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Deposicao de sémen congelado em ovelhas nativas pela técnica transcervical
Frozen semen deposition in the native sheep by transcervical thecnique
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Resumo. A penetrabilidade do canal cervical de fémeas da espécie ovina no momento da inseminagdo
artificial apresenta inimeras dificuldades. A proposta do presente experimento foi verificar a porcentagem de
penetrabilidade e localizacdo da deposi¢do do sémen no aparelho reprodutor feminino de ovelhas nativas, em
relagdo a idade, criadas em Mato Grosso do Sul. Foram utilizadas 311 ovelhas sincronizadas com CIDR" por
nove dias e 300Ul de eCG 48h antes da retirada do mesmo. Observou-se que fémeas com dois anos de idade
apresentaram taxa de penetracdo intrauterina de 38,2%, taxa superior comparada em ovelhas com 3,5 e 4,5
anos de idade. Houve deposicdo no vestibulo da vagina com 26,4, 44,6, 44,0 e 45,3%, para fémeas com até
2; 3,5; 4,5 ¢ 6 anos de idade, respectivamente. As taxas de prenhez obtidas foram: 20,3% (24), 22,5% (18) e
33,6% (38), respectivamente, para a deposi¢do de s€émen no vestibulo vaginal, na cérvix e intrauterina. A
analise estatistica mostrou que houve uma associacdo entre a idade das ovelhas e os diferentes locais de
deposicdo de s€men pelo maior ou menor grau de penetrabilidade do canal cervical (P<0,01) e forte
tendéncia entre esse fato e 0 aumento da taxa de prenhez (P<0,01).
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Abstract. The penetrability of the cervical canal of sheep at the time of artificial insemination presents
numerous difficulties. The purpose of this study was to determine the percentage of penetration and location
of the deposition of frozen semen in the native sheep reproductive tract in relation to age in Mato Grosso do
Sul. We used 311 ewes synchronized with CIDR" for nine days and 300 IU of eCG 48 h before removal of
the same. It was observed that does with two years of age showed intrauterine penetration rate of 38.2%,
higher rate in does compared with 3.5 and 4.5 years of age. It was observed that females with two years of
age showed intrauterine penetration rate of 38.2%, higher rate in sheep compared with 3.5 and 4.5 years of
age. There was deposition in the vestibule of the vagina with 26.4; 44.6; 44.0 and 45.3% for females, with up
to 2; 3.5; 4.5 and 6 years old, respectively. Pregnancy rates were: 20.3% (24), 22.5% (18) and 33.6% (38),
respectively, for the deposition of semen in the vaginal vestibule in the cervix and uterus. The statistical
analysis showed that there was an association between age of the sheep and the different sites of deposition
of semen by the greater or lesser degree of penetration of the cervical canal (P<0.01) and strong tendency
among this fact and increased pregnancy rate (P<0,01).
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Introducio

A inseminacao artificial (IA) em pequenos
ruminantes € uma biotecnologia que apresenta
grande variabilidade nos resultados, fazendo-se
necessario uma selecdo cuidadosa dos aspectos
reprodutivos dos animais para a maximizac¢ao de

seus indices. O seu sucesso também depende do
uso de sémen de boa qualidade, controle sanitario
dos animais e mao de obra especializada.
Atualmente, a inseminacdo artificial ¢
utilizada como importante ferramenta para o
processo do melhoramento genético, garantido
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pelo manejo reprodutivo (Bicudo et al., 2003).
Dessa forma, além de acelerar o melhoramento
genético do rebanho, evitard a transmissdo de
doencas venéreas, facilitara a realizag¢do dos testes
de progénie precoce, identificando os machos
superiores, auxiliara na conservacdo do material
genético, aumento do niimero de crias, resultando
assim, em incremento econdmico. Com iSso, O
produtor tera maior controle zootécnico do
rebanho, como por exemplo, o controle de fémeas
que ndo apresentaram estro e partos com datas
previstas.

O inseminador tem papel importante na
eficacia da inseminagdo artificial transcervical
(Windsor et al., 1994). Além disso, a eficacia da
IA transcervical em ovinos esta relacionada
diretamente com aspectos como estagdo do ano
(estacdo reprodutiva gera melhores resultados),
nimero de parigdes (quanto maior o numero de
partos, maiores sdo as taxas de passagem pela
cérvix), raca ¢ idade. Devido a isso, tal técnica
tem uma eficacia baixa em nuliparas (Windsor,
1995).

Os resultados da IA em relagdo ao local de
deposicdo do sémen de carneiros estdo
relacionados com a estrutura anatdmica da cérvix.
A complexidade morfologica da cérvix limita o
avanco do catéter para inseminacdo intrauterina
(Eppleston et al., 1994; Kershaw et al., 2005).

A cérvix da fémea ovina constitui-se em um
tubo fibroso, onde o lumen ¢é obstruido por
proeminéncias e depressdes na membrana mucosa
formando dobras ou pregas em numero de trés a
sete (Kershaw et al., 2005; Naqvi et al., 2005). A
presenca dessas inumeras dobras da cérvix (Dun,
1955; Bunch & Ellsworth, 1981) e os anéis
excéntricos entre essas dobras sdo as causas
principais para a sua menor penetrabilidade
durante a IA (Eppleston et al., 1994; Kershaw et
al., 2005; Bunch & Ellsworth, 1981; More, 1984).
Outros fatores, como a raga, nutricdo, lactagdo,
intervalo pos-parto, estacdo do ano, idade, uso de
e¢CG, momento da inseminagdo, também podem
interferir na resposta da fertilidade (Colas, 1979;
Robinson, 1979).

A necessidade de se tracionar a cérvix, com
as dificuldades anatomicas encontradas, o
possivel trauma ocorrido durante o procedimento
e instrumental pouco eficiente podem ocasionar
quedas nas taxas de fertilidade da IA em ovelhas

(Wulster-Radcliffe et al. 2004). O trauma da
cérvix associado ao movimento do catéter durante
a IA, pela estrutura tem sido associado a redugdes
nas taxas de prenhez e parigdes em ovelhas (Sayre
& Lewis, 1997). O local da deposi¢do do sémen
neste 6rgdo influencia positivamente no resultado
da inseminagdo, pois, quanto mais profundo
possivel, mais elevadas serdo as taxas de prenhez,
principalmente, com o uso de sémen congelado
(Karagiannidis et al., 2001).

Estudos realizados na pratica da IA
transcervical, demonstraram a possibilidade de se
executar programas comerciais com resultados
semelhantes aos obtidos com a inseminagio
intrauterina por laparoscopia, apresentando taxas
de 70% para a fertilidade (Halbert et al.,1990).

A proposta do experimento foi observar a
frequéncia do local de deposi¢do do sémen, a
fertilidade e a relagao com a idade dos animais.

Material e Métodos

Os dados foram colhidos em uma
propriedade rural no Estado do Mato Grosso do
Sul (Municipio de Corguinho). O clima da regido
¢ considerado tropical, quente e subumido,
estando a propriedade localizada na latitude 19°
49’ 54’ S, longitude 54° 49' 46> W e altitude de
320 metros. O periodo experimental foi no fim de
outubro e inicio de novembro de 2009, final da
primavera e inicio do verdo, periodo de transigdo
de anestro para estagao reprodutiva.

Utilizou-se um total de 311 ovelhas nativas.
Os animais foram escolhidos de maneira aleatéria,
tendo idades entre 1,5 a 6 anos, com bom estado
nutricional, criadas extensivamente, alimentando-
se de Brachiaria sp, com agua e sal mineral
(especifico para a espécie) ad libitum, recebendo
suplementacdo com ragdo comercial concentrada
(500g por animal por dia) antes e durante o
periodo experimental.

Para a sele¢do das fémeas foram observados
os seguintes critérios: estado nutricional, condi¢ao
clinica geral, estado sanitario e ocorréncia de
estros regulares. Um dos cuidados sanitarios foi a
aplicagdo do principio ativo albendazole (15mg
kg por animal) por via subcutanea, 30 dias antes
da sincronizacdo hormonal do estro, visando o
controle de parasitas gastrintestinais.

Um total de 311 fémeas foi sincronizado
com a utilizacdo de dispositivo vaginal
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impregnado com 0,33g de progesterona natural, o
CIDR®, sendo o dia da aplicagdio do mesmo
considerado o dia zero (DO0), permanecendo nas
mesmas durante nove dias.

Observaram-se os animais diariamente,
durante o periodo da inser¢do do dispositivo, de
manha e tarde para que, caso ocorresse a perda do
CIDR®, esse fosse reposto o mais rapido possivel.
As ovelhas receberam por via intramuscular, 300
UI (1,25 ml) de eCG (Gonadotrofina Coridnica da
Egua Prenhe) 48 horas antes da retirada do
CIDR®, dia (D7) do protocolo de sincronizagdo. A
inseminacgdo artificial foi executada 50 horas apos
a retirada do dispositivo intravaginal.

As doses inseminantes utilizadas foram
oriundas de s€men criopreservado em escala
comercial. Na avaliacdo pds-descongelacdo das
amostras as mesmas apresentavam os seguintes
resultados de viabilidade espermatica: motilidade
progressiva = 30%, vigor = 3 e totais de defeitos =
10%.

Com o objetivo da exclusdo do efeito
habilidade do inseminador, um mesmo operador
realizou o procedimento nos 311 animais
selecionados. Esses foram divididos em sete
grupos ¢ sincronizados de maneira que nos
primeiros cinco dias foram inseminados grupos de
45 animais e, nos dois ultimos dias, 43 animais.

Realizou-se a inseminagdo artificial no
periodo da manha, 50 horas apds a retirada do
CIDR®. Para auxiliar a inseminacdo, construiu-se
um cavalete pivotante com inclinagdo de 45°, feito
com a metade de tambor plastico de 200 litros,
acoplado a uma estrutura de ferro, com altura de
1,60 metros do chdo, mantendo-se os animais em
decubito ventral sobre a metade do tambor. No
momento da IA, colocou-se cada ovelha sobre o
cavalete, sendo necessario o auxilio de dois
ajudantes, para a contencdo dos quatro membros,
proporcionando melhor comodidade do animal e
do inseminador. Tendo em vista, a analise do
tempo de inseminagdo com o auxilio de um
crondmetro, sorteou-se o grupo a ser inseminado
primeiro em detrimento ao horario da retirada do
dispositivo.

Utilizou-se desinfetante especifico para
higienizacdo da regido vaginal das ovelhas e
equipamentos. O instrumental para o auxilio da
IA consistiu em espéculo vaginal para pequenos
ruminantes, pinga para tracionamento da cérvix e

trés aplicadores de sémen, os quais foram
mantidos em uma bandeja plastica contendo
algoddao embebido em alcool 70%. O sémen foi
descongelado em uma caixa de isopor contendo
termometro  digital para manuten¢do da
temperatura da agua em 37° C.

O procedimento de IA iniciou-se com a
introducdo do espéculo vaginal e localizagdo da
entrada da cérvix. Com o auxilio de uma lampada
de cabega e, apds a visualizacdo precisa da
mesma, esta foi pingada na sua parte lateral
(fornix) e tracionada até proximo o vestibulo
vulvar. Foi introduzido o aplicador de sémen pelo
canal cervical, estando acoplado a canula com a
palheta, com forca moderada. O émbolo do
aplicador foi pressionado, executando-se o influxo
da dose inseminante.

O tempo de execugdo foi de dois minutos
para cada animal. Nas ovelhas em que nao foi
possivel a passagem do aplicador pela cérvix, o
sémen foi depositado no vestibulo vaginal. Em
detrimento da maior ou menor profundidade de
passagem da pipeta a IA foi dividida em:
insemina¢do intrauterina (quando o aplicador
passou o ultimo anel cervical); inseminagdo
cervical (quando o s€men foi depositado entre o
primeiro e o ultimo anel do 6rgdo) e inseminagdo
vaginal (quando ndo foi possivel a penetragdao no
utero).

A avaliagdo da associac¢do entre a idade das
ovelhas e os locais de deposicdo do sémen foi
realizada por meio do teste do qui-quadrado, em
tabela de contingéncia de 3 x 4. O mesmo teste
também foi utilizado para a avaliagdo da
associacdo entre o local de deposicdo da dose
inseminante e a taxa de prenhez, em tabela de
contingéncia de 3 x 2. A analise estatistica foi
realizada por meio do software SigmaStat, versdo
2.0, considerando um nivel de significancia de
5%.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 encontram-se expressos os
locais de deposi¢do do sémen na IA, em relagdo a
idade das ovelhas. Observou-se que as taxas de
deposicdo do sémen variaram sendo que no
vestibulo vaginal foram 26,4%; 44,6%; 44% e
45,3% para ovelhas de 2; 3.5; 4,5 e 6 anos de
idade. J4 para a cérvix, a deposi¢do do sémen foi
maior para as fémeas com até dois anos de idade
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(36,4%), enquanto que para a via intrauterina a
deposicao foi maior para fémeas com seis anos de
idade. Sabe-se que, a morfometria da cérvix de
ovelhas apresenta forte variagdo raca-idade
dependente e podemos afirmar que a facilidade de
penetracdo da cervix aumenta com a idade e
também tem carater persistente, isto é, quando
adulta se possuia persisténcia de penetragdo a
dificuldade  permanecera por toda idade
reprodutiva.

Em estudos realizados por Kaabi et al.
(2006) observaram que a diferenca na fertilidade
entre as racas pode ser explicada devido ao
numero de pregas da cérvix. Nesse mesmo estudo,
observou-se que a deposicdo intrauterina para
ovelhas com 2, 3, 4 e acima de 5 anos de idade
foram de 27,3; 25; 38,2; ¢ 46,8%. Em comparagao
ao presente trabalho, a taxa de penetracdo das
fémeas mais jovens foram superiores com 38,2%
e 32,1% para fémeas com 2 e 3,5 anos de idade.
Porém, ja para as ovelhas mais velhas, estes
resultados foram inferiores, obtendo-se 30 ¢ 40%
de penetragdo intrauterina para fémeas de 4,5 ¢ 6
anos, respectivamente.

O resultado da eficiéncia na inseminagao
artificial pela penetrabilidade da cérvix, de acordo
com Kaabi et al. (2006) esta determinado pela
raca atendida, pois difere no nimero de pregas,
comprimento e morfologia do 6rgdo. Dentre todos
os parametros envolvidos o mais importante ¢ o

numero de pregas e o didmetro externo, o que
poderia também estar influenciando os resultados
obtidos apesar de, ndo ter sido estudada esta
variavel neste experimento. Abroug et al. (2000)
obtiveram 31% na taxa de fertilidade para a racga
Churra. Entretanto, Shackell et al. (1990),
alcancaram 61% para a raga Merino e Kaabi et al.
(2006) 45,5% para a raca Castellana e 40,2% para
a raca Assaf. Sendo assim, a menor taxa de
fertilidade na raga Churra ¢ explicada pelo maior
numero de pregas presentes no canal cervical, o
que para a presente experimentacdo necessita de
mais estudos comparativos entre numero de
pregas e raga nativa.

No presente experimento, realizado durante
a estacdo de monta em ovelhas nativas criadas no
Mato Grosso do Sul, a taxa de passagem pela
cérvix em fémeas de dois anos de idade foi de
38,2%, sendo superior, quando comparado nas
fémeas com trés anos e meio e quatro anos e meio
de idade, obtendo-se taxas de penetrabilidade de
32,1 e 30,0%, respectivamente. Isso difere do
trabalho realizado por Kaabi et al. (2006), em que
quanto maior a idade da fémea, mais facil foi a
passagem pelo canal cervical. O fato contrario
encontrado em nosso experimento pode ser
explicado pela morfometria cervical das ovelhas
nativas, sendo necessdrio um estudo histologico
para confirmar tal suposigdo.

Tabela 1. Locais de deposicdo do sémen na IA de ovelhas nativas em relagdo a idade. Corguinho, MS, 2009.

Idade Vestibulo vaginal Cérvix Intrauterina Total
(%) () (%) () (%) (m) (%) (m)
Até 2 anos 26,4 (n=28) 36,4 (n=40) 38,2 (n=42) 100,0 (n=110)
3,5 anos 44,6 (n=25) 23,2 (n=13) 32,1 (n=18) 100,0 (n=56)
4,5 anos 44,0 (n=22) 26,0 (n=13) 30,0 (n=15) 100,0 (n=50)
6 anos 45,3 (n=43) 14,7 (n=14) 40,0 (n=38) 100,0 (n=95)

n - Numero de animais; % - Frequéncia.

Os resultados de penetrabilidade cervical
apresentado na Tabela 1 demonstram que houve
associagdo entre a idade das ovelhas e os locais de
deposicao do s€men (p<0,01).

Na espécie ovina, a morfometria e
penetrabilidade da cérvix dependem da idade. O
canal da cervix de ovelhas, com dois anos de
idade, é pequeno e curto ¢ possui mais pregas do
que nas ovelhas mais velhas. O aumento do

comprimento ¢ reducdo do nimero de pregas
deste orgdo, relacionado com o crescimento
corporal estd acompanhado por um aumento
significativo na sua penetrabilidade. De acordo
com Habert et al. (1990), essas pregas podem
variar entre individuos quanto ao numero e forma.

Na Tabela 1 pode ser observado também
que as ovelhas mais velhas (3,5, 4,5 ¢ 6 anos de
idade) ndo apresentaram passagens significativas
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pela cérvix, sendo que, o local de maior deposi¢do
foi o vestibulo vaginal. Como dito anteriormente,
isto pode ter sido em fun¢do do nimero de
pari¢Oes das ovelhas (ndo observadas no presente
trabalho) e da morfometria da cérvix, que pode ter
variado entre os individuos, dificultando a
passagem do catéter nas ovelhas mais velhas. A
taxa de inseminag¢ao intrauterina foi de 38,2, 32,1,
30,0 e 40,0% para ovelhas com dois, trés e meio,
quatro e meio e seis anos de idade,
respectivamente.

Uma alta taxa de penetracdo (92,3%) foi
observada em ovelhas que pariram quatro meses
antes da IA, comparado com ovelhas que pariram
em média sete meses antes da IA (Buckrell et al.,
1994). A data do ultimo parto pode ter
influenciado a facilidade da passagem e deposicdo
do sémen em ovelhas nativas.

Este experimento nos sugere a hipotese de
que a dificuldade maior € a passagem do primeiro
anel do canal da cérvix, sendo que, a elevada taxa
de penetragdo do catéter neste, em ovelhas jovens,
pode estar relacionada a partos anteriores,
resultando na sua dilatagédo.

Contudo, ¢ preciso verificar também a
morfometria da cérvix individualmente, pois o
niumero de pregas pode variar entre os animais,
podendo explicar o fato das ovelhas com trés e

meio e quatro e meio anos de idade, apresentaram
indices menores de passagens, possivelmente,
pelo nimero e forma da cérvix, comparados as
fémeas de dois anos de idade.

A Tabela 2 a seguir compoe os resultados na
taxa de prenhez das ovelhas nativas em relago a
deposicdo da dose inseminante no vestibulo
vaginal, cérvix e intrauterina. Os resultados
apresentados elucidam a ocorréncia de uma forte
tendéncia de associagdo entre o local de deposigdo
da dose inseminante e a taxa de prenhez. Outro
ponto importante que deve ser discutido, com
relacdo a baixa taxa de prenhez obtida em nosso
experimento refere-se ao percentual de motilidade
progressiva (30%) da dose de sémen utilizada.
Esse percentual ¢ considerado baixo quando a
inseminacdo artificial ¢ efetuada por via
transcervical e este fato associado com a reduzida
taxa de penetrabilidade no canal cervical a qual,
oscilou entre 30 a 40%.

Uma futura andlise histoldgica e anatomica
da cérvix em ovelhas nativas serd necessaria para
esclarecer e justificar essa hipotese dos resultados
encontrados neste experimento, porque a provavel
ascendéncia da selegdo natural desses animais
possa ter determinado essa persisténcia na
dificuldade de penetrabilidade do primeiro anel
cervical.

Tabela 2. Locais de deposi¢do do sémen na IA de ovelhas nativas e a taxa de prenhez. Corguinho, MS,

20009.
Vestibulo vaginal (%) Cérvix (%) Intrauterina (%)
Prenhez (n=118) (n=80) (n=113)
Sim 20,3 (n=24) 22,5 (n=18) 33,6 (n=38)
Nio 79,7 (n=94) 77,5 (n=62) 66,4 (n=75)
As fémeas adultas (em torno de seis anos de
idade) apresentaram maior penetrabilidade da Conclusio

cérvix e, também, maior deposi¢do da dose
inseminante no vestibulo vaginal. Este fato indica
que, quando a fémea ndo permite penetrabilidade
pelo 6rgdo desde seu inicio sexual (jovem), pode
manter-se nesta condicdo ao longo da vida
reprodutiva para a inseminagdo artificial. Dessa
forma, esta ovelha deve ser descartada dos
programas de IA e mantida apenas em monta
natural. O impacto de seleg@o para esse fator pode
ser tomado como referéncia para o manejo futuro
da propriedade.

Em ovelhas nativas do Mato Grosso do Sul,
existe uma correlagdo entre a idade do animal e o
local de deposigdo do sémen, estando este
correlacionado com o aumento da taxa de prenhez
nos animais.
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