 1 minutes) and TCAI
procedures (~17 minutes) could be considered satisfactory. Thus, the TCAI-CI and TCAI-CT
techniques' performance were successful when applied in M. gouazoubira females,
regardless of the use of OT as a cervical dilation protocol.

Keywords: Cervical immobilization, cervical traction, oxytocin, Neotropical deer



LISTADE TABELAS

Tabela 1. Resultados (média + desvio padrao) da eficiéncia das técnicas de inseminacao
artificial transcervical (IATC)!, por imobilizacdo cervical ou tracionamento cervical, em
fémeas de cervideos Mazama gouazoubira submetidas ou ndo a protocolo de dilatacdo
cervical com ocitocina (G-Controle, 1 mL de solucéo salina e G-OXT, 50 Ul de oxitocina,

ambas administradas 20 minutos antes dos procedimentos de inseminacao artificial)........ 43



vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema representativo da metodologia experimental empregada para
testar a eficiéncia das técnicas de inseminacdo artificial transcervical, com
imobilizagdo ou tracionamento cervical, em fémeas de cervideos Mazama
gouazoubira submetidas ou ndo a protocolo de dilatagéo cervical com ocitocina. MGA,

acetato de melengestrol; IATC, inseminacdo artificial transcervical................ 39

Figura 2. Instrumentais, espéculo (A) e aplicador de sémen (Bi) com o mandril
expansor (Bii) e o mandril injetor do sémen (Biii), desenvolvidos para fémeas de
cervideos Mazama gouazoubira, Pinga EMBRAPA (C), Pinga Pozzi (D)................. 40

Figura 3. Imagens sequenciais das etapas dos procedimentos de inseminacao
artificial realizados em fémeas de cervideos Mazama gouazoubira. Instrumentais
cirargicos (2); espéculo vaginal com foco de luz (B); etapa de introducédo do espéculo
vaginal (C); etapa de visualizacdo do 6stio cervical (D); etapa de colocacédo de gaze
com lidocaina no fundo de saco vaginal (E); etapa da IATC — IC com a pinca
EMBRAPA fixada (F); etapa da IATC — TC com as ping¢as Pozzis fixadas (G); etapa
de injecdo do sémen (H); e imagem ultrassonografica da vesicula embrionaria (seta)

Lo U) (=T (o TN () TP UUPRPPPPPPPR 41

Figura 4. Percentuais de fémeas inseminadas pela via transcervical e de concepcao
de acordo com o local de deposicdo do sémen em fémeas de cervideos Mazama
gouazoubira submetidas ou ndo a protocolo de dilatacdo cervical com ocitocina (G-
Controle, 1 mL de solugéo salina e G-OT, 50 Ul de oxitocina, ambas administradas 20

minutos antes dos procedimentos de inseminacao artificial)...............cccccvvvninnne. 42



CAPITULO 1 - Considerac6es Gerais

1. INTRODUCAO

A exploracdo do meio ambiente vem acarretando a reducéo da biodiversidade de
forma que a taxa de extincdo tem se tornado maior que a especiacdo (PRIMACK;
RODRIGUES, 2002). As biotecnologias da reproducéo ja se tornaram parte das estratégias
para a conservacao (FOOSE; WIESE, 2006) e os bancos de germoplasma se posicionam
como uma importante estratégia para a conservacdo ex situ de material genético,
possibilitando a preservacdo da diversidade genética de animais selvagens (HIEMSTRA;
LENDE; WOELDERS, 2006).

Dentre as biotécnicas da reproducdo, a inseminacao artificial (IA) é amplamente
realizada em cervideos por via laparoscoépica, embora a IA com deposicdo de sémen na
vagina sem transposicao cervical também seja relatada (ZANETTI et al. 2009). A IA
laparoscoépica (IAL) € relatada em varias espécies de cervideos, dentre elas: Mazama
americana (ZANETTI et al. 2009), Mazama gouazoubira (PERONI 2013), Dama dama
(ASHER et al. 1988), Cervus eldi thamin (LOCATELLY et al. 2012), Cervus Nippon
(LOCATELLY 2006), Cervus elaphus (CARREGHER 1997), Elaphurus davidianus (ARGO
1994), Odocoileus virginianus (MAC LEAN 2006) e Rangifer tarandus (MORROW et
al. 2009). Apesar da viabilidade da técnica de IAL ser satisfatéria, como reportado na espécie
M. gouazoubira taxa de concepcao de 50% com uso de sémen congelado/descongelado
(PERONI, 2013), o procedimento é cirdrgico, invasivo e pode causar sequelas reprodutivas,
como aderéncias (ALLER et al. 2009). A IA transcervical (IATC) é a op¢cdo menos invasiva
e, portanto, mais indicada pelo aspecto de bem-estar animal, entretanto, seu maior obstaculo
em cervideos é a anatomia cervical, que semelhantemente a ovinos, tem o canal cervical
tortuoso e com dimensdes reduzidas (DUARTE E GARCIA 1995; ZANETTI et al. 2009). Em
cervideos neotropicais, 0 Unico relato bem-sucedido de transposicdo do canal cervical e

deposicao de sémen no lumen uterino foi feito em fémea Mazama nemorivaga, dando origem


https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR16
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR16
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR12
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR8
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR4
https://link.springer.com/article/10.1007/s10344-016-1040-y#ref-CR17

a um filhote saudavel (OLIVEIRA et al., 2016). Apesar do sucesso, nao ha outros relatos de
emprego da IATC em cervideos neotropicais.

Em ovinos, o canal cervical € considerado o principal obstaculo para o emprego de
técnicas IATC (KERSHAW et al., 2005). Protocolos hormonais visando facilitar a
transposicdo cervical em ovinos tém sido estudados, tendo como base o uso de
prostaglandinas E2 e E3 (GUSMAO et al., 2009; CANDAPPA E BARTLEWSKI, 2011) e a
combinac¢éo de ocitocina (OT) e estradiol (WULSTER RADCLIFFE, et al., 1999; MASOUDI
et al., 2017) antes da realizacdo do procedimento de IATC. Em paralelo, o desenvolvimento
de instrumentais e técnicas especificas para ovinos e caprinos também tem auxiliado na
obtencdo de maior eficiéncia de procedimentos realizados pela via transcervical. Em
caprinos, a técnica de imobilizacdo cervical em que utiliza a pinca EMBRAPA tem se
mostrado eficaz para garantir alta taxa de transposi¢ao cervical durante os procedimentos
de IATC (95%, FONSECA et al., 2017) e para colheita de embrides por via transcervical
(100%, FONSECA et al., 2017). Por outro lado, devido a maior tortuosidade do canal cervical
ovino em relacdo ao caprino, altas taxas de transposicdo cervical (80 — 100%) em
procedimento de colheita de embrides por via transcervical tém sido obtidas durante a técnica
de pingamento/tracionamento cervical por meio de pincas Pozzi, antecedido pelo protocolo
de dilatacao cervical composto pela combinacdo de benzoato de estradiol, d-cloprostenol e
OT (FONSECA et al., 2019; Oliveira et al., 2020). Sucesso equivalente de transposi¢ao
cervical na colheita de embrides transcervical foi alcan¢cado com a reducgéo da dose (1,0 vs.
0,5 mg) ou eliminagédo do uso do benzoato de estradiol em ovelhas com estro sincronizado,
mantendo a associacado com d-cloprostenol e OT (DIAS et al., 2020).

Uma das espécies mais abundantes, tanto na natureza quanto no cativeiro, dentre os
cervideos neotropicais € Mazama gouazoubira, que tem ampla distribuicdo na América do
Sul e é classificada com risco de extingado “Pouco Preocupante” pela IUCN. Por isso, tem
sido considerada um bom modelo experimental para os cervideos. Diante do exposto, o

presente estudo visou testar a eficiéncia de duas técnicas de IATC, com imobilizac¢ao cervical



ou tracionamento cervical, associado ou ndo ao uso de OT, como protocolo de dilatacéao

cervical, em fémeas M. gouazoubira.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacao

A exacerbada exploracdo do meio ambiente vem acarretando a reducdo da
biodiversidade de forma que a taxa de extincdo tem se tornando maior que a especiacao. A
extincdo é um processo lento e natural, porém a mesma deve manter um equilibrio entre
namero de especiacdes, mutacdes e modificacdes das frequéncias dos alelos que dardo
origem a novas espécies. Contudo, nos ultimos anos a perda de espécies vem crescendo de
tal forma, que muitas vezes pode se tornar irreversivel (PRIMACK; RODRIGUES, 2002).

Com a grande perda de habitat, estas populacbes vém se mantendo em areas
reduzidas e/ou fragmentadas, afetando sua viabilidade em vida livre. A fragmentagéo leva
ao isolamento das populagbes, reducdo de trocas génicas, levando ao aumento da
endogamia e maior risco de extingdo (DUARTE, 2005).

Além disso, com o crescimento antropico as populacbes isoladas sofrem com a
reducdo de seu habitat e com o acasalamento de animais semelhantes geneticamente,
aumentando assim a frequéncia de homozigose, e a depressdo endogamica, elevando
também a frequéncia de doencas hereditarias e malformacgdes congénitas e reduzindo a
fertiidade (ROLDAM at al., 1998).

Os cervideos sao pertencentes ao grupo de ruminantes, tendo mais de 60 espécies
no mundo, (WILSON & REEDER, 2005; PUTMAN, 1988). Destas espécies, 0ito Sao
encontradas no Brasil sendo elas: Odocoileus virginianus, Ozotoceros bezoarticus,
Blastocerus dichotomus, Mazama nemorivaga, M. gouazoubira, M. nana, M. americana e M.
bororo (DUARTE, 1996, DUARTE & MERINO, 1997, ROSSI, 2000, DUARTE & JORGE,

2003).
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Das espécies brasileiras, as que se encontram ameacadas séo: Status de consevacéao
vulneravel pela IUCN- Mazama bororo , Mazama nana, Blastoceros dichotomus, status de
conservacao proximo a ameacga- Ozotoceros bezoarticus. Além disso a grande maioria das
espécies vem apresentando um declinio populacional (IUCN, 2009).

Nos ultimos anos vem aumentando o nimero de estudos reprodutivos em cervideos
neotropicais (ZANETTI; POLEGATO; DUARTE, 2010; COSTA et al., 2011; FAVORETTO;
ZANETTI; DUARTE, 2012; ROLA; ZANETTI; DUARTE, 2013; CURSINO et al., 2014;
ZANETTI et al., 2014), porém estes estudos ainda se concentram em espécies como 0
veado-mateiro (Mazama americana) e veado-catingueiro (Mazama gouazoubira),
principalmente devido ao nimero de animais mantidos em cativeiro e a dificuldade de
manejo. Isso faz com que tais espécies possam servir como modelo experimental para
estudos reprodutivos, que poderao ser aplicados futuramente em espécies com algum grau

de ameaca e que ndo permitem um manejo tao intenso (DUARTE, 2010).

2.2 Biotécnicas de Reproducéo

Nos dias atuais, as biotecnologias da reproducéo tornam-se cada vez mais Uteis para
a conservacao da fauna. A reproducdo de espécies em cativeiro por meio de reproducao
assistida pode auxiliar o aumento populacional e o encaminhamento para programas de
reintroducdo ou acréscimo de espécies ao meio ambiente (FOOSE; WIESE, 2006). As
tecnologias de reproducédo assistida possibilitam o intercambio de material genético entre
populacdes de cativeiro e vida livre, evitando assim a depressédo endogamica, e a perda de
material genético nas pequenas populacdes (ANDRABI & MAXWELL, 2007), além de reduzir
os riscos de translocacdo de animais para fins reprodutivos, permitindo ainda a unido de
casais que apresentem incompatibilidade sexual (WILDT, 1989).

Nas ultimas décadas uma estratégia eficaz que vem sendo usada séo os bancos de
germoplasma, que auxiliam na conservacao ex situ de material genético (WILSON, 2005;

HIEMSTRA et al., 2006), sendo um instrumento de grande auxilio para a preservagao de
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diversidade genética de populacfes selvagens. A criopreservacao de germoplasma é uma
alternativa que reduz as limitacdes impostas pelo tempo e pela distancia para a conservagao
de diversas espécies silvestres em risco de extincdo (LOSKUTOFF, 1998), reduzindo assim
a necessidade de remover os individuos geneticamente importantes da natureza, (WILDT e
WEMMER, 1999), assim como a necessidade de transporte de animais adultos entre
instituicbes (DUARTE e GARCIA, 1997).

Ja a criopreservacdo de germoplasma é feita com o uso de botijdes de nitrogénio
liquido a — 196°C, temperatura que mantém as caracteristicas do material biolégico apés o
descongelamento (SANTOS, 2000). Estes bancos, devem ser constituidos por material
genético com boa variabilidade genética e, para que as populacdes onde este germoplasma
for introduzido nédo sofram limitacdes genéticas (TROUNSON, 1998).

A associacao dos bancos gendmicos as técnicas de reproducéo assistida, como a
inseminacao artificial (IA), transferéncia de embrides (TE) e a fertilizacdo in vitro (FIV)
(COMIZZOLI et al., 2000) vem se tornando ferramentas fundamentais para os programas de
conservagao in situ e ex situ (HOLT E PICKARD, 1999).

Para que o uso destas biotecnologias da reproducéo torne-se viavel para as espécies
selvagens como o0s cervideos, se faz necessario um vasto estudo sobre aspectos
reprodutivos e protocolos hormonais para controle de ciclo estral (COMIZZOLI et al., 2000;

WILDT et al., 1995).

1.1 Inseminacao Artificial

A IA tem um grande potencial para ser utilizada em animais selvagens (WILDT et al.,
1997; WILDT, 1989), devido a simplicidade da técnica. No entanto, para que esta seja viavel,
€ necessario que se tenha conhecimento sobre: o ciclo reprodutivo das fémeas, formas
eficazes de identificar e/ou controlar o estro e a ovulagéo, coletar sémen com seguranca e

confiabilidade, determinar o padrédo do ejaculado de cada espécie de interesse e formas
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eficientes de depositar 0 sémen no momento e local ideal na fémea (WILDT, 1989; ANDRABI
& MAXWELL, 2007).

A |A em espécies de cervideos comerciais vem sendo bastante estudada, porém esta
tecnologia ndo é facilmente transferida para as espécies ameacadas (ASHER et al., 1999).
A técnica de eleicao para a IA em cervideos atualmente € a videolaparoscopia, uma técnica
cirdrgica e invasiva, ja que a IA transcervical nestes individuos é dificultada pela anatomia
da cérvix, semelhante a de ovinos, (ASHER et al., 1993) com um grande namero de anéis e
com pequena abertura, impossibilitando o0 acesso intrauterino para a deposicdo do sémen.
Diante dessa problematica, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos para viabilizar a 1A
transcervical, principalmente em ovinos, por meio do uso de farmacos que promovam a
dilatacéo cervical (SAYRE e LEWIS, 1996).

Em 1993, Asher et al. consideraram a inseminacao artificial por video laparoscopia o
método preferido para inseminar as espécies C. elaphus e D. dama. E a técnica de elei¢éo
para grande parte das espécies ndo-domésticas, incluindo os cervideos de pequeno porte
(LEIBO e SONGSASEN, 2002), contudo, a técnica apresenta algumas limitacdes como a
necessidade de anestesia do animal, treinamento na técnica de laparoscopia e custos dos
equipamentos (WILLARD et al. 1998).

Em protocolos com monitoramento de estro, as IAs séo realizadas 10-18h apés o
inicio do estro (BOWERS et al. 2014; JACOBSON et al. 1989; MAGYAR et al., 1989;
JABBOUR et al., 1993)

No entanto, é importante salientar que iniumeros fatores contribuem para o sucesso
das diferentes técnicas de inseminagdo empregadas, entre eles a dose e a qualidade do
sémen; o método de sincronizacdo e o tempo decorrente até a inseminacao; a experiéncia
dos técnicos e o estresse do manejo (MORROW et al., 2009).

Como a familia Cervidae apresenta grandes semelhancas anatdmicas, fisiolégicas e
reprodutivas com bovinos, caprinos e ovinos, as biotecnologias da reproducéo aplicadas

nestes animais podem facilitar a aplicacdo destas técnicas em cervideos, por meio de
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algumas adequacdes (DUARTE e GARCIA, 1997).

A associacdo de E2 (estradiol)-OT (ocitocina) pode ser considerada eficaz para a
promocao de dilatacao cervical, possibilitando a TE de modo mais rapido, com equivalente
sobrevivéncia e desenvolvimento embrionario. Este tratamento ndo provocou efeitos
negativos na funcdo latea, e obteve maior sucesso na transferéncia de embrides
transcervical quando comparada a laparoscopica (RADCLIFFE et al., 1999).

Apesar do remodelamento cervical durante a fase estral, a penetracéo cervical para a
IA em ovelhas continua sendo problematica (CANDAPPA & BARTLEWSKI, 2011; FONSECA
et al., 2016). Diversas doses de OT foram testadas para a dilatacdo de cérvix, a ocitocina
exdgena induz contracdo uterina e relaxamento cervical, portanto pode ser uma boa opc¢éao
para facilitar a passagem da cérvix e chegada ao uUtero (SAYRE; LEWIS, 1997). Sucesso
equivalente de transposicao cervical na colheita de embrides transcervical foi alcancado com
areducdo da dose (1,0 vs. 0,5 mg) ou eliminacdo do uso do benzoato de estradiol em ovelhas
com estro sincronizado, mantendo a associacdo com d-cloprostenol e OT (DIAS et al., 2020).

A inseminacdo artificial pode ser efetuada com sémen fresco, resfriado ou congelado.
De uma forma geral, o sémen fresco tem melhores resultados. A inseminacao artificial tem
melhores resultados quando realizada pela via laparoscopica. Porém, o custo com
equipamento € uma problematica. A inseminacao artificial transcervical é realizada com
sucesso semelhante a laparoscopica em cabras (RITAR & SALAMON, 1983).

Recentemente, foi desenvolvida a técnica de fixagado cervical (FONSECA & BRUSCHI,
2005). A contencéo do animal em apoio quadrupedal, introducéo do espéculo mais indicado para
o animal, fixacéo da cérvix dorsalmente com o pingamento do 6stio cervical e fixacdo, com uma pin¢a
Allis (26cm) ou Embrapa e transposi¢cdo com a pipeta de inseminag&o com movimentos latero-laterais
(para os lados) e cranioventrais (para cima e para baixo) (FONSECA et al. 2011).

Com isso, o indice de transposi¢do cervical, que era da ordem de 65% pelo método
tradicional, ultrapassou os 90% (SIQUEIRA, 2006).

Todavia, em ovelhas, a transposicado cervical ainda apresenta grandes desafios
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superados por meio do desenvolvimento de técnicas alternativas. A via cervical superficial
sem tracionamento tem sido referenciada com relativo sucesso (GORDON, 1997).

A tracdo cervical associada ao uso de novos aplicadores também tem reportado
sucesso em ovinos (FONSECA & BRUSCHI, 2005). A técnica de tracdo cervical consiste
em: higienizar a regido perineal, escolha do espéculo para o tamanho e antomia de cada
fémea, introducdo do espéculo com lubrificante ndo espermecida, fixacdo da ceérvix
dorsalmente no éstio cervical, aplicacdo de duas pincas pozzi lateralmente, retirada da pinca
embrapa, tracdo da cervix, latero-lateral e dorso-ventral respeitando as limitacbes
anatdbmicas de cada fémea. ApOs a exposi¢cao da cérvix na rima vulvar, fazer a transposicao

com a pipeta de inseminacao apos a transposicao é feita a deposicao do sémen.

1.2 Protocolo de sincronizacdo de estro em cervideos

Os protocolos tradicionais de sincronizacao de estro em cervideos baseiam-se na
utilizacdo de dispositivos internos liberadores de progesterona, no entanto, apesar da
eficacia para a sincronizacéo, essa técnica necessita de contencéo quimica e/ou fisica para
a introducdo do dispositivo, 0 que pode levar os animais ao estresse e concomitante
alteracao da fisiologia reprodutiva (DOBSON E SMITH, 2000; ZANETTI et al., 2014). Com o
intuito de minimizar a manipulacao fisica, o uso de progestagenos orais, como o acetato de
melengestrol (MGA), pode ser uma alternativa para a sincronizacdo de estro em animais
selvagens (referencia).

A sincronizacao do estro foi baseada no protocolo hormonal descrito por Tanaka et al.
(2020) sugerem a eficacia da administracdo de estradiol (D0O), o fornecimento de MGA na
dose de 1,0 mg/animal/dia, fracionada em duas doses (manhé e tarde) (D0O-D6), e aplicacao
de prostaglandina no (D6) na manipulacdo do estro em fémeas de veado-da-mao-curta

(Mazama nana) e veado-roxo (Mazama nemorivaga).
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CAPITULO 2 — Inseminacdo artificial transcervical em veado-catingueiro (Mazama

gouazoubira) com ou sem uso de protocolo farmacolégico de dilatacdo cervical
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RESUMO

O presente estudo foi delineado para testar a eficiéncia de técnicas de inseminacao artificial
transcervical, com imobilizacéo cervical (IATC — IC) ou tracionamento cervical (IATC — TC),
associadas ou ndo ao uso de ocitocina (OT), como protocolo de dilatacado cervical, em
fémeas M. gouazoubira. O estudo foi realizado em delineamento crossover utilizando quatro
fémeas adultas, em duas réplicas com intervalo de 60 dias. Apds a sincronizagdo do estro
com acetato de melengestrol (MGA) associado a benzoato de estradiol e cloprostenol sddico,
as técnicas de IATC foram realizadas entre 18 — 24 horas da deteccdo de estro. Apos
contencado quimica, as fémeas receberam i.v. 50 Ul de OT (G-OT, n =4) ou 1 mL de solucéo
salina (G-Controle, n = 4). Vinte minutos apos as inseminac¢des foram realizadas utilizando
sémen congelado/descongelado de um Unico macho e partida. Comportamento de estro foi

observado em 100% (8/8) das fémeas nas duas réplicas 44,0 + 22,0 horas apds a aplicacao
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do cloprostenol. O comprimento médio de vagina foi de 13,0+ 1,2 cm. Sucesso de
transposicao cervical com deposicédo de sémen no corpo do utero foi alcancado em 50% (4/8)
dos procedimentos. Além da taxa de concepcdo de 50% (4/5) das fémeas, os tempos de
transposicdo cervical (< 1 min) e dos procedimentos de IATC (~ 17 min) podem ser
considerados satisfatorios. Em resumo, os indices de desempenho das técnicas de IATC —
IC e IATC — TC demonstram sucesso nha aplicacdo em fémeas M. gouazoubira,
independentemente do uso de OT como protocolo de dilatacéo cervical.

Palavras-chave: IA, imobilizacdo cervical, tracionamento cervical, ocitocina, cervideo

neotropical.

1. INTRODUCAO

A exploracdo do meio ambiente vem acarretando a reducdo da biodiversidade de
forma que a taxa de extincdo tem se tornado maior que a especiacdo (PRIMACK;
RODRIGUES, 2002). As biotecnologias da reproducéo ja se tornaram parte das estratégias
para a conservacao (FOOSE; WIESE, 2006) e os bancos de germoplasma se posicionam
como uma importante estratégia para a conservacdo ex situ de material genético,
possibilitando a preservacao da diversidade genética de animais selvagens (HIEMSTRA;
LENDE; WOELDERS, 2006).

Dentre as biotécnicas da reproducdo, a inseminacdo artificial (IA) € amplamente
realizada em cervideos por via laparoscopica, embora IA com deposi¢do de sémen na vagina
sem transposicéo cervical também seja relatada (ZANETTI et al. 2009). A 1A laparoscoépica
(IAL) é relatada em varias espécies de cervideos, dentre elas: Mazama americana (ZANETTI
et al. 2009), Mazama gouazoubira (PERONI 2013), Dama dama (Asher et al.?
1990), Cervus eldi thamin (LOCATELLI et al. 2006), Cervus Nippon (LOCATELLI et al.
2006), Cervus elaphus (CARREGHER et al. 1997), Elaphurus davidianus (ARGO
1994), Odocoileus virginianus (MAC LEAN 2006) e Rangifer tarandus (MORROW et

al. 2009). Apesar da viabilidade da técnica de IAL ser satisfatéria, como reportado na espécie
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M. gouazoubira taxa de concepcao de 50% com uso de sémen congelado/descongelado
(PERONI, 2013), o procedimento é cirurgico, invasivo e pode causar sequelas reprodutivas,
como aderéncias (ALLER et al. 2009). A IA transcervical (IATC) é a opcdo menos invasiva
e, portanto, mais indicada pelo aspecto de bem-estar animal, entretanto, seu maior obstaculo
em cervideos é a anatomia cervical, que semelhantemente a ovinos, tem o canal cervical
tortuoso e com dimensbes reduzidas (DUARTE E GARCIA 1995). Em cervideos
neotropicais, o Unico relato bem-sucedido de transposicédo do canal cervical e deposicdo de
sémen no lumen uterino foi feito em fémea Mazama nemorivaga, dando origem a um filhote
saudavel (OLIVEIRA et al., 2016). Apesar do sucesso, ndo ha outros relatos de emprego da
IATC em cervideos neotropicais.

Em ovinos, o canal cervical € considerado o principal obstaculo para o emprego de
técnicas IATC (KERSHAW et al., 2005). Protocolos hormonais visando facilitar a
transposicdo cervical em ovinos tém sido estudado, tendo como base o uso de
prostaglandinas E2 e E3 (GUSMAO et al., 2009; CANDAPPA E BARTLEWSKI, 2011) e a
combinac¢éo de ocitocina (OT) e estradiol (WULSTER RADCLIFFE, et al., 1999; MASOUDI
et al., 2012) antes da realizac&do do procedimento de IATC. Em paralelo, o desenvolvimento
de instrumentais e técnicas especificas para ovinos e caprinos também tem auxiliado na
obtencdo de maior eficiéncia de procedimentos realizados pela via transcervical. Em
caprinos, a técnica de imobilizacdo cervical em que utiliza a pinca EMBRAPA tem se
mostrado eficaz para garantir alta taxa de transposi¢ao cervical durante os procedimentos
de IATC (95%, FONSECA et al, 2017) e para colheita de embribes por via transcervical
(100%, FONSECA et al, 2017). Por outro lado, devido a maior tortuosidade do canal cervical
ovino em relagcdo ao caprino, altas taxas de transposicdo cervical (80 — 100%) em
procedimento de colheita de embrides por via transcervical tém sido obtidas durante a técnica
de pingamento/tracionamento cervical por meio de pingas Pozzi, antecedido pelo protocolo
de dilatacao cervical composto pela combinacdo de benzoato de estradiol, d-cloprostenol e

OT (FONSECA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; FIGUEIRA et al., 2018; ARRAIS et al.,
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2021). Sucesso equivalente de transposicéo cervical na colheita de embrides transcervical
foi alcancado com a reducéo da dose (1,0 vs. 0,5 mg) ou eliminacdo do uso do benzoato de
estradiol em ovelhas com estro sincronizado, mantendo a associacdo com d-cloprostenol e
OT (DIAS et al., 2020).

Uma das espécies mais abundantes, tanto na natureza quanto no cativeiro, dentre os
cervideos neotropicais € a Mazama gouazoubira, que tem ampla distribuicdo na América do
Sul e é classificada com risco de extingdo “Pouco Preocupante” pela IUCN. Por isso, tem
sido considerada um bom modelo experimental para os cervideos. Diante do exposto, o
presente estudo visou testar a eficiéncia de duas técnicas de IATC, com imobilizacao cervical
ou tracionamento cervical, associado ou ndo ao uso de OT, como protocolo de dilatacéo

cervical, em fémeas M. gouazoubira.

2. MATERIAL E METODOS
Condicao experimental geral

Para este estudo o protocolo de aprovacdo do CEUA FCAV(comité de ética para o
uso de animais) foi n® 015312/19. O estudo foi realizado em delineamento crossover, com
intervalos de 60 dias entre o término da primeira réplica e inicio da segunda, de modo que
todas as fémeas pertenceram aos dois grupos experimentais. Foram utilizadas quatro
fémeas (2 pluriparas e 2 nuliparas) de veado-catingueiro (M. gouazoubira), mantidas em
baias individuais de 3x4 metros no periodo de outubro a fevereiro de 2021. A dieta foi
composta por alimentos concentrados utilizados para equinos (Equitech Passeio® -
Presence® Paulinia -Sdo Paulo, Brazil) fornecido diariamente pela manhd, e alimento
volumoso: soja perene (Neonotomia wighti), rami (Boehmeria nivia) ou ramos de amoreira
(Morus alba), fornecidos de acordo com a sua disponibilidade no campo, em uma quantidade

média de 1kg/animal/dia, no final da tarde. Agua foi oferecida ad libitum.

Controle do ciclo estral e protocolo de dilatacéo cervical
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A sincronizacdo do estro foi baseada no protocolo hormonal descrito por TANAKA et
al. (2021). As fémeas receberam duas doses diarias de 2,28 mg de acetato de melengestrol
(MGA Premix ®; Pfizer. Sdo Paulo, Brasil) durante o periodo de 7 dias, considerando Dia 0
o inicio do protocolo hormonal de sincronizacdo do estro. As doses foram fornecidas
juntamente a uma fatia de banana, que é um dos alimentos mais palataveis para a espécie.
No Dia 0, as fémeas ainda receberam i.m. 0,25 mg (0,25 mL) de benzoato de estradiol
(Sincrodiol®; Ourofino Saude Animal Ltda., Cravinhos, Brasil). Concomitantemente a ultima
aplicacao de MGA (Dia 6) foi administrado i.m. 265 ug de cloprostenol sddico (Ciosin®, MSD.,
Séo Paulo, Brasil) (Figura 1). Entre os Dias 7 e 10, as fémeas foram submetidas a detecc¢éo
de comportamentos de estro a cada quatro horas, com o auxilio de um macho da mesma
espécie de libido previamente testado e quando a féma apresentava sinais de estro e
aceitava o macho era instantaneamente separada para que ndo houvesse a copula. Uma
das fémeas, que era mais docil, foi avaliada por meio de presséo dorsal e avaliacdo de muco
vaginal. A resposta ao estro (%, numero de fémeas em estro/nUmero de fémeas
sincronizadas x 100) e o intervalo para o estro (horas apds a administracdo do cloprostenol

sédico) foram calculados.

Inseminacéao artificial transcervical.

As inseminac0@es artificiais foram realizadas entre 18 — 24 horas apds a deteccao do
inicio do estro, considerando inseminar no terco final do estro de acordo com a duracdo do
estro na espécie (Peroni, 2013). As fémeas foram primeiramente submetidas a contencao
quimica pela administracdo i.m. de 7 mg/kg de cloridato de cetamina 10% (Cetamin ®,
Syntec, Santana do Parnaiba, Brasil) e 1 mg/kg de cloridato de xilazina 2% intramuscular
(Xilazin ®, Syntec, Santana do Parnaiba, Brasil) . Ato seguinte, as fémeas receberam por via
intravenosa 50 Ul de OT (Ocitocina forte UCB®, UCB, Jaboticabal, Brasil) (G-OT, n =4) ou
1 mL de solucéo salina (G-Controle, n = 4); estas administracdes precederam 20 minutos do

inicio dos procedimentos de IATC. As administragdes destes farmacos foram feitas de modo
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duplo cego, de modo que o técnico inseminador ndo soubesse a que grupo a fémea
pertencia. A dose de ocitocina foi determinada com base na dose utilizada em ovinos por
DIAS et al. (2020) de acordo com o metabolismo basal da espécie.

Para a analgesia durante o procedimento foi feita a administracao de infusdo lenta de
2,5 ng/lkg de citrato de fentanila (Fentanest®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil). Ap6s o
procedimento foi feita aplicacdo de 0,4 mg/kg de composto dipirona/hioscina (Buscofin
Composto®, Agener Unido, Embu Guacu, Brasil), para uma melhor analgesia apds o
procedimento.

As fémeas foram contidas em mesa de procedimentos em decubito esternal com os
membros pélvicos flexionados, mantendo o posicionamento da pelve com os membros
pélvicos flexionados. Foram realizadas tentativas de transposicdo cervical nos
procedimentos de IATC, por meio de imobilizacdo cervical (IATC — IC) e por tracionamento
cervical (IATC — TC). Os dois procedimentos foram realizados em sequéncia em todas as
fémeas e réplicas, ou seja, foram submetidas inicialmente a técnica de IATC — IC e na
sequéncia a técnica de IATC — TC. A deposicdo do sémen foi feita quando o corpo do utero
foi alcancado pela primeira vez.

As técnicas seguiram o previamente descrito para IATC — IC em cabras (Fonseca et
al., 2017) e IATC — TC em ovelhas (Fonseca et al., 2019). Apds contencdo e antissepsia da
regiao perineal e vulvar foi introduzido um espéculo manufaturado (Figura 2) para a espécie,
com 17 cm de comprimento e fonte de luz acoplada, previamente lubrificado com gel
lubrificante intimo n&o espermicida (K-Y®, Semina, Sao Paulo, Brasil). O comprimento da
vagina (cm) foi determinado com auxilio de marcagéo no aplicador de sémen; a apresentacao
cervical classificada conforme Kershaw et al. (2005); e o muco cervical avaliado quanto a
presencga, cor, aspecto (cristalino, cristalino/estriado, estriado, estriado/caseoso e case0so)
(FONSECA et al., 2017) e quantidade (1 — pouco, 3 — muito). O grau de projecao da cérvix
para dentro do espéculo foi classificado de 1 (pouca) a 3 (boa). Um algoddo embebido com

5 mL de cloridrato de lidocaina a 2% (Cloridato de lidocaina 2%®, Bravet, Rio de Janeiro,
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Brasil) foi mantido no fundo de saco vaginal por 2 minutos.

Na técnica de IATC — IC (Figura 3), uma pinca Embrapa de 25 cm (Pinca Embrapa
para imobilizacdo cervical e inseminacéo artificial em pequenos ruminantes, Brasilia, Brasil)
foi inserida dentro e sob o orificio cervical ou apenas pincada ventralmente, conforme a
anatomia do 6stio cervical de cada animal. Na IATC — TC, uma ou duas pincas Pozzi de 26
cm de comprimento foram fixadas lateralmente ao Ostio cervical, conforme o grau de
distensédo da vaginal pelo espéculo. O tracionamento cervical foi realizado até alcancar o
limite de cada animal. O grau de dificuldade de pincamento e tracionamento foi classificado
de 1 (facil) a 3 (dificil) e o pincamento repetido sempre que a pinga se soltou ou o
posicionamento da cérvix ndo permitia a realizacdo das etapas seguintes das técnicas, tendo
0 numero de repeticdes anotado. As variaveis quanto a dificuldade e repeticao referentes ao
pincamento foram determinadas para as técnicas de IATC — IC e IATC — TC.

As tentativas de transposicao cervical foram realizadas com auxilio de um aplicador
de sémen manufaturado para a espécie (com 17 cm de comprimento e duas opcdes de
mandril, um expansor tipo vela Hegar e outro injetor do sémen). Durante a IATC — TC, a
tentativa de transposicao cervical foi realizada com o aplicador contendo o mandril expansor.
A distancia da cérvix transposta (cm), o niumero de anéis cervicais transpostos e o grau de
tortuosidade do canal cervical (1 — retilineo a 3 — grande tortuosidade) foram anotados. O
grau de dificuldade de transposicdo cervical (1 - facil a 3 - impossivel alcancar o utero),
percentagem de fémeas em que se teve sucesso na transposicdo cervical (transposicao
completa), duracdo da transposigcao cervical (em minutos, desde a colocacéo do aplicador
de sémen no Ostio cervical até alcancar o Utero ou exceder o tempo de 2 min), duracdo do
procedimento de inseminacao artificial (em minutos, desde a colocacdo do espéculo até
depositar 0 sémen ou exceder o tempo de transposi¢cdo) foram determinados para as
técnicas de IATC por imobilizacdo cervical e por tracionamento cervical. Foram ainda
calculados o percentual de fémeas inseminadas de acordo com o local de deposicdo do

sémen (vaginal, cervical superficial, cervical profundo e uterino), percentual de ocorréncia de
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refluxo de sémen e taxa de concepcao.

A inseminacdo foi feita com uma palheta de 0,25 mL de sémen
congelado/descongelado do mesmo macho e partida, com concentracédo total de 50 x 10°
espermatozoides/palheta. O sémen estava diluido em tris-gema-glicerol de acordo com
metodologia descrita por FAVORETTO et al. (2012) e apresentava, apos a descongelacéao,
motilidade de 40%, vigor 3, integridade de acrossoma 87%, integridade de membrana de
95% e 13% de defeitos totais pds-descongelamento. Apds inseminacdo e retirada dos
instrumentais, a fémea teve a regido pélvica elevada por 2 minutos e recebeu massagem no

clitoris.

Diagnéstico de gestacao.

Entre 30 e 35 dias apds as inseminacdes foi realizado o diagndstico de gestacédo por
ultrassom (Sonoscape A5v® Domed, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil), acoplado a transdutor
linear transretal na frequéncia de 7 MHz e a taxa de concepcéo calculada. As fémeas prenhes
receberam i.m. 265 pg de cloprostenol sodico para a inducdo da lutedlise e perda
embrionaria, de modo a permitir a realizacdo da segunda réplica com os mesmos animais. A

lutedlise foi monitorada pela deteccédo do estro a cada 12 horas por um més.

Analise dos dados

Andlise descritiva dos dados foi feita e os resultados expressos em média + desvio
padrdo e/ou percentual. A analise estatistica comparativa tornou-se inaplicavel dado o baixo
namero de individuos disponiveis; problemética inerente a pesquisas com animais

selvagens.

3. RESULTADOS
Todas as fémeas nas duas réplicas manifestaram comportamento de estro em média

44,0 £ 22,0 horas apds o final do protocolo de sincronizagdo de estro (aplicacdo do
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cloprostenol). O comprimento médio de vagina foi de 13,0 £ 1,2 cm e 75% (3/4) das fémeas
apresentavam cérvix papilar, enquanto 25% (1/4) bico de pato. Presenca de muco translucido
foi observada em 100% (4/4) e 75% (3/4) das fémeas nos G-Controle e G-OT,
respectivamente, tendo aspecto cristalino/estriado em 100% das fémeas do G-Controle e
50% cristalino e 50% cristalino/estriado das fémeas do G-OT, e quantidade (1 a 3) média de
1,2+1,2.

Os resultados das variaveis de eficiéncia das técnicas de IATC — IC e IATC — TC de
acordo com os grupos G-Controle e G-OT estdo apresentadas na Tabela 1. Na Figura 4
estdo apresentados os percentuais e os numero absolutos de fémeas inseminadas e que
conceberam de acordo com o local de deposicédo de sémen.

4. DISCUSSAO

Este foi o0 primeiro estudo de IATC em fémeas de M. gouazoubira e alcangou sucesso
de transposicdo cervical com deposicdo de sémen no corpo do utero em 50% (4/8) dos
procedimentos e taxa de concepcéao global de 50% das fémeas. Os indices de desempenho
das técnicas de IATC — IC e IATC — TC demonstram sucesso na aplicacdo dos
procedimentos de inseminacdo artificial ndo cirdrgicos em fémeas M. gouazoubira,
independentemente do uso de ocitocina como protocolo de dilatac&o cervical.

O sucesso nas inseminacdes possivelmente foi alcancado devido a uma série de
etapas bem-sucedidas. A primeira delas é a boa eficiéncia do protocolo de controle do ciclo
estral utilizado. Tradicionalmente sao utilizados dispositivos intravaginais de liberacdo de
progesterona (CIDR®) na sincronizacdo de estro em varias espécies de cervos de clima
temperado (MORROW et al., 1992, 1995; ASHER et al., 1992, 1993; ARGO et al., 1994;
HOSACK etal., 1997; HOSACK et al. 1999) e tropical (ZANETTI et al., 2010, 2014; ZANETTI
e DUARTE, 2012; CURSINO et al., 2014; GALINDO et al., 2015). Apesar de relativo sucesso
(50%) na inducgao de estro sincronizado, como confirmado em estudos anteriores (ZANETI e
DUARTE, 2010), a maior problemética destes protocolos é a necessidade de contencdo das

fémeas para insergcéo e remocéo do dispositivo intravaginal. Os manejos s&o importantes
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fontes de estresse para espécies selvagem, que por serem muito sensiveis a fatores
estressantes (DOBSON e SMITH, 2000; MORROW et al., 2009), podem ter com
consequéncia a secrecdo de progesterona adrenal, potencialmente interferindo em
parametros reprodutivos (MONFORT et al., 1990). Os progestagenos sintéticos orais, como
o acetato de melengestrol (MGA) utilizado no presente estudo, tem apontado ser a melhor
opcao para a sincronizacao de estro em espécies de cervos. No presente estudo, 100% das
fémeas M. gouazoubira manifestaram estro em aproximadamente 44 horas apos o final do
protocolo. Sucesso similar (100%) foi previamente relatado para esta espécie de cervideo
por TANAKA et al. (2020). Assim, o protocolo de sincronizacao de estro baseado em MGA é
indicado tanto por sua alta eficiéncia como por melhorar o bem-estar das fémeas manejados,
reduzindo as fontes estressantes, além de oferecer maior seguranca aos animais e aos
técnicos. A fonte alternativa de progestageno tem se mostrado também uma opcéao
satisfatoria (100%) na sincronizacdo de estro em fémeas ruminantes domésticas
(PATTERSON et al., 1992; SAFRANSKI et al., 1992; JABBAr et al., 1994; POWELL et al.,
1996).

Outra etapa crucial para o sucesso alcancado no presente estudo é referente aos
procedimentos envolvidos nas inseminacdes propriamente ditas. O protocolo anestésico
utilizado garantiu adequada supressao da sensibilidade dos animais no transcorrer de todas
as etapas das técnicas de IATC realizadas. Em ovinos, os procedimentos transcervicais de
inseminacdo e colheita de embribes séo realizados apos protocolo de tranquilizagdo e
bloqueio epidural (S5-C1) (FIGUEIRA et al., 2020). Para cervideos, o bloqueio epidural é
problematico e estressante para 0s animais no periodo pos-procedimento, em que o animal
pode recuperar da tranquilizacdo/sedacdo e ainda nao ter o restabelecimento dos
movimentos dos membros pélvicos. Assim, as fémeas do presente estudo receberam, além
do protocolo de contencdo quimica tradicionalmente utilizado pelo NUPECCE, a associacao
de infuséo lenta de citrato de fentanila (2,5 pg/kg), a fim de mitigar os sinais de desconforto

durante o procedimento, e apds o procedimento receberam o composto dipirona/hioscina
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(0,4mg/kg), de modo a evitar sensibilidade no pés-procedimento.

As técnicas IATC escolhidas demonstraram satisfatorios resultados em fémeas M.
gouazoubira, entretanto, para isto foi necessario o desenvolvimento de instrumentais
especificos, como o espéculo e aplicador de sémen, atendendo as particularidades
anatdbmicas da espécie. Os procedimentos e 0s instrumentais basearam-se em técnicas
previamente desenvolvidas para pequenos ruminantes domeésticos, como a IATC — IC para
cabras (FONSECA et al., 2017) e IATC — TC para ovelhas (FONSECA et al., 2019). Além do
desenvolvimento de um espéculo, com menor didametro e maior comprimento, e um aplicador
de sémen mais longo, o uso da pinca EMBRAPA garantiu o sucesso da aplicacao das duas
técnicas de IATC (IATC — IC e IATC — TC). Na primeira técnica mencionada, a imobilizacdo
foi realizada unicamente por esta pinca, enquanto na segunda, a pinca EMBRAPA foi
utilizada anteriormente a fixacdo das pincas Pozzis e na maioria dos procedimentos
auxiliaram os movimentos de tracionamento, sendo retirada logo em seguida.

Caracteristicas anatdmicas, como comprimento de vagina e apresentacdo da
extremidade externa da ceérvix, ndo haviam sido previamente descritas na espécie M.
gouazoubira. O comprimento da vagina determinado no presente estudo para a espécie M.
gouazoubira foi de ~ 13 cm, superior ao relatado para ovinos (4-7 cm; EVANS E MAXWELL,
1990). A maior profundidade da vagina foi a principal demanda para o desenvolvimento de
instrumentais especificos, como espéculo vaginal e pipeta de inseminacdo. As cérvices
observadas eram do tipo papila e bico de pato e aparentemente ndo limitaram a realizagao
dos procedimentos de pingamento cervical, seja pela pinga Embrapa como pela pinga Pozzi.
A distancia da cérvix transposta (~ 5 cm) pode ser um indicador do comprimento do canal
cervical das fémeas de M. gouazoubira, entretanto, o nUmero de anéis cervicais contados (~
2.5) parece ter sido subestimado considerando o alto grau de dificuldade de transposicéo
cervical observado.

O muco cervical foi observado na maioria (87,5%, 7/8) das fémeas, confirmando que

estavam em estro. O aspecto do muco é uma caracteristica fisioldgica avaliada para
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determinar 0 momento da ovulacao, tendo maior acuracia em caprinos (FONSECA et al.,
2017) do que em ovinos (SOUZA-FABJAN et al., 2021). Em ambas as espécies domeésticas,
0 muco observado no presente estudo (cristalino e cristalino/estriado) esta relacionado a
momentos iniciais de estro, antecedendo em ~ 40 h a ovulagdo (FONSECA et al., 2017). Nao
ha informacdo do momento em que as ovulacdes ocorrerem em resposta ao protocolo de
sincronizacao de estro utilizado, mas todas as inseminacdes artificiais foram feitas em tempo
fixo, 18 a 24 horas apoés o inicio do estro. A padronizacdo do aspecto do muco observado
pode ser um indicador da sincronia de estro entre as fémeas M. Gouazobira e ainda pode
ser um indicativo para se atrasar o momento das inseminac¢des. A determinacdo do momento
mais adequado para realizar as inseminacdes diante deste protocolo de sincronizacao de
estro ainda precisa ser estudado.

A principal limitacdo anatémica encontrada para realizacdo dos procedimentos de
inseminacao artificial nas fémeas de veado-catingueiro, além do maior comprimento vaginal,
foi o baixo grau de distenséo vaginal. Além disso, apesar de haver certa projecao da cérvix
para o interior do espéculo, a extremidade externa da cérvix ndo alcancou a rima vulvar e,
portanto, os pincamentos foram realizados ainda no interior do canal vaginal. Estas
caracteristicas nortearam a necessidade de instrumentais especificos para a espécie e alta
habilidade e treinamento do técnico para realizacdo dos procedimentos, uma vez que o
reduzido diametro do canal vaginal € também um grande limitante. Segundo FONSECA et
al. (2011), obter boa projecéo cervical para o interior do espéculo é importante para a
realizacdo dos procedimentos transcervicais e pode ser facilitada adequando o tamanho do
espéculo para cada fémea. Entre as fémeas de M. gouazoubira do presente estudo nao
houve variacdo do didametro vaginal que indicasse uso de diferentes tamanhos de espéculos.
O conjunto de caracteristicas anatbmicas que restringiram o espaco para manipulacdo da
cérvix foi um evidente desafio para a realizagdo da IATC em fémeas de veado-catingueiro,
demostrado pela necessidade de repetir os pingamentos entre 3 e 5 vezes por procedimento.

A tortuosidade do canal cervical das fémeas de M. gouazoubira foi classificado em



32

nivel maximo, indicando alto grau de desalinhamento dos 0stios dos anéis cervicais. Em
ovinos, a cérvix é descrita como um orgéao tubular, estreito, longo e tortuoso (CANDAPPA &
BARTLEWSKI, 2012) e diferentes padrdes de distribuicdo topografica dos Ostios dos anéis
cervicais podem ser encontrados entre fémeas (FONSECA et al., 2019), levando a maior ou
menor facilidade de transposicéo cervical. O tracionamento cervical pode levar a um maior
alinhamento do canal cervical em relacdo a técnica que usa apenas a imobilizacao cervical
(FONSECA et al., 2017), o que pode ter levado ao aparente maior percentual de sucesso,
visto no presente estudo, para a transposicao cervical pela técnica IATC com tracionamento
cervical.

O uso de protocolos de dilatacdo cervical € também indicado para favorecer a
transposicdo cervical em ovinos (FONSECA et al., 2017). No presente estudo, o uso
exclusivo de ocitocina antes dos procedimentos sugere melhora no percentual de
transposicdo cervical apenas na técnica de tracionamento cervical. O insucesso de
transposicao cervical pela técnica de imobilizacdo cervical no G-OT pode ndo ser unicamente
pela falta do efeito do farmaco em dilatar o canal cervical, mas pela falta de alinhamento
cervical, dificultando a percepcao da dilatacao dos 6stio dos anéis cervicais.

Os tempos de transposicéo cervical (< 1 minuto) e dos procedimentos de IATC (< 17
minutos, desde a colocacao do espéculo até a deposicdo do sémen) sao satisfatorios e
estimulantes para difusdo do uso das técnicas de IATC realizadas no presente estudo em
fémeas de M. gouazoubira, assim como se projeta emprego em outras especies de
cervideos. Em ovinos, foi registrado 83,5% de deposi¢cdo de sémen intrauterina em tempo
médio de 32 segundos para a transposicao cervical (ALVARES et al., 2021).

A taxa de concepcdao geral foi de 50% das fémeas, independentemente de receberem
previamente ocitocina. Similares taxas de sucesso de gestacdo foram previamente
reportadas apos inseminacao artificial por laparoscopia na mesma espécie de cervideo (50%;
PERONI et al., 2013) e para fémeas de Odocoileus virginianus (45%; MELLADO et al., 2013)

e Dama dama (56%; FENNESSY et al., 1990). A ocitocina aparentemente nao interferiu nos
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indices de sucesso das técnicas de IATC, com excec¢ao da aparente reducao da ocorréncia
de refluxo de sémen. A ocorréncia de refluxo possivelmente é influenciada pelo local de
deposicdo do sémen (maior quanto mais superficial for a inseminacéo) e pode diminuir o
namero de espermatozoides que alcancam o local de fecundacédo (AZEVEDO, 1998)
Surpreendentemente, a taxa de concepcao foi de 100% (n=8) para as fémeas em que
a deposicao seminal foi cervical superficial e de 50% (n=4) para as fémeas em que 0 sémen
foi depositado diretamente no corpo do utero. Além do local de deposicdo seminal, outros
fatores estdo relacionados ao sucesso da concepcdo, como sincronia inseminacdo e
ovulacdo, qualidade oocitaria, entre outros. O uso de técnicas minimamente invasivas, como
as aplicadas no presente estudo, sdo amplamente demandadas atualmente, em que a
sociedade se preocupa com questdes de bem-estar animal. Além da menor invasividade,
outras caracteristicas inerentes as técnicas utilizadas no presente estudo, como baixo custo,
reduzida demanda por equipamentos/instrumentais, reduzida possibilidade de complicacdes
durante e apds os procedimentos, viabilizam suas aplicacdes a campo (PETHERICK, 2005).
Por fim, além dos satisfatorios resultados relacionados ao sucesso de transposicéo cervical
e deposicao de sémen no corpo do utero, a duracao do procedimento e taxa de concepcao
suportam a indicacdo das técnicas de IATC — IC e IATC — TC em fémeas de M. gouazoubira,

independentemente do uso de ocitocina como promotor de dilatacéo cervical.

5. CONCLUSAO

A técnicas de inseminacgdo artificial transcervical por imobilizacdo cervical e por
trancionamento cervical sdo aplicaveis em fémeas de M. gouazoubira, requerendo
instrumentais especificos devido ao longo canal vaginal (~ 13 cm). Sdo procedimentos
minimamente invasivos, de rapida execugdo (< 17 minutos) e resultaram em satisfatoria
(50%) taxa de concepcéo, apesar de elevada dificuldade de completa transposicéo cervical.
O uso exclusivo de ocitocina como promotor de dilatagao cervical parece nao ter aumentado

os indices de sucesso das técnicas.
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Lista de Figuras:

Figura 1. Esquema representativo da metodologia experimental empregada para
testar a eficiéncia das técnicas de inseminacdo artificial transcervical, com
imobilizagdo ou tracionamento cervical, em fémeas de cervideos Mazama
gouazoubira submetidas ou nao a protocolo de dilatagéo cervical com ocitocina. MGA,
acetato de melengestrol; IATC, inseminacéo artificial transcervical.

Figura 2. Instrumentais, espéculo (A) e aplicador de sémen (Bi) com o mandril
expansor (Bii) e o mandril injetor do sémen (Biii), desenvolvidos para fémeas de
cervideos Mazama gouazoubira, Pinga EMBRAPA (C), Pinga Pozzi (D)

Figura 3. Imagens sequenciais das etapas dos procedimentos de inseminacao
artificial realizados em fémeas de cervideos Mazama gouazoubira. Instrumentais
cirdrgicos (2); espéculo vaginal com foco de luz (B); etapa de introducéo do espéculo
vaginal (C); etapa de visualizacdo do 0Ostio cervical (D); etapa de colocacédo de gaze
com lidocaina no fundo de saco vaginal (E); etapa da IATC — IC com a pinca
EMBRAPA fixada (F); etapa da IATC — TC com as ping¢as Pozzis fixadas (G); etapa
de injecdo do sémen (H); e imagem ultrassonogréafica da vesicula embrionaria (seta)
no utero (1).

Figura 4. Percentuais de fémeas inseminadas pela via transcervical e de concepcao
de acordo com o local de deposicdo do sémen em fémeas de cervideos Mazama
gouazoubira submetidas ou ndo a protocolo de dilatacdo cervical com ocitocina (G-
Controle, 1 mL de solucao salina e G-OT, 50 Ul de oxitocina, ambas administradas 20

minutos antes dos procedimentos de inseminacao artificial).
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Tabela 1. Resultados (média + desvio padréo) da eficiéncia das técnicas de inseminacéo artificial transcervical (IATC)?, por imobilizacéo cervical
ou tracionamento cervical, em fémeas de Mazama gouazoubira submetidas ou nao a protocolo de dilatagéo cervical com ocitocina (G-Controle,

1 mL de solucgéo salina e G-OT, 50 Ul de oxitocina, ambas administradas i.v. 20 minutos antes dos procedimentos de inseminacéo artificial).

Variaveis G-Controle G-OT Total
Grau de projecao da cérvix no espéculo (1- 3)* 20+1,0 1,5+0,6 1,7+0,3
Grau de dificuldade de pincamento na técnica de imobilizacéo cervical (1-3)* 15+10 1,2+0,5 1,3+0,2
Grau de dificuldade de pincamento na técnica de tracionamento cervical (1-3)* 1,0£0,0 1,2+0,5 1,1+£0,1
Numero de repeticdes de pincamento na técnica de imobilizacao cervical 50+ 3,6 50+24 50+0,0
Numero de repeticdes de pincamento na técnica de tracionamento cervical 3,3£23 40+1,4 36£05
Distancia da cérvix transposta (cm) 59+1,7 40+26 49+13
NUmero de anéis transpostos 35+1,7 15+1,0 25+14
Grau de tortuosidade do canal cervical (1-3)* 30+1,0 3,0+1,0 3,0+0,0
Grau de dificuldade da transposi¢cao cervical na técnica de imobilizagéo cervical

(1-3)* 2,2+0,9 3,0+£0,0 26+0,5
Grau de dificuldade da transposi¢éo cervical na técnica de tracionamento cervical

(2-3)* 2,2+0,9 3,0+£0,0 26+05
% sucesso na transposicao cervical na técnica de imobilizagéo cervical 25% (1/4) 0% (0/4) 12.5% (1/8)
% sucesso na transposicao cervical na técnica de tracionamento cervical 25% (1/4) 50% (2/4) 37.5% (3/8)
Duracéo da transposi¢ao cervical na técnica de imobilizacao cervical (min) 0,6+0,1 1,1+0,5 0,8+0,3
Duracao da transposicéao cervical na técnica de tracionamento cervical (min) 05+04 0,2+0,2 0,3+0,2
Duracgédo do procedimento da IATC - imobilizacdo cervical (min) 9,4+4,0 9,1+25 9,2+0,2
Duracgéo do procedimento da IATC - tracionamento cervical (min) 17,4+25 16,5+42 16,9+0,6
% de ocorréncia de refluxo de sémen 50% (2/4) 0% (0/4) 25% (2/8)
Taxa de concepcéao (%) 50% (2/4) 50% (2/4) 50% (4/8)
% IA com EMBRAPA 25% (1/4) 0% (0/4)  12,5% (1/8)
% IA com Pozzi 75% (3/4) 100% (4/4) 87,5% (7/8)

'As IATC foram realizadas 18 a 24 horas apés o inicio do estro sincronizado com duas doses diarias de 0,5 mg de acetato de melengestrol
(MGA) durante sete dias e administragao i.m. de 0,25 mg de benzoato de estradiol e 265 ug de cloprostenol sédico concomitantemente a

primeira e ultima dose de MGA, respectivamente.



* 1. facil, 3: dificil; () propor¢cédo de animais.
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