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RECURSO VIDEOCIRURGICO PARA ESTUDOS DE INSEMINAGAO
ARTIFICIAL TRANSCERVICAL EM OVINOS

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi desenvolver um recurso
videocirurgico para inseminacao artificial (IA) transcervical em ovinos. Foram
utilizadas 30 ovelhas da ragca Santa Inés com idades entre 2 a 5 anos todas
pluriparas, divididas em trés grupos experimentais: 1) |A por técnica
convencional com tragcdo cervical (GC); 2) IA por video-vaginoscopia com
insuflagao (GVS) e; 3) IA videoassistida com fixagao cervical (GVF). Durante o
procedimento foi registrado o tipo do &stio cervical, numero de anéis
transpassados, local de deposicdo do sémen no trato reprodutivo, tempo de
manipulagdo cervical, taxa de passagem e fibrinogénio plasmaticos como
marcador de reacdo inflamatdria entre as técnicas. O diagndstico gestacional
foi realizado 21 dias apd6s a inseminacao artificial. Todos os dados foram
submetidos a teste de normalidade seguido de um péds-teste, utilizando o
programa estatistico R versdo 3.2.5. Para o GVF a técnica ndo permitiu a
entrada ao interior do utero com o aparelho, devido a auséncia de expansao
cervical associado a presengca de muco no canal cervical, dificultaram a
visualizacdo. A insuflacdo da cavidade vaginal do GVS possibilitou a
visualizacdo da entrada do 6stio cervical com facilidade, com a deposi¢ao do
sémen no interior do utero sem a fixagédo cervical em 10% dos animais (1/10).
O numero de anéis transpassados diferiu de acordo com o grupo experimental.
Para o tempo de procedimento o GVF apresentou maior tempo de
manipulagédo, quando comparado com os demais grupos. O fibrinogénio sérico
aumentou nas trés primeiras coletas que sucederam a IA do GVS, reduzindo
apos esse periodo. A taxa de prenhez n&o diferiu entre os grupos, sendo de
20% para o GC e 10% para os demais. Conclui que a vaginoscopia pode
auxiliar na passagem cervical, favorecendo a deposi¢do do sémen no interior
do utero de animais sincronizados, servindo de base para novos estudos de
IATF em pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Cérvice, ovelha, sincronizacdo de cio, tragdo cervical,
vaginoscopia
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ENDOSURGERY RESOURCE FOR STUDIES OF TRANSCERVICIAL
ARTIFICIAL INSEMINATION IN SHEEP

ABSTRACT - The aim of this work was to develop a videocurgical
resource for transcervical artificial insemination (Al) in sheep. Thirty Santa Ines
ewes from 2 to 5 years old were all pluriparous, divided into three experimental
groups: 1) Al by conventional cervical traction (CG) technique; 2) Al by video-
vaginoscopy with insufflation (GVS) and; 3) Video-assisted Al with cervical
fixation (GVF). During the procedure, the type of cervical ostium, number of
cervical rings transversed, place of deposition of the semen in the reproductive
tract, time of cervical manipulation, passage rate and plasma fibrinogen were
registered as a marker of inflammatory reaction between the techniques. The
gestational diagnosis was performed 21 days after the artificial insemination. All
data were submitted to a normality test followed by a post-test, using the
statistical program R version 3.2.5. For GVF the technique did not allow the
entrance to the interior of the uterus with the device, due to the absence of
cervical expansion associated with the presence of mucus in the cervical canal,
difficulted the visualization. The insufflation of the vaginal cavity of the GVS
facilitated the visualization of the entrance of the cervical ostium easily, with the
deposition of the semen inside the uterus without cervical fixation in 10% of the
animals (1/10). The number of rings transversed differed according to the
experimental group. For the procedure time the GVF presented a longer
handling time when compared to the other groups. Serum fibrinogen increased
in the first three samples that succeeded the GVS Al, reducing after this period.
The pregnancy rate did not differ between the groups, being 20% for the CG
and 10% for the others. It concludes that the vaginoscopy can aid in the cervical
passage, favoring the deposition of the semen inside the uterus of synchronized
animals, serving as the basis for new studies of IATF in small ruminants.
Keywords: Cervix, sheep, estrus synchronization, cervical traction,
vaginoscopy



1. INTRODUGAO

Dentre as biotecnologias reprodutivas utilizadas na ovinocultura, a
inseminacao artificial (IA) destaca-se por contribuir efetivamente com o
melhoramento genético animal. Esta apresenta, na espécie ovina, resultados
ainda variaveis e inconsistentes, o que dificulta sua aplicabilidade em rebanhos
comerciais. Os baixos indices reprodutivos desse método podem ser
elucidados principalmente pela anatomia da cérvice na espécie, tempo de
manipulacéo cervical, local de deposicao do sémen, tipo de sémen utilizado e
habilidade do inseminador (KERSHAW et al.,, 2005; ANEL et al., 2006;
ROBINSON et al., 2011; ARAUJO et al., 2016; CASALI et al., 2017).

O acesso ao utero das ovelhas por via transcervical € um dos fatores
limitantes da técnica de IA transcervical, visto que nas ovelhas, ao contrario
dos bovinos, nao sao possiveis a manipulagao pelo reto, além de apresentarem
ostio cervical estreito, com estruturas rigidas e tortuosas, tornando-se dificil a
passagem da pipeta de inseminacado, dificultando assim o emprego desta
biotecnologia (KERSHAW et al., 2005; CASALI et al.,, 2017). Desta forma,
técnicas como a fixagdo cervical com diversas pingas, tragdo cervical até o
vestibulo vaginal, sistema Guelph e o uso de farmacos para dilatagdo cervical
vém sendo estudados a fim de aprimorar a técnica, mesmo diante da
conformagao anatébmica (FUKUI; ROBERTS, 1977; BUCKRELL et al., 1994;
RADCLIFFE; WANG; LEWIS, 2004; ALVAREZ et al., 2012; BARTLEWSKI;
CANDAPPA, 2015).

A vaginoscopia € um procedimento ja descrito em bovinos, equinos,
caninos, ovinos, caprinos e em humanos, com finalidade de diagndsticos e
procedimentos terapéuticos, mostrando-se altamente efetiva (LULICH, 2006;
LEVY, 2006; MADOZ, et al., 2010; FERRER, et al., 2012; SARDO et al., 2016).
Com esse método é possivel a observacgao direta das estruturas relacionadas e
avaliacao da cavidade vaginal, para fins diagnosticos e/ou tratamentos de
forma minimamente invasiva, principalmente quando associada ao recurso
videodiagnostico (EASLEY et al.,, 2017; TISON et al., 2017, SILVA et al.,
2015).

Em animais de companhia, a vaginoscopia € utilizada como método
auxiliar para a caracterizacado do estagio do ciclo estral, bem como a realizagao
de inseminagao artificial transcervical, mostrando-se eficiente quando

comparado com a inseminacgédo por laparotomia (MASON; ROUS, 2014). Na



reproducdo de pequenos ruminantes, o recurso videocirurgico € empregado
com eficiéncia em repetidas aspiragdes foliculares por laparoscopia, podendo
ser utilizado como método de diagndstico de anormalidades ou doencgas
reprodutivas por meio da vaginoscopia (PADILHA et al., 2014; EASLEY et al.,
2017).

Desta forma, sugere-se que a visualizagdo do canal cervical por meio do
endoscopio possa facilitar a transposicdo dos anéis cervicais, eliminando
assim, a manipulagcdo exagerada da cérvice ovina, diminuindo a liberagao de
mediadores inflamatérios e consequentemente aumentando a taxa de prenhez
utilizando sémen criopreservado.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver recursos videocirurgicos
para a tentativa de transposicdo da cérvice com e sem fixagcdo cervical, para

inseminacao artificial transcervical em ovinos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Biotecnologia da reprodugao em ovinos

A ovinocultura vem apresentando um crescimento mundial consideravel,
principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. O rebanho
nacional de ovinos ultrapassa atualmente os 18 milhdes de cabecas, onde
60,6% deste rebanho encontram-se na regido nordeste e 26,5 % na regiéo sul
do Pais (IBGE, 2015).

O uso das biotécnicas vem sendo cada vez mais empregado
comercialmente e destaca-se por representar uma maior amplitude de
resultados no desenvolvimento zootécnico, genético e sanitario. Entretanto,
apenas algumas dessas técnicas s&o realmente aplicaveis aos rebanhos
brasileiros. Apesar de seu potencial no incremento a produtividade, as
restricbes se dao ao elevado custo de equipamentos, mao-de-obra qualificada
e resultados ainda ndo satisfatorios (VARAGO et al., 2009; OLIVEIRA, et al.,
2011; CASALI, et al., 2017).

2.2. Morfologia da cérvice ovina

A morfologia da cérvice ovina € um dos entraves na reproducdo da
espécie quando se trata de biotecnologia da reprodu¢do, como por exemplo a
IA, existindo uma grande variabilidade entre racgas, idade e estado fisioldgico,
tornando-se um trabalho pouco eficaz e ineficiente. Essa complexidade
anatdmica diminui a taxa de penetracdo em 50%, em funcdo da variabilidade
individual e habilidade do inseminador (VERBERCKMOES et al., 2001).

O 6stio cervical externo € a primeira barreira a ser vencida pelo aplicador
de sémen, podendo ser classificado em cinco tipos: (1) bico de pato, onde duas
pregas cervicais opostas salientam-se em direcdo a vagina; (2) liso, com
nenhuma protrusdo em diregcdo a vagina; (3) roseta, que apresenta um
conjunto de pregas cervicais em dire¢cado a vagina, ocluindo a entrada do 6stio
cervical; (4) papila, em que uma prega cervical protrui em diregdo a vagina; e
(5) flap, onde uma prega cervical protrui em diregdo vaginal, recobrindo
parcialmente ou completamente o Ostio cervical KERSHAW et al. 2005).Na
raca Santa Inés, o Ostio tipo bico de pato apresenta maior prevaléncia,
perfazendo 46% e 51% segundo Franco et al. (2014) e Cruz Junior (2006)
respectivamente. As demais classificacbes ndo apresentam padréo, variando

entre si.



O canal cervical € composto de 4 a 7 anéis cervicais, formando um
lumen convoluto e tortuoso. Estes possuem suas extremidades voltadas
caudalmente, dificultando a transposicao do aplicador de sémen (KAABI et al.,
2006). A raga Santa Inés, apresenta numero menor de anéis cervicais,
variando de 2 a 7 anéis (4,70 = 1,05 anéis) distribuidos em uma cérvice que
varia de 2,49 cm a 5,77 cm de comprimento (4,13 £ 1,63 cm), com didmetro
meédio de 2,18 £ 0,84 mm para o primeiro anel a 2,23 £ 1,36 mm para o ultimo
anel. Em animas onde a raga é indefinida, o diametro do 6stio cervical foi
descrito apresentando 6,8 mm (KAABI et al., 2006; MOURA et al.,, 2011;
FRANCO et al., 2014).

2.3. Sincronizagao hormonal

Em ovinos fora da estacao de acasalamento se faz necessario a indugao
do estro com ovulagdo por meio de protocolos hormonais, apresentando
grande impacto sobre a exploracdo de animais com estacionalidade
reprodutiva. A indugao do estro pode ser eficientemente obtida por meio da
utilizacdo de progestdagenos, em associacdo as gonadotrofinas e
prostaglandinas (TEXEIRA et al., 2016). A gonadotrofina coriénica equina
(eCG) é a mais utilizada em protocolos de sincronizagao de estro, visto que a
gonadotrofina coriénica humana (hCG) é utilizada em animais submetidos a
repetidas indugdes e apresenta altos niveis de anticorpos anti-eCG (BARIL et
al., 1996; FONSECA et al.,, 2007). Protocolos de seis dias utilizando
progestageno tém demonstrado elevada eficiéncia com relagdo ao percentual
de animais em estro(SOUZA et al., 2007; TEXEIRA et al., 2016).

Diversas sao as fontes de progestagenos que podem ser utilizadas em
protocolos de sincronizagdo. As mais comumente utilizadas na ovinocultura sao
os dispositivos intravaginais de liberagao lenta de progesterona (P4) e a
esponja impregnada com medroxiprogesterona. Outras fontes sdo descritas na
literatura, como as esponjas impregnadas com acetato de fluorogesterona
(FGA), implantes auriculares de norgestomet, ou ainda, administragcées orais
diarias de melengestrol (SAFRANSKI et al., 1992; GOMEZ et al., 2006; SOUZA
et al., 2007; FONSECA et al., 2009).

Os estudos sobre protocolos hormonais ganhou grande avango com a

introdugdo da ultrassonografia, possibilitando aumentar os conhecimentos



sobre a dinamica folicular ovariana e avangar os conhecimentos sobre
protocolos mais eficientes. Comparando protocolos de 6, 9 e 12 dias de
prosgestagenos, com aplicagdo de prostaglandina e eCG um dia antes da
retirada do progestageno, pode-se observar que nos trés protocolos em torno
de 70 a 90 % do rebanho manifestou cio, com uma melhor sincronia de
ovulagao no protocolo de 9 dias(MENCHACA, et al., 2009; MENCHACA, et al.,
2010; TEXEIRA, et al., 2016).

2.4. Inseminagao artificial em ovinos

A inseminagéao artificial (IA) € o procedimento de deposigdo do sémen
dentro do aparelho reprodutivo da fémea, contudo, abrange inumeras
atividades, desde a selecao do reprodutor com a colheita de sémen, método de
conservagao, até a selecao e preparacado das fémeas, além da técnica para a
deposigao do sémen propriamente dita (OLIVEIRA, FONSECA 2013). A IA nos
ovinos pode ser classificado de acordo com o local de deposi¢do do s€émen no
aparelho reprodutor da fémea em: vaginal, cervical superficial, cervical
profunda e intrauterina (DONAVAN et al., 2004).

A técnica de IA pode ser realizada utilizando trés modalidades de
sémen: fresco, resfriado ou criopreservado, com resultados variaveis de acordo
com a dose inseminante, local de deposicéo, habilidade do técnico, momento
da inseminagcdo em relagcdo a ovulagdo, manejo nutricional e sanitario, técnica
utilizada e o nivel tecnoldgico e infraestruturas da propriedade (Bicudo et al.,
2005).

Tal tecnologia, quando executada corretamente, permite maior controle
dos animais, podendo identificar os improdutivos, concentrar os partos,
constancia e lotes mais homogéneos para atender o mercado consumidor (AX,
et al., 2000).

2.4.1. Inseminacgao artificial vaginal
A IA vaginal é a técnica mais simples da modalidade, uma vez que nao
necessita localizar nem transpassar o 6stio cervical, depositando o sémen na
regido mais profunda da vagina. Entretanto, apresenta resultados variaveis de
acordo com o tipo de sémen utilizado, sendo comumente realizada com o
sémen fresco ou resfriado, com alta concentragdo espermatica (OLIVEIRA,
FONSECA 2013).



A importdncia da utilizacdo de sémen fresco para essa técnica é
comprovada quando se compara a taxa de prenhez. Segundo Masoudi e
colaboradores (2017), a taxa de prenhez pode variar de 4 a 62% utilizando
sémen criopreservado ou fresco respectivamente, ambos com deposi¢cao na

regiao vaginal.

2.4.2. Inseminagao artificial cervical

A |A cervical consiste na deposicdo do sémen no interior da cérvice.
Pode ser classificada de acordo com a profundidade em cervical superficial e
cervical profunda (TAQUEDA, et al., 2011).

A técnica apresenta graus variados de fertilizagdo, com eficiéncia de
acordo com o local de deposi¢ao do sémen, notando-se aumento na taxa de
prenhez na medida em que o sémen é depositado mais cranialmente em
diregdo ao utero. Entretanto, em poucas fémeas consegue-se essa penetragao
completa da cérvice, diferindo diretamente na taxa de prenhez, perfazendo de
15 a 25% quando ndo se consegue a transposicao total da cérvice e 45% de
prenhez quando depositado no interior do utero, com utilizagcdo de sémen
criopreservado (GUNDUZ et al., 2010; MONREAL et al., 2011; TAQUEDA et
al., 2011).

Os anéis inter digitalizados dificultam a penetragao cervical nessa
espécie animal, sendo o fator limitante da técnica. O alinhamento cervical é
influenciavel pela raga, idade, ordem de parto, estagio do ciclo estral e
dilatagdo luminal, sendo constantemente desenvolvidos metodologias para
facilitar a transposicao cervical (OLIVEIRA, FONSECA, 2013).

Devido a problematica anatdbmica para a IA transcervical na espécie
ovina, diversas técnicas sao estudadas para aperfeicoar a executabilidade
desta biotecnologia. Métodos de posicionamento do animal como o decubito
dorsal (método de Guelph), e o auxilio de um espéculo tubular (30 mm de
didametro), a cérvice é localizada, fixada com uma pinga modelo Bozemann
para entao entrar com um aplicador de sémen (OLIVEIRA, FONSECA, 2013).

O posicionamento do animal e a associacdo do uso de pingas para o
tracionamento cervical até o vestibulo vaginal sdo estratégias utilizadas para
diminuir a sinuosidade da cérvice e facilitar a penetracdo da mesma. O
desenvolvimento de aplicadores com diversas angulagcdes visa melhor

penetrabilidade, entretanto com resultados ainda insatisfatérios (FUKUI,



ROBERTS, 1977; BUCKRELL et al., 1994; RADCLIFFE; WANG; LEWIS, 2004;
ALVAREZ et al., 2012).

O uso de farmacos para a dilatacdo cervical € uma ferramenta que vem
sendo estudado para facilitar a transposi¢céo do aplicador de sémen, podendo
ser uma alternativa para ser utilizada em conjunto com as técnicas de |A
(STELLFLUG, et al. 2001; BARTLEWSKI; CANDAPPA, 2015). Barbas et al.
(2003) estudaram o efeito desses agentes para a realizagdo da IA
transcervical, utilizando substancias como o antagonista da progesterona
(aglépristone), o analogo sintético da prostaglandina E1 (misoprostol) e um
agonista B-adrenérgico (terbutalina). Os autores notaram que a associagédo de
misoprostol e terbutalina € mais efetiva para a dilatagdo cervical do que seu
uso isolado. Em ragas Dorper, o wuso do misoprostol aumentou
significativamente a transposig¢ao cervical quando comparado com um grupo
sem dilatador (GUSMAQO et al. 2009).

2.4.3. Inseminacao laparoscopica

A IA intrauterina por laparoscopia € uma técnica cirurgica que permite a
deposicdo do sémen no utero por meio de uma pequena incisdo na cavidade
abdominal, evitando a anatomia da cérvice. A principal vantagem desta técnica
€ a deposicao do sémen proximo ao local de fecundacdo do odcito,
minimizando assim, a problematica da viabilidade pds-descongelamento,
todavia, necessita de profissionais qualificados e equipamentos especificos,
além da necessidade de submeter o animal a um protocolo anestésico, bem
como a um posicionamento prejudicial as funcdes cardiorrespiratérias durante
o procedimento (GHALSASI e NIMBKAR, 1996; LUCIDI et al., 2001; FERANTI,
et al., 2013).

Para minimizar os riscos do posicionamento de Trendelemburg, esta
sendo testada a inseminagdo por laparoscopia em posi¢cado quadrupedal,
mostrando-se efetiva e menos estressante ao animal. Contudo os autores
relatam que a grau de dificuldade é maior quando comparada com a
laparoscopia convencional em decubito dorsal (FERANTI, et al., 2013).

Com o objetivo de avaliar dois métodos de IA (transcervical e
laparoscopica), 70 ovelhas multiparas da raga Corriedale foram submetidas ao
mesmo protocolo se sincronizacdo de cio e nao apresentaram diferenga entre
os dois métodos, perfazendo 40% de concepgao (RABASSA et al., 2007). Se



tratando de sémen criopreservado, a técnica mais economicamente viavel é a
laparoscopica, contudo os custos com a mao de obra especializada a torna

inviavel para alguns rebanhos comerciais (CARDOSO, et al., 2009).

2.5. Alternativas para inseminagao transcervical

A técnica de inseminagao transcervical assistida por endoscopia foi
desenvolvida na Nova Zeléndia por Marion Wilson, tendo como vantagem a
visualizacao direta do 6stio cervical (WILSON, 1993), sendo mais empregada
para a inseminacdo em animais de companhia. Macedo (2009), estudando
esse artificio, inseminou 10 cadelas da raga Golden Retriever obtendo 90% de
gestacédo confirmada, mostrando que a técnica € viavel para ser utilizada na
reprodugao de cadelas.

Colagross-Schouten et al. (2014), utilizando a técnica de endoscopia
transcervical em cabras, obtiveram bons resultados para a introducdo de
compostos contraceptivos no interior do utero de 15 animais, sendo um
procedimento atraumatico quando comparado com a tentativa de penetragao
com uma simples canula.

Easley et al. (2017) descreveram uma técnica de video vaginoscopia
para a realizagao de biopsia vaginal, sendo considerada altamente efetiva com
minimo desconforto aos animais. Tal metodologia para IA transcervical em
ovinos € ausente na literatura, podendo ser estudada, com o objetivo de evitar
o tracionamento cervical até o vestibulo vaginal e minimizar os procedimentos
cirurgicos para a realizagado desta biotecnologia, tornando-se uma técnica que

proporcione melhor bem-estar animal.

2.6. Proteinas de fase aguda

A mensuragdo das proteinas de fase aguda permite avaliar de forma
rapida a deteccdo de uma reacao inflamatdria, quando comparado com outros
marcadores, como as células da linhagem hematopoiética da série branca, os
leucdcitos e neutrofilos (MURATA et al., 2004; PETERSEN et al., 2004).

Em ovinos, as proteinas de fase aguda como o fibrinogénio plasmatico,
pode ser utilizado para monitorar processos inflamatérios, traumas cirargicos e
até mesmo o bem-estar animal, cuja resposta € mais sensivel e rapida quando
comparada com a leucocitaria (JAIN, 1993; MURATA et al. 2004; MURATA,
2007; TAYLOR, 2010). O fibrinogénio plasmatico é determinado de forma



rapida e barata, sendo um pardmetro utilizado para comparar processos
inflamatorios entre técnicas de IA (OLIVEIRA, et al. 2018).

Trabalhos anteriores descrevem que a penetracdo do aplicador de
sémen em conjunto com a manipulagéo cervical pode levar a lesdes no epitélio,
desencadeando uma reacéao inflamatéria com capacidade de alterar as taxas
de concepgao, devido ao aumento da sintese de prostaglandinas e citocinas
(CAMPBELL et al., 1996; RADCLIFFE; WANG; LEWIS, 2004; SCENNA et al.,
2005; TAQUEDA et al., 2011; MOURA et al., 2011). Entretanto, Alvares et al.
2016, constataram que os niveis séricos de interleucina-10 e interferon gama
nao sao capazes de influenciar na taxa de prenhez, quando se realiza a tracéo

cervical em ovinos da raca Santa Inés.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Este trabalho objetivou estabelecer uma técnica de inseminagao artificial
com e sem fixagcdo cervical utilizando recursos videocirurgicos para

transposicao da cérvice em ovinos Santa Inés.

3.2. Especificos
Utilizar a vaginoscopia como método alternativo para inseminagao

intrauterina sem a tracao cervical.

Com a optica, assistir a entrada bem como a sinuosidade cervical, a fim

de diminuir a manipulagao da cérvice.

Mensurar os niveis de fibrinogénio para determinar possivel reagao

inflamatdria decorrente do procedimento de IA.
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4. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais,
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (protocolo 9.214/16),
executada na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo (21° 15'17"S, 48° 19'20"W) nos
meses de janeiro a fevereiro de 2017, seguindo os preceitos da Sociedade
Brasileira de Experimentagcdo Animal.

Foram utilizadas trinta ovelhas pluriparas da raga Santa Inés, de 3 a 5
anos de idade, oriundas de rebanho comercial, distribuidas em trés grupos
experimentais de acordo com a técnica de IA: convencional com tragao
cervical, como grupo controle (GC, n=10), videoassistida com fixagao cervical
(GVF, n=10) e por vaginoscopia com insuflagado vaginal e sem fixagao cervical
(GVS, n=10).

Os animais apresentavam escore de condigdo corporal médio de 2,9 +
0,3;26 £0,3e2,8+0,4 para os GV, GVF e GVS respectivamente na escala 1-
5 (FERNANDES; OLIVEIRA; QUEIROZ, 2016), com peso médio corporal de 45
*+ 4,6 Kg para os trés grupos, consideradas higidas apos realizagdo de exame
clinico e ultrassonografico dos 6rgaos do sistema reprodutivo. Os animais
foram mantidos confinados em aprisco, com acesso ad libitum a agua e sal
mineral, e com ragado balanceada (silagem de milho/concentrado comercial —
14 % PB e 65% NDT).

Todos os animais foram submetidos a um protocolo curto de seis dias de
progesterona (0,33 g de progesterona - CIDR®, Pfizer, Brasil) associado a
prostaglandina (37,5 pg de cloprostenol sédico - Sincrocio® Ourofino, Brasil) e
gonadotrofina coridnica equina (300 Ul de eCG - Novormon® Zoetis, Brasil),
como demostrado na Figura 1 (TEXEIRA et al., 2016). As inseminacgdes foram
realizadas de 48 a 55 horas apos a retirada do dispositivo de progesterona,
utilizando-se sémen descongelado de um carneiro oriundo de uma central de

biotecnologia.
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PGF 2° (37,5 ug) Retirada
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Figura 1: llustracdo de esquema do protocolo curto de sincronizagao de cio e
inseminacao artificial em ovinos (TEXEIRA et al., 2016).

Para o GC, os membros posteriores do animal foram elevados sobre um
cavalete de 80 cm de altura, sendo realizada previamente a limpeza da regiao
perineal com alcool 70% e papel toalha descartavel. Na sequéncia, um
espéculo vaginal de 15 cm foi utilizado para a abertura e melhor visualizagéo
da cérvice, onde, neste momento, instilou-se 2 mL de cloridrato de lidocaina
(2%) no fundo vaginal, aguardando um minuto para o inicio do procedimento.
Com auxilio de uma fonte de luz externa, a cérvice foi visualizada, classificada,
apreendida com uma pinga tipo Allis (25 cm) e entéo tracionada até o vestibulo
vaginal. Um mini aplicador para ovinos (13 cm de comprimento € 2 mm de
diametro) foi utilizado para a passagem cervical. Quando o interior do utero
fosse alcancado ou transcorrido trés minutos de manipulagao cervical, o sémen
descongelado era depositado por meio do aplicador de sémen, ou no local de
maior progressao (Figura 2 — A).

Para o GVF, os animais tiveram o mesmo procedimento de higienizagao
e protocolo de bloqueio local do grupo controle, posicionando-os sobre a perna
de um auxiliar. Com auxilio de endoscépio rigido de 2,7 mm de didametro e 17,5
cm de comprimento com angulo de visao 10° (Storz®) inserida a uma bainha
de protecao, totalizando 3,5 mm de didmetro, acoplado a uma fonte de luz de
LED, foi utilizada para visualizar e classificar o éstio cervical. Utilizando-se uma
pinga de Allis (25 cm), o 6stio cervical foi apreendido para dar sustentagao a
entrada do endoscoépio na cérvice. As imagens foram transmitidas a um monitor
em tempo real, objetivando-se visualizar o canal cervical e a deposigao do
sémen. Assim que transpassado todos os anéis cervicais ou transcorrido cinco
minutos de tentativa, o endoscépio foi retirado e o sémen descongelado foi
depositado por meio da bainha de protecdo, no local de maior progressao
(Figura 2 — C).
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A vaginoscopia do GVS foi realizada com os membros posteriores do
animal elevado a 80 cm de altura, sobre um cavelete, seguido 0 mesmo
procedimento de antissepsia dos outros grupos, sem a realizagdo do bloqueio
local. Um unico portal laparoscopico de multiplos acessos - multiport (Sitracc
Less, Edlo) foi inserido no vestibulo vaginal com auxilio de um lubrificante n&o
espermicida. Apds o posicionamento do multiport, uma mangueira foi
conectada ao insuflador videocirurgico, promovendo a insuflagcdo da cavidade
vaginal com gas carbénico (CO) na velocidade de 6 L/minuto a uma pressao
de 10 mmHg, como estabelecido em trabalho piloto. Um endoscopio rigido de 5
mm de diametro, 17,5 cm de comprimento e angulo de visdo 0°, acoplado a
uma camera e a um cabo de fibra optica, foi utilizado para avaliar a cavidade
vaginal e o 6stio cervical. Sequencialmente um aplicador de sémen comercial
(31 cm) de caprinos foi inserido em um dos canais de trabalho do trocater
multiport, para passagem cervical, sendo todo o procedimento visualizado em
um monitor. A deposi¢cdo do sémen foi realizada assim que todos os anéis
cervicais foram transpassados transcorridos trés minutos de manipulagéo

cervical (Figura 2 — B).

Figura 2: Técnicas de inseminagao artificial transcervical em ovinos da raga
Santa Inés. Imagens: (A) Grupo controle - GC; (B) Grupo vaginoscopia sem
fixagdo cervical com insuflagdo vaginal - GVS; (C) Grupo videoassistido com
fixagao cervical — GVF.
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O inicio do tempo de procedimento da IA foi determinado desde o
pingamento da ceérvice nos grupos GC e GVF e, do momento que se obteve a
pressao de CO, preconizada para o GVS, até o momento da retirada do
aplicador de sémen.

Os ostio cervicais foram classificados de acordo com Kershaw et al.
(2005) em: bico de pato, flap, lisa, papila ou roseta. A contagem de anéis
transpassados foi mensurada de acordo com a progressao do aplicador ou da
bainha e endoscopio, e a classificagdo do local de deposi¢cdo do sémen de
acordo com o numero de anéis transpassados, sendo categorizada de acordo
com Taqueda et al. (2011) em: cervical superficial (até o 3° anel), cervical
profunda (apds o 3° anel) e intrauterina, obtendo-se assim, a taxa de passagem
cervical.

Para avaliagao do processo inflamatério, foram coletadas sete amostras
sanguineas em sete momentos: 5 minutos antes da IA, 20 minutos, 24, 48, 72,
96 e 120 horas apdés a IA. As amostras foram coletadas por meio da
venopung¢ao jugular, utilizando tubos de vacuo contendo EDTA (Vacutainer,
BD, Juiz de Fora, Brasil), imediatamente centrifugadas a 15009 por 10 minutos.
O plasma foi coletado e armazenado em micro tubos mantidos a -80°C até a
realizacdo das dosagens. O fibrinogénio plasmatico foi analisado pelo método
descrito por Millar et al. (1971), por meio de precipitagdo pelo calor a 56°C e
leitura em refratbmetro manual com valores expressos em mg/dL.

A confirmacado da gestagao foi realizada 21 dias apés a IA, por meio da
ultrassonografia transretal utilizando um aparelho MyLab™ 30VET (Esaote
S.p.A., Genova, Liguria, Italia), com transdutor linear de 7,5 MHz.

Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro
teste). O numero de anéis transpassados, o local de deposicédo do sémen e o
fibrinogénio plasmatico foram comparados entre as técnicas de IA pelo teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunns. O tempo de manipulagao cervical foi
comparado pela analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey. A taxa de
prenhez foi comparada pelo teste Qui-quadrado. Os valores de fibrinogénio
foram calculados como a variacdo deste parametro dos demais momentos
emporcentagem (basal sendo considerado como 0). Estas analises foram
realizadas pelo programa estatistico R (versdao 3.2.5) e considerados

significativos os valores de p< 0,05.
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5. RESULTADOS

Os animais utilizados neste estudo apresentaram maior propor¢cao de
ostio cervical do tipo papila (33% = 10/30), seguido pelos tipos lisa (23% =
7/30), roseta (20% = 6/10), flap (17% = 7/30) e bico de pato (7% = 2/30).

O numero de anéis transpassados durante as inseminagdes artificiais
diferiram (p=0,0065) entre os grupos. No GC, foram transpassados 3,5 + 3,3
anéis, sendo maior em relacdo ao GVF e GVS com médias de 1,0+ 0,3e 1,6 £
1,2 anéis respectivamente, perfazendo uma taxa de passagem de 20% (2/10)
para o GC e 10% (1/10) para o GVS, sem sucesso no grupo GVF (p=0,7494).

Nos grupos GVS e GVF a deposicédo do sémen foi realizada na regiao
superficial da cérvice, diferindo (p=0,0035) do GC, no qual a deposi¢céo ocorreu
principalmente entre a porcdo média e intrauterina.

A taxa de prenhez foi de 20% (2/10) para o GC e 10% (1/10) para os
grupos GVS e GVF, néo sendo estatisticamente significativas (p=0,7494).

O tempo de inseminagao (em segundos) foi maior (p=0,0016) no GVF
(249 + 101) do que nos grupos GC (158 + 50) e GVS (129 £ 29).

O fibrinogénio plasmatico apresentou valores dentro do intervalo aceito
para espécie (100 a 500 mg/dL), entretanto foi observado um aumento entre 20
minutos até 24 horas apos a inseminagao (p=0,0017) no GVS, reduzindo apds
esse periodo em todos os grupos (p=0,003), sendo menor no GC apods 72

horas e até o final do periodo experimental (p=0,006) (Figura 3).



16

1004 - GC -+ GVF - GVS

(%)

do Fibrinogénio
o S
] ]

I

(8]

o
1

lacao

Var

-100 I | | T I T T
0 20m 24h 48h 72h 96h 120h
Momentos

Figura - 3. Concentragdes plasmaticas de fibrinogénio de ovelhas da raca
Santa Inés submetidas a inseminagao artificial transcervical. GC: Grupo
controle (n=10); GVS: Grupo vaginoscopia sem fixagao cervical com insuflacao
vaginal (n=10); GVF: Grupo videoassistido com fixagao cervical (n=10). Sendo
o momento 0 antes da inseminacgao artificial, seguido por 20 minutos, 24, 48,
72, 96 e 120 horas ap6s a IA. (*) Difere entre momentos (p=0,001). A variagcao
deste parametro foi calculada e convertida em porcentagem, n&o apresentando
valores fora do preconizado pela espécie 100 a 500 mg/dL™ (JAIN, 1993).
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6. DISCUSSAO

A classificagdo do 6stio cervical nos animais € considerada de relativa
facilidade. Com as técnicas empregadas nesse estudo, a vaginoscopia permitiu
uma visualizagdo completa e mais detalhada da cavidade vaginal quando
comparada com as demais. De acordo com Easley et al. (2017), a
vaginoscopia possibilita uma perfeita visualizagdo das estruturas, causando
minimo desconforto aos animais, possibilitando visualizar e localizar a abertura
do 6stio cervical sem o pingamento e tracionamento da cérvice até o vestibulo
vaginal, proporcionando melhor bem-estar animal.

A frequéncia do tipo de 6stio cervical nesse experimento diferenciou de
outros estudos relatados na literatura, apresentando maior frequéncia a do tipo
papila e menor para o tipo bico-de-pato. Franco et al. (2014), utilizando a
mesma raga do presente estudo, notaram que o 6stio com a maior prevaléncia
(46%) é o tipo bico-de-pato, mostrando quao variavel sdo os tipos cervicais.
Isso pode ser devido a auséncia de selecdo animal por tipo cervical, a qual
apresenta grande variabilidade. Devido a falta de repetibilidade, assim como
demonstrado por Moura et al. (2011), torna-se a transposigcédo do 6stio cervical
0 primeiro entrave, tornando o procedimento com alto grau de dificuldade.

O acesso ao utero de cabras com um endoscépio rigido permitiu a
visualizagcdo e a transposigdo cervical, podendo ser considerado um
procedimento atraumatico, como relatado por Schouten et al. (2014). Em
ovinos, a técnica com o endoscépio rigido apresentou dificuldade para a
visualizagédo do canal cervical, isso devido ao estagio do ciclo estral, pois todos
0s animais apresentavam grande quantidade de muco cervical, 0 que acabou
inviabilizando a progressdao do endoscopio por meio da cérvice. Sugere-se
realizar a aspiracdo do muco cervical durante o procedimento para facilitar a
visualizacdo e o0 acesso ao utero.

As técnicas utilizando os recursos videoendoscoOpicos apresentaram
menor transposi¢cao dos anéis, (p=0,0065) quando comparado com o GC. Tal
resultado pode ser explicado pelo didametro do equipamento utilizado, podendo
ser o fator limitante da técnica, pois o didmetro da optica utilizado foi maior que
o aplicador comercial e maior que o diametro cervical relatado por Franco et al.
(2014).

O local de deposicédo do sémen de acordo com as técnicas empregadas

nao apresentou diferenga na taxa de gestagao, perfazendo uma média global
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de 13%, resultado semelhante ao obtido por Rekha et al. (2016). Esses
resultados podem ser atribuidos a alguns fatores: habilidade do inseminador,
momento da IA e tipo de sémen. A pratica e a familiaridade do técnico com a
metodologia empregada para a inseminagao estdo diretamente relacionadas
com a taxa de prenhez (NOGUEIRA et al., 2011; ARAUJO et al., 2017).

Texeira e colaboradores (2016) comprovaram com estudos da dinamica
folicular com o mesmo protocolo hormonal utilizado que, as ovulagdes ocorrem
entre 56 e 83 horas apds a retirada do dispositivo de progesterona. Dessa
forma, as IA no presente trabalho ocorreram precocemente as ovulagoes e,
associado a baixa sobrevivéncia dos espermatozoides criopreservado
contribuiram para o baixo indice de prenhez (DONAVAN et al., 2004; REKHA
et al., 2016).

Sémen criopreservado ovino deve ser utilizado em técnicas para
deposicdo no interior do utero, caso contrario, os resultados sao altamente
variaveis. Masoudi et al. (2017), compararam a taxa de fertilizagdo do sémen
criopreservado com o local de deposi¢ao no trato reprodutivo, e concluiram que
quando depositado na regido vaginal, a taxa de fertilizacdo é de 4%, e quando
a deposicao ocorre no interior do utero essa taxa aumenta em onze vezes.
Dessa forma nota-se a necessidade em realizar a deposi¢gdo no interior do
utero para obtengao de melhores resultados.

O menor tempo de manipulagao cervical entre os grupos deu-se devido
a facilidade em observar a entrada do 6stio cervical, seja pelo tracionamento
cervical, seja pela videovaginoscopia apds a insuflacdo. Esta é uma técnica
relatada por Easley et al. (2017) com éxito na realizacdo de bidpsia
intravaginal, entretanto, utilizaram protocolo anestésico com velocidade e
pressao de CO, menores que a do presente estudo.

O menor tempo de manipulagao cervical entre os grupos, se deu devido
a facilidade em observar a entrada do 6stio cervical, seja pelo tracionamento
cervical, seja pela videovaginoscopia apds a insuflacdo. Esta € uma técnica
relatada por Easley et al. (2017) com éxito na realizacdo de bidpsia
intravaginal, entretanto, utilizaram protocolo anestésico com velocidade e
pressao de CO, menores que a do presente estudo. Silva et al. (2014) em
procedimento de resseccdo de uma neoplasia vaginal em cadela, utilizou a
mesma pressao de 10 mmHg para a vaginoscopia, mostrando-se viavel a

realizagcao do procedimento desta forma. Durante o procedimento os animais
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nao manifestaram desconforto, inferindo que o procedimento de anestesia para
IA, ndo se faz necessario, reduzindo o valor da técnica aumentando a
aplicabilidade.

Em todos os grupos, o tempo de manipulagao cervical nao influenciou na
taxa de prenhez assim como relatado por Taqueda et al. (2011). Para esses
autores nao foi observada influéncia do tempo, mas sim da dificuldade em
transpassar os anéis cervicais.

Os valores de fibrinogénio plasmatico apresentaram-se dentro dos
limites normais estabelecidos para ovinos (JAIN, 1993). Entretanto, o GVS
apresentou nos dois primeiros momentos apés a IA, valores superiores aos
outros dois grupos, sugere-se que o aumento de fibrinogénio tenha ocorrido
pela insuflacdo vaginal com o CO,. Segundo Sabes e colaboradores (2017),
fibrinogénio, mostra-se como um indicador sensivel para reacao inflamatodria
em ruminantes. A diminuigdo dos valores na coleta de 72 horas apds o
procedimento do GVS foi semelhando ao observado em colheita de embriao
pelo método transcervical, mostrando que tais procedimentos ndo causam
elevagdao do fibrinogénio acima dos valores estabelecidos para a espécie
(OLIVEIRA et al., 2018).
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7. CONCLUSAO

A vaginoscopia como recurso videocirurgico utilizado para transposigao
cervical mostrou-se promissora, pois 0 acesso ao utero foi alcancado sem o
tracionamento cervical em um pequeno numero de animais, necessitando de
alteragbes para a melhoria da técnica, como realizar a aspiragdo do muco
cervical durante o procedimento para facilitar a visualizacdo e o acesso ao
utero, entretanto deve se estudar as consequéncias de tal procedimento sobre
a fertilidade dos animais.

A associacdo da técnica de vaginoscopia com a dilatacédo cervical
devem ser avaliados em novas pesquisas, buscando-se assim otimizar novas

ferramentas para o procedimento de |A transcervical.
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