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Caracterizagao anatémica e histologica da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés
RESUMO GERAL

Visando descrever morfologicamente a cérvix de ovelhas da raga Santa Inés
foram coletados 100 cérvix no abatedouro municipal de Petrolina - PE.
Anatomicamente, a cérvix de ovelhas da ragas Santa Inés possui comprimento médio
de 4,68 cm e valores minimo e maximo, respectivamente, de 3,00 e 7,00 cm. Possui
cinco tipos de orificio externo (situados na porg¢ao caudal), denominados de flap, bico
de pato, roseta, espiral e 6stio, sendo que a maior ocorréncia € do tipo bico de pato
(51%). Apresenta em média 5,68 anéis com o formato de funil e valores minimo e
maximo de 3 e 8 respectivamente. O didmetro interno médio dos anéis é de 2,98+1,21
cm, sendo o didmetro médio do quarto anel, o menor. A formacdo de fundos de saco
nos anéis da cérvix de ovelhas € um relato inédito, e em 100% das velha da raga Santa
Inés ocorre nos 2 primeiros anéis, podendo estar presente em todos. Histologicamente,
a cérvix possui em sua luz, predominantemente, epitélio de revestimento simples
cilindrico ciliado, exceto na por¢cdo caudal, que também podera ser revestida por
epitélio estratificado pavimentoso sem queratinizagcéo. Independente do tipo, o epitélio
de revestimento apresenta vilosidades por toda sua extensdo. Abaixo do epitélio de
revestimento, encontra-se uma faixa de tecido conjuntivo denso modelado, o qual pode
variar quanto a largura da area ocupada desde uma larga faixa nos animais mais
jovens até uma faixa estreita nos mais velhos. Uma faixa de tecido conjuntivo denso
nao modelado aparece logo abaixo do tecido conjuntivo denso modelado, podendo
estar ausente em alguns animais. O tecido conjuntivo frouxo esta localizado abaixo do
tecido conjuntivo denso ndo modelado, quando o mesmo estiver presente, ou abaixo
do tecido conjuntivo denso modelado. Vasos e nervos sao estruturas presentes. Os
resultados obtidos no presente estudo podem contribuir para o desenvolvimento de
programas e equipamentos comerciais de |IA para a técnica transcervical e devem ser
considerados em conjunto.

Palavras-chave: anéis cervicais, inseminacgao artificial, morfometria, tecido.
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Anatomical and Morphological characterization of Santa Inés ewe cervices

Abstract

The aim of the present study was to describe the morphology of the cervix of
Santa Ines ewes. One hundred cervix were collected in a slaughter house (Petrilina —
PE) and used in this study. Anatomically, the cervices presented an average length of
4.68 cm, with minimum and maximum values of 3 and 7 cm respectively. The cervix
presented five types of external orifices: flap, duckbill, spiral, rosette and hole. The
duckbill (51%) was the most frequently observed type of external orifice. The mean
number of cervical rings was 5.68, with a minimum of 3 and a maximum of 8 and they
presented a funnel shape, being wider at both ends and narrower in the middle. The
mean internal diameter of the rings was 2.98+1.21 cm, and the smallest diameter was
observed in the fourth ring. The finding of “cul-de-sac” in some of the rings was a new
information, and appeared in 100% on the first 2 rings. Histologically, the cervix
showed a simple ciliated columnar epithelium, although at the caudal region the
epithelium sometimes was showed stratified squamous cells. Villi were observed all
along the cervix. Just below the epithelium, the connective tissue was divided in 3
layers: the first, closest to the epithelium, was dense and regular, the second was dense
and irregular, and the third was loose. Veins, capillaries and nerves were present. In
conclusion, the results obteined in thid present study may contribute to the development
of commercial devices and programs to artificial insemination technique (transcervical

method) and they must de considered alltogether.

Key-words: Artificial Insemination, cervical rings, morphometry, tissue.
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1. INTRODUGAO GERAL

A garantia de mercado € uma das variaveis mais desejadas por qualquer
produtor agropecuario. No Brasil, o mercado de carne ovina € um dos segmentos de
producdo onde a demanda é infinitamente maior que a oferta, sendo necessario
importar do Uruguai, da Argentina e da Nova Zelandia em torno de 50% da carne ovina
consumida no Brasil (CAPRITEC, 2004).

Os trés maiores rebanhos de ovinos da América Latina estdo formados por
Argentina, Brasil e Peru, os quais representam 68,9% da populacgao total (DEVENDRA,
2002). No Brasil, 55% do rebanho nacional situa-se na regido Nordeste, o que propicia
aos seus estados, posicdo de destaque na pesquisa e desenvolvimento da
ovinocultura. Além das tradicionais regides produtoras, a ovinocultura expande-se para
outros estados, sobretudo Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo,
Minas Gerais e Distrito Federal (SIQUEIRA, 1996). O alto valor adaptativo desses
animais, representado por sua taxa reprodutiva e sobrevivéncia das crias, os coloca em
posicdo estratégica (SOUSA, 2002). Diante deste cenario, o sistema nacional de
producdo de ovinos tem pela frente o desafio de produzir carne de cordeiro, sob
condi¢ao de pasto, com qualidade, em grande escala e com pregos competitivos para o
mercado consumidor.

A escolha da raca € um dos fatores de producdo que determina o sucesso de
um determinado sistema de criacdo, influenciando na quantidade e qualidade do
produto final, sendo fundamental para uma exploracdo comercial bem sucedida, de alta
produtividade e ecologicamente sustentavel. Dentre os ovinos deslanados, a raga
Santa Inés tem se destacado por apresentar uma excelente adaptabilidade, rusticidade,
elevada prolificidade, além de uma menor susceptibilidade a endo e ectoparasitas
(BUENO et al., 2000).Por isso, esta raga vem apresentando consideravel aumento nas
regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.

O desempenho reprodutivo de um rebanho esta relacionado com todos os outros
componentes responsaveis pelo sucesso da exploragao, exercendo, desta forma, um
papel estratégico no incremento da produtividade. A utilizagdo das diversas biotécnicas

da reproducgao disponiveis associadas a programas de evolugao genética tem permitido



avancgos significativos no aumento da produtividade animal. O desenvolvimento
tecnologico da inseminacgao artificial (IA) permite potencializar o uso de reprodutores
geneticamente superiores na propriedade, elevar a relagcdo macho:fémea e tornar
possivel de forma rapida e massiva a difusdao de caracteristicas desejaveis dos
reprodutores, e tem papel fundamental no controle de enfermidades de transmisséao
sexual (PARAGUEZ et al., 2000). Entretanto, os baixos indices de fertilidade obtidos
com a aplicagdo do sémen congelado utilizando as técnicas de inseminagao vaginal e
cervical dificultam uma maior difusdo desta técnica entre os criadores (NAQVI et al.,
1998). A principal limitacdo na aplicagcédo das tecnologias da reprodugcédo em
ovinos tem sido a inabilidade em se transpor a longa e estreita cérvix, inviabilizando a
deposicao intra-uterina do sémen congelado (CROY et al., 1999). O grau de dificuldade
em transpor a cérvix pode variar de acordo com varios fatores tais como: efeito
individual, estagio reprodutivo, intervalo pos-parto, estagao reprodutiva, experiéncia do
técnico entre outros (HUSEIN et al., 1998). Uma vez que as caracteristicas
anatébmicas da cérvix ovina sdao pouco conhecidas, acredita-se que o estudo da
estrutura cervical pode contribuir para o desenvolvimento de programas comerciais de
IA usando a técnica transcervical (HALBERT et al., 1990).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INSEMINAGAO ARTIFICIAL (L.A.)

O melhoramento genético animal visando a eficiéncia da produgdo de carne
ovina fundamenta-se em selegéo e sistemas de acasalamento de animais superiores,
produzindo cambios genéticos pequenos, porém cumulativos, na produgdo de
sucessivas progénies (MARTINS et al., 2003). Um dos objetivos mais cobi¢gados pelos
produtores e técnicos tem sido o de potencializar o uso de reprodutores na
propriedade. Com a monta controlada foi possivel elevar a relagdo macho:fémea, mas,
somente com a IA é que se conseguiu extrapolar o objetivo. A IA é a biotécnica
reprodutiva mais importante e utilizada, pois acelera o melhoramento genético das
espécies, devido a utilizagdo de poucos machos de elevado valor genético produzirem
espermatozdides para a inseminacéo de centenas de fémeas por ano (AX et al., 2000).
Além disso, ela viabiliza a obtengcdo de produtos de reprodutores alojados em outros
paises ou até mesmo que ja morreram, evita a transmissdo de doengas venéreas e
facilita a realizagao de testes de progénie. Entretanto, para que se obtenha sucesso em
programas de IA, sdo necessarios alguns cuidados, como a utilizagdo de machos de
boa qualidade, um bom controle sanitario e mao-de-obra especializada (MIES FILHO,
1987).

O primeiro cientista a investigar e realizar uma |IA em mamiferos foi Lazzaro
Spallanzani, em 1780, que inseminou uma cadela, da qual nasceram trés filhotes vivos
e normais. Alguns anos depois, cientistas russos demonstraram que a fecundagéao era
possivel mesmo quando o plasma seminal era substituido por um meio artificial antes
da inseminagcao (MIES FILHO, 1987). Em bovinos e equinos a IA &€ amplamente
utilizada e a aplicacdo desta biotécnica também vem crescendo em diversas espécies
como suinos, ovinos, caprinos, bubalinos e até mesmo caninos, apresentando
resultados satisfatorios. Quando utilizada em animais de produgédo, a IA tem como
objetivo o0 aumento da produtividade por consequéncia do melhoramento genético. Nas
espécies que se tem o dominio da técnica de inseminagao artificial, como nos bovinos,

ela é amplamente utilizada e apresenta bons resultados. Entretanto, na maioria das



outras espécies muito ainda tem que ser estudado para se conseguir melhores
resultados, viabilizando assim a implantagdo de programas de |A.

Diferente das fémeas, que liberam poucos ou apenas um odcito a cada ciclo
estral, os machos liberam milhdes de espermatozdides a cada ejaculagao. O tempo de
sobrevivéncia, tanto do odcito quanto dos espermatozoides, € relativamente curto e a
fertilizacdo depende primariamente de um transporte sincronizado de gametas no trato
reprodutivo feminino (AX et al., 2000). Entre as espécies existe uma diferenga no local
de deposi¢do do sémen no trato reprodutivo feminino durante a monta natural. Em
ovelhas e vacas, o pequeno volume de sémen é ejaculado na porg¢ao cranial da vagina
e em equinos e suinos, que o ejaculado possui um grande volume, a ejaculagéo é intra-
uterina (AX et al., 2000). O local de deposicao do sémen no momento da IA & um fator
bastante estudado em todas as espécies, pois € de suma importancia para obtencao
de bons resultados de fertilidade. Algumas técnicas de inseminacdo ultrapassam

etapas do transporte espermatico pelo utero (GINTHER, 1992).

2.2 TECNICAS UTILIZADAS PARA INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM OVELHAS

Em ovinos, ha uma crescente utilizacdo da técnica de IA. Entretanto, existem
algumas limitagdes que dificultam uma maior difusdo desta técnica entre os produtores,
como, por exemplo, os baixos indices de fertilidade obtidos com a aplicagédo do sémen
congelado, utilizando as técnicas de inseminagdo vaginal e cervical (NAQVI et al.,
1998).

A via natural de acesso ao utero, ou seja, a via transcervical é dificil, uma vez
que a cérvix constitui um dos maiores obstaculos a passagem de instrumentos, por ser
de dificil dilatag&o, ter estrutura rigida, ser longa e possuir lUmen bastante estreito
(CROY et al., 1999).

Para detecgcdo do estro em ovelhas, é necessaria a utilizagdo de rufides. A
observagao do estro deve ser realizada duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas,
sendo que a inseminagdo somente tera sucesso, se for realizada na metade final do
estro (AX et al., 2000). A inseminagéo deve ser realizada 12 horas apés a detecgédo do

estro. As ovelhas que forem observadas em cio pela manh& serdo inseminadas a tarde



e 0s animais observados em cio a tarde serdo inseminados na manha seguinte (MIES
FILHO, 1987). Podem ser realizadas duas inseminagbées no mesmo animal, sendo a
primeira no momento da detecgéo do estro e a segunda 12 horas mais tarde, mas, de
acordo com Mies Filho (1987), os resultados desta metodologia n&o s&o superiores ao
da inseminacgao unica. Entretanto, Ax et al. (2000) relatam que a realizagdo de duas
inseminacgdes resulta em uma melhora de 5 a 10% na taxa de concepgéo.

A sincronizacao do estro em ovelhas permite um maior aproveitamento destes
animais, reduzindo o intervalo entre partos (SOUSA, 2002). Existem dois protocolos de
sincronizagdo mais utilizados, sendo um a utilizagdo de progesterona seguido de uma
aplicacdo de eCG e o outro, a aplicacdo de prostaglandina. O tratamento com
progesterona é realizado com implantes intravaginais por 12 a 14 dias, seguido de uma
aplicagéao de eCG para uma maior sincronizagdo e aumento da taxa de ovulagao. Hill et
al. (1998) obtiveram uma maior taxa de gestagcdo com o uso de esponjas intravaginais
contendo fluorogesterona (74,7%) do que medroxiprogesterona (64,6%). O protocolo
de sincronizacdo com prostaglandina depende da presengca de um corpo luteo
funcional, podendo ser utilizada somente na estacao reprodutiva (AX et al., 2000).
Godfrey et al. (1999) realizaram trés diferentes tipos de sincronizagcdo em ovelhas e
observaram que todas as ovelhas tratadas com CIDR por 12 dias e 94,4% das ovelhas
tratadas com esponja contendo 500 mg de progesterona, apresentaram estro 36 horas
apos o término do tratamento e 72,2% das ovelhas tratadas com prostaglandina
apresentaram estro neste mesmo intervalo de tempo. Com a utilizacdo de rufides
consegue-se realizar uma sincronizagéo natural do estro, pois ferorménios produzidos
pelo macho estimulam o inicio da estagao reprodutiva e sincronizam as ovelhas (AX, et
al. 2000).

Em ovinos existem diferentes técnicas de inseminacéo, a mais simples delas é a
vaginal, na qual o sémen é depositado na vagina por uma pipeta. Embora seja uma
técnica de facil aplicacdo, somente apresenta bons resultados com a utilizagdo de 200
a 400x10° espermatozéides oriundos de sémen fresco, ficando a taxa de concepgao
entre 40 e 65% (AX et al, 2000). Na inseminacao cervical as fémeas sao contidas com
o posterior elevado e 0 sémen é depositado na porg¢ao inicial da cérvix, com auxilio de

um espéculo e uma fonte de luz. A taxa de concepgéao € de 60 a 70% utilizando sémen



fresco ou refrigerado com uma dose inseminante de 100 a 200x10° células
espermaticas. A aplicagdo de 450x10° espermatozoides oriundos de sémen congelado,
por sua vez pode resultar de 30 a 35 % de taxa de concepcéao (AX et al, 2000).

Souza (1993) realizando inseminagao cervical com tempo fixo em ovelhas
sincronizadas, com aproximadamente 200x10° espermatozoides, obteve uma taxa de
gestacao de 41,9% utilizando sémen fresco e 21,5% utilizando sémen refrigerado em
Equitainer por 24 horas. Neste mesmo trabalho, quando as inseminacbdes foram
realizadas em ovelhas com estro natural, a taxa de concepgao com sémen fresco foi de
78,6% e com sémen refrigerado de 71,4%, ndo sendo observada diferenga estatistica.

Devido a presenca de pregas dispostas em diferentes planos e posi¢des (NAQVI
et al., 1998), a cérvix da ovelha & de complicada transposicao, dificultando a realizagéo
da inseminagédo transcervical, a qual tenta-se transpor a cérvix com uma pipeta, para
deposi¢cao do sémen no corpo do utero. Esta técnica permite que um menor numero de
espermatozodides seja utilizado. Com a utilizacdo de sémen fresco e refrigerado a taxa
de concepcao é satisfatéria, contudo quando se utiliza sémen congelado esta taxa é de
22 a 51% (AX et al, 2000). Campbell et al. (1996) observaram lesbées na cérvice de
ovelhas, apos a tentativa de passagem de pipeta pela mesma, o que pode prejudicar o
sucesso da técnica. Wulster-Radcliffe & Lewis (2002) desenvolveram uma pipeta para
inseminacé&o transcervical, mas ndo observaram diferenca nos resultados obtidos com
a pipeta desenvolvida e a tradicionalmente utilizada. Ainda na tentativa de transpor a
cérvix, alguns compostos quimicos tém sido utilizados com o objetivo de provocar o
seu relaxamento e assim favorecer a realizagao de |IA transcervical. Dentre eles pode-
se citar: relaxina, cocaina, ocitocina, prostaglandinas e interleucinas (SAYRE & LEWIS,
1997). Uma vez que a ocitocina promove o relaxamento cervical Sayre & Lewis (1997)
compararam a eficiéncia da inseminacao laparoscépica com a transcervical associada
com a aplicagdo de ocitocina e concluiram que a ocitocina exégena nao reduz a taxa
de fertilizacdo, mas também nao melhora os resultados de fertilidade da inseminacéao
transcervical. Uma alternativa para IA é a inseminagéo laparoscoépica, um procedimento
invasivo e caro, pois exige a utilizagdo de um laparoscopico e um veterinario habilitado.
Nesta técnica, o sémen é depositado no lumen dos dois cornos uterinos, permitindo,

assim, a utilizagdo de um menor numero de espermatozoides. A laparoscopia viabiliza



a aplicagdo do sémen congelado, apresentando uma taxa de concepgao de 65 a 80%
(AX et al, 2000). Ghalsasi & Nimbkar (1996) obtiveram uma taxa de concepg¢ao de 72%
utilizando sémen fresco e inseminacdo laparoscépica em ovelhas com estro
sincronizado, 69% utilizando sémen fresco e inseminagao cervical em estro natural e
83% com monta natural em estro natural. Moses et al. (1997) concluiram que a
inseminacao laparoscopica pode ser empregada em larga escala com sucesso, sem a
necessidade de deteccdo do estro, realizando as inseminagdes 60 horas apods a
remogao da esponja contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona, a qual foi

mantida por 14 dias e aplicacao de 200 Ul de eCG.

2.3 ASPECTOS MORFO-FISIOLOGICOS DA CERVIX OVINA

A cérvix tem diversas fungbdes no processo reprodutivo: facilita o transporte
espermatico para o interior do utero através de alteragcdes do muco cervical no periodo
fértil, atua como reservatério de espermatozéides e pode tomar parte na selecao de
células espermaticas viaveis, impedindo, assim, a passagem das inviaveis e
defeituosas (HAFEZ, 1995). Anatomicamente, a cérvix ovina € um 6rgéo fibroso que
conecta o utero com a vagina e mede de 4-7 cm, (EVANS & MAXWELL, 1990). Ela é
composta predominantemente de tecido conjuntivo e muito pouco tecido muscular
(EVANS & MAXWELL, 1990; HAFEZ, 1995). Desde que as propriedades do tecido
conjuntivo dependem do tipo, concentragao e interagdes das moléculas que compdem
a matriz extracelular, as caracteristicas funcionais da cérvix s&o alteradas
dramaticamente pelas modificacbes nestes parédmetros (HAFEZ, 1995).

A cérvix caracteriza-se por uma espessa parede e uma luz constrita, sendo que
o canal cervical é formado por varias proeminéncias. Nos ruminantes, estas tém a
forma transversa ou espiralada com saliéncias fixas conhecidas por anéis anulares. Na
ovelha, os anéis adaptam-se um ao outro, ocluindo a cérvix com seguranga (HAFEZ,
1995). Esta oclusdao tem como objetivo obstruir a comunicagao entre o utero e a vagina
para evitar infeccées (EVANS & MAXWELL, 1990). A cérvix permanece firmemente
fechada, exceto durante o cio, quando se relaxa levemente, permitindo a entrada dos
espermatozéides no utero (EVANS & MAXWELL, 1990; HAFEZ, 1995) e durante o
trabalho de parto para permitir a passagem da cria (HAFEZ, 1995). E importante
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lembrar que a vagina da ovelha contém pregas que podem produzir espagos cegos ao
redor da entrada da cérvix. O reconhecimento destas pregas € fundamental para que
se possa introduzir a pipeta de |IA no interior do anel externo da cérvix (HALBERT et al.,
1990).

O tecido conjuntivo do estroma cervical € composto de substancia basica, de
constituintes fibrosos e de elementos celulares. A substancia basica contém
proteoglicanas e acido hialurénico, sulfato de codroitina-4-6, sulfato dermatéanico,
sulfato de heparina e sulfato de queratina associados com proteinas. Os constituintes
fibrosos incluem colageno, elastina e reticulina, que é uma proteina resistente que se
organiza em fibras e feixes. Os elementos celulares compreendem, fibroblastos,
mastécitos e células errantes. O colageno é feito de cadeias de varios aminoacidos
como a glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidrolisina. Os padrées de reticulina,
elastina, e substancias interfibrosas basicas facilitam a dilatagdo da cérvix no momento
do parto. A dissociagédo das fibras colagenas, que se separam acentuadamente umas
das outras, provoca o afrouxamento dos tecidos cervicais e aumenta de maneira muito
clara os espagos entre os feixes de colagenos (HAFEZ, 1995).

Durante a gestagao, a cérvix pode apresentar até oito vezes o seu tamanho em
massa. O crescimento aumentado e a concentracdo diminuida dos componentes das
matrizes podem ser consequéncia de varios fatores, incluindo vascularizagao
aumentada associada a um influxo de células inflamatérias (HAFEZ, 1995). Em
gestagbes normais, o amolecimento cervical antecede a dilatagdo cervical e o
nascimento. Um influxo de neutréfilos para o interior da cérvix parece ser um
importante componente para o amolecimento cervical (OWINY et al., 1995). E
postulado que colagenases, liberadas por neutréfilos recrutados, sejam importantes
para a destruicao das fibras de colagenos (WESTERHAUSEN-LARSON et al., 1996).

Na tentativa de se desenvolver a técnica de IA transcervical torna-se crucial o
exame total da anatomia da cérvix e do canal cervical. Estudos de anatomia
conduzidos por Halbert et al. (1990) em ovelhas da raga Sufolk, Cheviot, Dorset, entre
outras, e por Souza (1993) em ovelhas das ragas Ideal e Corriedale, reportaram que o
canal cervical apresentou-se com as seguintes caracteristicas gerais: uma porgao

caudal de entrada pelo orificio cervical externo,uma por¢cdo média em que as dobras



foram maiores e mais excéntricas € uma porcao cranial, proxima ao corpo uterino, onde
ja ndo se observou uma estrutura tdo evidente das dobras cervicais. Segundo os
autores, a distribuicéo irregular e excéntrica das dobras dentro do canal cervical resulta
em uma luz cervical reduzida, dificultando a passagem de instrumentos inseminantes.

Segundo Halbert et al. (1990), a prévia classificagdo do canal cervical poderia
ser usada para predizer o desempenho na transposi¢cdo da cérvix durante a I|A
transcervical. Neste sentido, os autores citados classificaram anatomicamente o orificio
cervical externo das ovelhas em quatro tipos basicos: “flap” ou aba, bico de pato,
espiral e roseta. Foi verificado, de um modo geral, e para todas as racgas estudadas
(Sufolk, Cheviot, Dorset entre outras), uma maior frequéncia do tipo roseta (35%) e flap
(35%). As classificagdes dos tipos bico de pato e espiral juntas foram atribuidas a 30%
das cérvices examinadas. Entretanto, estes resultados n&o indicaram uma clara
relacdo entre os tipos e o comprimento, numero de anéis presentes ou a largura do
ponto mais estreito e do mais largo da
cérvix, sendo assim, um inseminador ndo poderia usar a classificagdo dos orificios
externos das cérvix para predizer diferencas do canal de ovelhas inseminadas.

Souza (1993) também pesquisou a incidéncia dos mesmos tipos de aberturas do
orificio cervical externo, segundo a classificacdo de Halbert et al. (1990), em ovelhas
Corriedale inseminadas por via cervical, verificando uma frequéncia acentuada para o
tipo flap (69,12%). Avaliando ainda formas de aberturas cervicais de 272 genitais
provenientes de ovelhas das racas Ideal e Corriedale, a autora observou novamente
uma predominancia do tipo flap (52,21%) em relagdo aos demais tipos, sendo que néo
foi verificada diferenca na forma e freqliéncia dos colos entre as racas. A
predominancia do tipo flap observada foi bem acima daquela descrita por Halbert et al.
(1990).

Souza (1993) ainda observou diferenga estatistica no comprimento cervical
médio entre as duas ragas (5,91+0,91 cm e 5,65+0,81 cm para as ragas ldeal e
Corriedale, respectivamente). Os diametros cervicais das duas ragas estudadas
alcangaram uma média de 0,80%£0,12 cm e 0,791£0,12 cm, respectivamente, para as
racas lIdeal e Corriedale, sendo que a diferenca entre as ragas nao foi

significativa.Houve correlagdo entre o comprimento e o didametro cervicais para as duas



ragcas indicando crescimento das duas variaveis no mesmo sentido. As cérvix
examinadas apresentaram um numero de dobras variavel com um minimo de 3 e
maximo de 9. As médias e seus respectivos desvios padrdao foram 4,89+1,07 cm e
4,56+0,72 cm para as ragas Ideal e Corriedale, havendo diferenga significativa entre as
racas. Houve correlagcdo também entre o comprimento € o numero de dobras indicando
um relacionamento proporcional. O didmetro e o numero de dobras aumentaram ou
diminuiram, de acordo com as variagbes do comprimento, como ja era esperado. Uma
vez que as caracteristicas anatébmicas da cérvix ovina apresentam diferengas entre as
ragas, 0 conhecimento da estrutura cervical dos diversos genoétipos podera permitir
maior ou menor facilidade de transposicdo da cérvix, com efeitos diretos na prenhez
(HALBERT et al., 1990; SOUZA, 1993) o que pode contribuir para o desenvolvimento
de programas comerciais de IA usando a técnica transcervical (HALBERT et al., 1990).

O desenho dos instrumentos assim como as técnicas de passagem transcervical
precisam se adequar a essas caracteristicas anatdbmicas. As pregas que circundam a
entrada da cérvix tém diferentes padrdes e, reconhecer estes padrdes, pode fazer com
que a introducado de instrumentos se torne mais facil. O ponto mais estreito do canal
limitara o didmetro dos instrumentos que podem ser utilizados. Os anéis excéntricos
sao os mais dificeis de serem transpostos e a distancia do mais excéntrico anel deve
influenciar no desenho da ponta do instrumento de IA. A localizagdo no canal do anel
mais excéntrico e a média de comprimento e numero de anéis, sao importantes para o
desenvolvimento do método de manipulacdo dos instrumentos através do canal
cervical (HALBERT et al., 1990).
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3. JUSTIFICATIVA

A principal limitacdo que dificulta uma maior difusdo comercial entre os
produtores das técnicas de inseminacgao vaginal e cervical em ovelhas, sao os baixos
indices de fertilidade obtidos com sémen fresco, refrigerado e principalmente
congelado (NAQVI et al., 1998). Em contrapartida, a inseminagao laparoscopica
oferece os melhores resultados, porém exige a utilizagdo de um aparelho caro
(laparoscoépico) e médico veterinario qualificado, sendo uma técnica de alto custo (AX
et al., 2000).

Para que a IA seja comercialmente viavel para ovinos, torna-se necessario o
desenvolvimento de uma técnica transcervical eficiente, que oferece as vantagens de
baixo custo operacional, causando pouco estresse para os animais e obter de altas
taxas de concepcdo com sémen fresco, resfriado ou congelado. Para tanto, o
conhecimento das caracteristicas cervicais torna-se imprescindivel.

As caracterizagbes anatdbmicas da cérvix ovina foram obtidas das racas Ideal e
Corriedale por Souza (1993) e das racas Sufolk, Cheviot e Dorset por Halbert et al.
(1990). Até o momento, ndo ha publicagdes cientificas que descrevam as
caracteristicas morfoldgicas da cérvix de ovelhas deslanadas. Vale ressaltar que tais
ragas sao as mais utilizadas nos tropicos como matrizes, em especial no Brasil, a raca
Santa Inés .

Com base no exposto, o presente estudo tem por objetivo descrever
detalhadamente as caracteristicas morfologicas da cérvix, bem como do canal cervical,
de ovelhas da raga Santa Inés. Acredita-se que as informacgdes obtidas serdo de
fundamental importdncia para o desenvolvimento de instrumento e método de
manipulagdo do canal cervical para serem utilizados de forma comercial em

inseminacéo artificial transcervical (IATC).
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas morfolégicas da cérvix de ovelhas da ragca Santa Inés
variando as faixas etarias entre erupcédo completa das pingas e inicio de nivelamento

das pingas e aparecimento da "cauda de andorinha" nos cantos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Proceder estudo morfométrico macroscoépico da cérvix ovina;

e Realizar estudo histolégico da cérvix ovina.
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5. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em trés etapas, sendo a primeira no Abatedouro
Municipal de Petrolina — PE, onde se procedeu a coleta de aparelhos reprodutores
femininos de ovelhas da raca Santa |Inés para retirada e analise
macroscopica/morfometria da cérvix, bem como coleta de pecas para analise
histologica. A segunda etapa foi realizada nos Laboratérios Multidisciplinares de
Experimentagao, Ensino e Pesquisa — LABOCIEN / UniCEUB - Brasilia/DF, através do
preparo e analise microscopica/histologica das pecas de cérvice obtidas na primeira
etapa. Na terceira etapa foi realizada analise estatistica dos dados, utilizando-se o
pacote estatistico SAS ( SAS, 2001).

5.1 ETAPA 1
5.1.1 Selegao de fémeas

Foram utilizadas 100 fémeas ovinas abatidas no periodo entre 20/12/ 05 e
02/01/06, selecionadas de acordo com as caracteristicas da arcada dentaria, padrao

fenotipico racial e auséncia de gestagao.

Arcada dentaria (mudas e desgaste — faixa etaria). As fémeas foram divididas em cinco

grupos de vinte animais.

Grupo 1 - erupgado completa das pingas (12 muda ) — 12 a 18 meses

Grupo 2 - erupgao completa dos primeiros médios (22 muda) — 18 a 24 meses

Grupo 3 — erupgao completa dos segundos meédios (3% muda) — 24 a 30 meses

Grupo 4 — erupgao completa dos cantos (42 muda) — 30 a 38 meses

Grupo 5 — inicio de nivelamento das pingas e aparecimento da "cauda de andorinha"

nos cantos (nivelamento das pingas) — 38 meses 48 meses
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Padréo fenotipico da raca Santa Inés (ARCO, 2006)

e Cabeca - tamanho médio, auséncia de chifres, focinho alongado, perfil semi
convexo, narinas proeminentes com mucosas pigmentadas (com exceg¢ao da
variedade branca), boa separagao entre os olhos.

e Orelhas - tamanho médio, guardando uma insercao firme, um pouco inclinada,
em forma de langa, carnuda e coberta de pelos acompanhando a cara e chanfro
do animal.

e Pescogco - bem inserido no corpo de tamanho regular algo alongado sem
brincos.

e Dorso - reto podendo apresentar uma pequena depressao apoés a cernelha.

e Garupa - levemente inclinada, erguida por quartos fortes e bem postados.

e Cauda - média (ndo passando dos jarretes).

e Patas - de ossos vigorosos, acompanhadas de cascos escuros ou brancos,
correlatados com as mucosas nasais e orbitas oculares.

e Pelagem - quatro pelagens:

1) Brancas - com pelagem totalmente branca, mucosa e cascos brancos.

2) Chitada - pelagem branca com manchas pretas e marrom esparsas por todo
corpo.

3) Vermelha - pelagem totalmente vermelha

4) Preta - pelagem totalmente preta.

Auséncia de gestacao

Esta etapa foi realizada através da avaliacdo dos caracteres macroscépico do

utero, cérvix e ovarios coletados a frescos apds o abate.
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5.1.2 Avaliacao morfologica/morfométrica da cérvix

Ap6s a limpeza e individualizagao da cérvix, realizou-se a avaliagdo morfolégica

macroscopica e morfometria considerando os seguintes aspectos:

1) Forma da abertura cervical: o orificio cervical externo foi classificado em: flap,

bico-de-pato, roseta, espiral ou 6stio conforme apresentado na figura 1.

Figura 1 — Tipos de orificio cervical externo da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés.
Flap (A), bico-de-pato (B), roseta(C), espiral (D) o6stio (E)

2) Comprimento: tomado do orificio cervical externo até a unido com o corpo uterino,

através da utilizagdo de uma régua expressa em cm (figura 2).

Figura 2 - Esquema demonstrativo (demarcagado) da mensuragao do comprimento da

cérvix de ovelha da raca Santa Inés.
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3) Numero de anéis: a quantificagcdo foi realizada apds a abertura longitudinal da

cérvix (figura 3).

Figura 3 - Esquema demonstrativo (demarcagao com numeros) da quantificagdo de

anéis da cérvix de ovelha da raca Santa Inés.

4) Presenca de fundo de saco: apds analise quantitativa dos anéis verificou-se em
cada anel a presenca de fundo de saco (figura 4).

Figura 4 - Esquema demonstrativo da verificacdo de fundo de saco do anel cervical de

ovelhas da raca Santa Inés. Demarcacgbes apontam para as estruturas.

5) Perimetro do anel: com o auxilio de um paquimetro expresso em milimetros, foi
verificado em cada um dos anéis o perimetro interno (figura 5). O diametro (maior reta
secante passando pela circunferéncia = duas vezes o raio do anel) foi calculado
utilizando as seguintes férmulas:

P= 2nr 2r=D
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Figura 5 — Esquema demonstrativo (demarcagao) da verificagdo do perimetro interno

do anel cervical de ovelha da raga Santa Inés.

ANALISE HISTOLOGICA/ FIXAGCAO POR IMERSAO

Foram selecionadas 5 cérvix de cada grupo etario de forma aleatdria totalizando
25 cérvix. De cada cérvix foram coletadas trés porgcdes de aproximadamente 2 cm de
comprimento das seguintes areas anatdbmicas: por¢ao caudal (entrada pelo orificio
cervical externo), porcdo média e porgado cranial (proxima ao corpo uterino). Cada
porcdo de tecido cervical foi acondicionada em frasco de boca larga com tampa
(utilizados para coleta de urina) contendo solugdao tampéao de aldeido férmico neutro a
10 % (volume 40 vezes maior que o fragmento) por 24 horas. Para o tecido nao boiar
foi colocado sobre 0 mesmo um chumago de algodao. Apds este periodo a solugao foi
trocada por solugdo alcodlica a 70% e mantidas nesse meio liquido até o
processamento histolégico. Procedeu-se novamente colocagdo de chumacgo de

algodao para total imersao do material na solugao.

5.2 ETAPA 2

5.2.1 Processamento histolégico

Apos fixagdo em solugdo tampéo de aldeido formico neutro a 10 % (formol a
40% - 100 ml, fosfato de s6dio monobasico - 4g, fosfato de sddio dibasico anidro - 6,5g

e agua destilada -900ml) por 24 h e acondicionado em alcool 70%, o material foi
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destinado a rotina histologica para inclusdo em parafina (figura 6 A) e coloragao por

Hematoxilina de Harris & Eosina — H.E. ( figura 6 B).

Figura 6 — Bloco de parafina contendo amostra da cérvix de ovelha da raga Santa Inés
(A) e corte histologico transversal corado com H.E (B), observado em microscopio

Optico com aumento de 100X.

Desidratacao

A desidratacdo foi realizada através de imersdao em bateria de solugdes
alcodlicas (1 hora em cada solugdo) em concentragdes graduais e crescentes (80 %,
90% e 3 x 100%),visando a desidratagao tecidual homogénea, pois a agua nao é

miscivel em substancias apolares como a parafina de inclusao.

Diafanizacao

Com o objetivo de retirar o alcool da pega (a parafina dissolve-se mal no alcool)

e torna-la transparente, foram realizados 3 banhos de 1 hora em xilol.

Incluséo

Apbés a remogao do alcool, o tecido foi infiltrado através de trés banhos
consecutivos de 1 hora cada, em parafina purificada liquida (PROQUIMIOS®), mantida
em estufa a 56 - 58°C (ponto de fusao). Posteriormente, 0 mesmo foi transferido para o

molde contendo parafina liquida. Em poucos minutos a temperatura ambiente a
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parafina endureceu formando o "bloco" de parafina contento o fragmento de tecido em

seu interior.

Microtomia

Para visualizacdo do material incluso em microscopios de luz, realizou-se cortes
de 4 ym em micrétomo semi-automatico (LEICA RM 2145®). Para cada bloco foram

realizados 3 cortes viaveis para montagem de laminas histologicas.
Extensao

Os cortes provenientes da microtomia (enrugados/com dobras) foram colocados
em banho histolégico (agua a 50°C) até completa visualizagdo da extensdo. Em
seguida, eles foram recolhidos (“pescados”) com uma lamina de vidro previamente
limpa com solugéo sulfocromica, dispondo-o centralizado e paralelo ao maior eixo da
lamina. Posteriormente, foram colocados em suporte horizontal com fenda inclinada

para secagem.

Secagem do corte e escorrimento da parafina excedente

As laminas, de pé no suporte de madeira, foram colocadas em estufa com

temperatura regulada em 58°C por 12 horas.

Coloracao

Os cortes dos tecidos apresentaram-se incolores apdés a microtomia. Para
contrastar as estruturas teciduais, utilizou-se a técnica HE (hematoxilina-eosina).
Através da visualizagdo a olho nu foi observada uma cor résea-azulada, indicando
ocorréncia da associagcdo comum dos corantes utilizados. O processo pelo qual os
corantes hematoxilina e eosina (H.E) se ligam aos tecidos ocorre devido ‘a presenga
de radicais anidnicos ou catidnicos na molécula do corante, os quais reagem através
de interagdes eletrostaticas aos radicais de carga oposta presentes nos componentes

tissulares. Assim, o corante basico interage com os componentes tissulares acidos, que
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sdo os radicais fosfato dos acidos nucléicos (DNA e RNA); os radicais fosfato e
carboxila dos proteoglicanos e as carboxilas presentes nos polissacarideos acidos
(acido hialurdnico) e proteinas acidas. Quaisquer dos componentes do tecido que reaja
com um corante basico sao chamados basdéfilos, que significa ter afinidade por bases
(demonstra basofilia). Embora a hematoxilina ndo seja exatamente um corante basico,
mas por possuir propriedades semelhantes a desses corantes, o termo basofilia é
também usado quando da sua coloracado. Deste modo, a coloragao dos cortes por esta
substancia evidenciou com uma cor azul as estruturas celulares como o nucleo devido
aos radicais fosfatos do DNA, o ergastoplasma devido a estes mesmos radicais
presentes no RNA, as proteinas &acidas do citoplasma e algumas substancias
extracelulares como os proteoglicanos que contém na sua estrutura
glicosaminoglicanos acidos e/ou sulfatados. O corante acido, por sua vez, reagiu com
os radicais catidnicos tissulares encontrados principalmente nas proteinas ricas em
aminoacidos basicos. A coloragao pela eosina, um corante acido, evidenciou com uma
cor résea as estruturas celulares, a maioria dos filamentos protéicos do citoesqueleto,
fibras colagenas, determinados tipos de granulos dos leucécitos e as proteinas
mitocondriais. As estruturas que reagem com o corante acido sdo chamadas acidoéfilas
que significa ter afinidade por acidos (demonstra acidofilia). Quanto ao corante acido
eosina, as substancias coradas sao referidas como eosindfilas em alternancia com o

termo acidofilo.

Bateria de coloracao

Para desparafinar o tecido foram realizados trés banhos consecutivos de 5
minutos em xilol P.A. Em cada banho foram realizadas 5 agitagdes. Apds o xilol,
realizou-se bateria de re-hidratagcédo em alcool (100%, 100%, 95%, 80%, 70%) por 1
minuto em cada solugdo. O tecido foi colocado por 5 minutos em agua corrente e
posteriormente 2 minutos em solugdo de hematoxilina filtrada. Em seguida procedeu-se
imersdo em agua corrente por 5 minutos, alcool 70% por 1 minuto e Eosina por 5
minutos. Apds coloragdo com hematoxilina e eosina o tecido foi imerso em bateria

sequencial de 1 minuto em cada cuba de éalcool (95%, 100%, 100%, 100%) e 3 de xilol.
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Montagem

Esta € a etapa final da técnica histolégica, onde realizou-se a colagem da
laminula sobre o corte, com Entelan®. A laminula impede que haja hidratagdo do corte
pela umidade do ar ambiente, permitindo entdo que estas laminas se mantenham
estaveis por tempo indefinido. Apés a montagem, as laminas foram levadas a estufa

(37° C) em bandejas horizontais, para secagem do adesivo.
5.2.2 Analise histolégica

De cada animal foram analisadas 3 laminas das seguintes areas anatdmicas:
por¢do caudal (entrada pelo orificio cervical externo), porcdo média e uma porgao
cranial (préxima ao corpo uterino), totalizando 75 Iaminas (25 de cada area). Realizou-
se a caracterizagdo dos tecidos presentes em cada porgao utilizando as seguintes

classificagoes:
Tecido Epitelial de Revestimento

Classificacao:

« Quanto ao numero de camadas de células: simples (uma sé camada de
células), estratificado (varias camadas de células), e pseudoestratificado
(uma unica camada de células que tocam a lamina basal mas que possuem
nucleos em alturas diferentes).

« Quanto a forma das células: cubicas (de nucleo arredondado e central),
cilindricas ou prismaticas (com nucleo elipsoide e geralmente central) e
pavimentosas (achatadas).

« Quanto a presenca de vilosidades, cilios, e queratinizagcao quando

observadas.
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Tecido Conjuntivo
Classificagdo dos tecidos conjuntivos
Realizou-se a classificacdo da seguinte maneira:

Tecido Conjuntivo Frouxo — Caracteriza-se pela presenga abundante de substancia
intercelular amorfa e alta celularidade, porém é relativamente pobre em fibras, que se

encontram frouxamente distribuidas.

Tecido Conjuntivo Denso - E pobre em substancia intercelular amorfa, porém
relativamente rico em fibras, principalmente colagenas. Quando as fibras colagenas se
distribuem de maneira difusa, ndo-ordenada, o tecido conjuntivo denso é chamado de
ndo-modelado. Quando as fibras colagenas se acham dispostas de forma ordenada,
formando feixes compactos e paralelos, o tecido conjuntivo denso é chamado de
modelado.

O tecido conjuntivo frouxo, denso ndo modelado e denso modelado, foram
classificados de acordo com a area ocupada com suas respectivas caracteristicas nos
cortes observados, sendo classificados de forma semi-quantitativa de 1 a 5 onde o
valor 1 € a menor faixa (area) e o valor 5 a maior. Verificou-se também a presenca ou
auséncia de glandulas, vasos sanguineos e nervos no tecido conjuntivo.

A andlise histoldgica do material foi realizada em microscépio éptico Olympus®
BH-2 e a fotodocumentacdo em microscopio ZEISS AXIOSKOP com uma camera
digital DCM35 para microscopio acoplada. As lentes oculares grande campo utilizadas
foram de 10X, onde X representa o niumero de vezes que a ocular ampliou o objeto
observado. O aumento do objeto foi determinado pela multiplicagdo do aumento da
ocular pelo aumento correspondente da objetiva. Foram utilizadas as lentes objetivas
de 4X, 10X, 40X e 100X. Para a objetiva de 100X utilizou-se o 6leo de imersdo. Uma
gota foi colocada em cima da Iamina e a objetiva foi abaixada até que tocasse a gota.
Uma vez em foco, o 6leo agiu como uma ponte entre o vidro da Iamina e o vidro da

objetiva. Isto concentrou o trajeto da luz e 0 aumento da definicdo da imagem.
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5.3 ETAPA 3
5.3.1 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através da analise de variancia, usando o
procedimento GLM (General Linear Model) com o grupo e anel como fatores fixos.
Diferengas entre as médias significativas foram comparadas usando o teste de Tukey
(p < 0,05). As correlagdes entre as caracteristicas foram estimadas usando o
procedimento CORR do software Statistical Analysis System ( SAS, 2001 - SAS®). As
caracteristicas incluiram idade do animal (grupo), comprimento e numero de anéis da
cérvix de ovelhas da raga Santa Inés, perimetro de cada anel e total de fundos de saco

nos anéis.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 COMPRIMENTO E NUMERO DE ANEIS DA CERVIX

Os resultados demonstraram que o comprimento médio da cérvix de ovelhas da
raga Santa Inés é de 4,68 cm, apresentando comprimento minimo de 3,00 cm e
maximo de 7,00 cm. Obteve-se diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey
para o comprimento da cérvix entre os grupos. Os anéis possuiam formato de funil e se
dispunham de forma centripeta (figura 7 A, B), ocorrendo casos de anéis centrifugos

(figura 7 C, D). Existe correlagao positiva entre o0 comprimento da cérvix e o grupo (r =

0,22 p < 0,05) e entre o comprimento e o nimero de anéis (r = 0,21 p< 0,05).

Figura 7 — Cérvix de ovelhas da raga Santa Inés seccionada longitudinalmente

apresentando anéis em disposi¢ao centripeta (A, B) e centrifuga (C, D).

Os numero de anéis nao apresentou diferenga significativa entre os grupos,
obtendo-se média de 5,68 anéis, minimo de 3 e maximo de 8. Os valores de
comprimento e numero de anéis obtidos nos diferentes grupos sao apresentados na
tabela 1.
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Tabela 1 — Valores médios do comprimento e numero de anéis da cérvix de ovelhas da

raca Santa Inés.

COMPRIMENTO

GRUPO (faixa etaria/meses) n (cm) No de Anéis

1 (1 muda — 12 a 18) 20 4,12 ° 5,80

2 (22 muda — 18 a 24) 20 5,05° 5,55

3 (32 muda — 24 a 30) 20 4,50 ° 5,75

4 (42 muda — 30 a 38) 20 4,52° 5,75

5 (nivelamento de pinga—38a48) 20 5,20 2 5,55
TOTAL 100 4,68 (3,00-7,00) 5,68 (3-8)

2 b ¢ Diferentes subscritos na coluna diferem significativamente p<0,05 pelo teste de Tukey. Os valores
entre parénteses representam respectivamente os valores minimo € maximo.

Evans e Maxwell (1990) observaram que a cérvix ovina € um 6rgéao fibroso que
tem comprimento de quatro (4) a sete (7) centimetros e conecta o utero com a vagina.
Souza (1993) observou diferenga estatistica no comprimento cervical médio entre duas
ragcas (5,911£0,91cm e 5,65+0,81cm lIdeal e Corriedale, respectivamente). Naqvi et al.
(2005) observaram em ovelhas adultas das ragas Malpura e Kheri comprimento
cervical médio entre as duas ragas de 5,3+0,15 cm. Os resultados obtidos no presente
estudo foram comprimento médio de 4,68 cm, com valor maximo de 7,00 cm,
corroborando com os resultados de Evans e Maxwell (1990), sendo o valor médio do
comprimento menor que os dados de Souza (1993) e Naqvi et al. (2005). O valor
minimo encontrado para o comprimento foi de 3 cm, distinguindo do resultado obtido
por Evans e Maxwell (1990).

Hafez (1995) descreveu que as ovelhas apresentam anéis que se adaptam um
ao outro, ocluindo a ceérvix com seguranga. Esta oclusdo tem como objetivo obstruir a
comunicagao entre o utero e a vagina para evitar infecgoes (EVANS E MAXWELL,
1990). Fazendo moldes de silicone Naqvi et al. (2005) descreveram que os anéis da
cérvix apresentam formato de cone (figura 8), corroborando com o formato encontrado

no presente trabalho.
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Figura 8 — Moldes de silicone obtidos de ovelha adulta (A) e cordeira (B). Retirado de
Naqvi et al. (2005).

Estudando as ragas ldeal e Corriedale Souza (1993) obteve um numero de
dobras variavel, com um minimo de 3 e um maximo de 9. As médias obtidas foram
4,89+1,07 cm e 4,56+£0,72 cm para as ragas ldeal e Corriedale respectivamente,
havendo diferenga significativa entre as racas. Naqvi et al. (2005) observaram em
ovelhas adultas das ragas Malpura e Kheri um niumero médio de 3,4410,22 anéis. No
presente trabalho, conforme apresentado na tabela 1, a quantidade média de anéis
cervicais € de 5,68, média maior que as obtidas pelos autores citados acima. O valor
minimo de anéis foi de 3, corroborando com os dados de Souza (1993) e a quantidade

maxima de 8, menor que do resultado obtido por este autor.

6.2 CLASSIFICAGAO DO ORIFiCIO CERVICAL EXTERNO

A avaliacéo do orificio cervical externo de ovelhas da raga Santa Inés permitiu
sua classificacdo em 5 tipos. Pelo que se observa na tabela 2, houve uma freqténcia
acentuada da forma bico de pato (51%) em relacdo as demais. N&o foi observada
diferenga significativa no tipo de orificio externo cervical entre os grupos. Houve
correlagéo positiva e negativa entre o tipo de orificio externo da cérvix e o comprimento
da cérvix respectivamente. Os valores obtidos para a correlacdo de cada orificio, tipo
flap, bico de pato, roseta e espiral com o comprimento sdo respectivamente, 0,10 (p <
0,01), 0,03 (p < 0,05), - 0,10 (p < 0,01), - 0,07 (p < 0,05). Nao houve correlagao
significativa entre o orificio externo do tipo 6stio e o comprimento da cérvix. Os

resultados do presente estudo possuem significancia alta e baixa correlagéo.
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Tabela 2 - Valores percentuais de ocorréncias das formas de orificio cervical externo

em ovelhas da raga Santa Inés.

TIPO DE ORIFICIO
GRUPO (faixa etaria/meses) n CERVICAL EXTERNO %
FL BP RS ES OST

1 (1 muda — 12 a 18) 20 10 45 15 20 10

2 (22 muda — 18 a 24) 20 0 5 15 15 15

3 (3 muda — 24 a 30) 20 5 55 25 10 5

4 (42 muda — 30 a 38) 20 15 55 10 15 5

5 (nivelamento de pinga — 38 a 48) 20 20 45 5 15 15
TOTAL 100 10 51 14 15 10

n = numero de amostras; FL= flap; BP = bico-de-pato; RS = roseta; ES = espiral; OST = 6éstio

De um modo geral Halbert et al. (1990) verificaram, para todas as ragas
estudadas (Sufolk, Cheviot, Dorset entre outras), uma maior frequéncia do tipo roseta
(35%) e flap (35%). As classificacdes dos tipos bico de pato e espiral juntas foram
atribuidas a 30% das cérvices examinadas. Souza (1993) também pesquisou a
incidéncia dos mesmos tipos de aberturas do orificio cervical externo, segundo a
classificacdo de Halbert et al. (1990), em ovelhas Corriedale inseminadas por via
cervical, verificando uma frequéncia acentuada para o tipo flap (69,12%). Avaliando
ainda formas de aberturas cervicais de 272 genitais provenientes de ovelhas das racas
Ideal e Corriedale, Souza (1993) observou novamente uma predominancia do tipo flap
(52,21%) em relagao aos demais tipos, sendo que nao foi verificada diferenga na forma
e frequéncia dos colos entre as ragas. A predominancia do tipo flap observada foi bem
acima daquela descrita por Halbert et al. (1990). Naqvi et al. (2005) observaram em
ovelhas adultas das ragas Malpura e Kheri predominédncia de orificio do tipo espiral
(40%), divergindo dos resultados encontrados por Halbert et al. (1990) e Souza (1993).
No presente estudo, ocorreu contradicdo aos relatos de Halbert et al. (1990), Souza
(1993) e Naqvi et al. (2005), pois a maior frequéncia de abertura cervical externa obtida
foi do tipo bico de pato (51%), em relagao aos demais tipos, conforme apresentado na
tabela 2. Halbert et al. (1990) ndo encontraram correlagéo entre os tipos de orificio
externo e o comprimento da cérvix, divergindo dos resultados obtidos no presente

trabalho.
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6.3 DIAMETRO MEDIO DOS ANEIS DA CERVIX

Na tabela 3 sao apresentados os valores encontrados para os didmetros
cervicais de ovelhas da raca Santa Inés, que alcancaram uma média de 2,98+1,21 mm,
com uma amplitude média minima no quarto anel (2,72+1,02 mm) e maxima no oitavo
anel (3,78+1,08 mm). Embora exista uma tendéncia a diminuicdo do didametro, no
sentido do quarto anel, seguido de um aumento, as diferengas entre os valores nao
foram significativas. Existe correlagdo positiva entre o0 comprimento e o perimetro no
primeiro anel (r = 0,35 p< 0,001). Os resultados do presente estudo possuem alta

significancia e baixa correlagéo.

Tabela 3 —Diametro médio (xDP) dos anéis da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés.

Anel. Diametro (mm)
1° 3,5411,62
2° 2,84+1,26
3° 2,78+1,01
4° 2,72+1,02
5° 2,90+1,02
6° 2,90+1,00
7° 3,20+0,84
8° 3,78+1,08
Total de anéis 2,98+1,21

Souza (1993) observou os diametros cervicais das ragas ldeal e Corriedale,
sendo que as mesmas alcangcaram respectivamente uma média de 0,80+0,12cm e
0,7940,12 cm. No entanto, a diferenga entre as ragas nao foi significativa. Os estudos
conduzidos por Halbert et al. (1990) e por Souza (1993), reportaram que o canal
cervical apresentou-se com as seguintes caracteristicas gerais: uma porgéo caudal de
entrada pelo orificio cervical externo, uma porgdo média em que as dobras foram
maiores € mais excéntricas, e uma porg¢ao cranial, préxima ao corpo uterino, onde ja
ndo se observou uma estrutura tdo evidente das dobras cervicais. No presente
trabalho, o didmetro médio dos anéis foi de 0,298 cm (tabela 3), diferindo dos
resultados encontrados por Souza (1993). Os resultados obtidos no presente estudo

quanto as estruturas do canal cervical diferem dos obtidos por Halbert et al. (1990) e
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Souza (1993), pois os didmetros médio foram maiores nas por¢des caudal e cranial
(0,354 cm e 0,378 cm respectivamente), sofrendo estreitamento na por¢ao medial
(0,272 cm), tal como dois troncos de cones com suas bases menores voltadas uma

para outra (figura 9).

TRONCO DE CONE FUNDO DE SACO

_L ‘
UTERO ' ' ] VAGINA

4° ANELCERVICAL

Figura 9 — Representacao esquematica de uma cérvix de ovelha da ragca Santa Inés.
llustracdo realizada por Carlos Magno do Amaral e cedida ao autor do presente
trabalho.

6.4 FUNDO DE SACO NO ANEL DA CERVIX

A formagéo de fundos de saco nos anéis da cérvix de ovelhas da raga Santa
Inés é um relato inédito, e ocorre devido a angulagdo formada a partir do encontro da
estrutura anatbmica funilar do anel e a parede interna da cérvix. Dos 100 animais
avaliados, o numero médio de anéis com fundo de saco foi de 5,17, sendo que ocorreu
a presencga de animais com fundo de saco até no oitavo anel. A presenca de fundos de

saco nos dois primeiro anéis foi de 100% e de 99% no terceiro anel (tabela 4).
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Tabela 4 — Quantidade de ovelhas da raga Santa Inés que apresentaram fundo de saco

em cada anel da cérvix.

Numero de Presenca de fundo de

Anel animais (%) Saco (%)
1° 100 100 (100)
2° 100 100 (100)
3° 100 99 (99)
4° 98 89 (91)
5° 83 72 (87)
6° 54 36 (66)
7° 25 16 (64)
8° 7 6 (85)

6.5 EPITELIO DE REVESTIMENTO

Com base na anadlise dos cortes transversais da cérvix das ovelhas da raga
Santa Inés, pode-se considerar e regides diferentes de tecidos. Superficialmente
encontrou-se o epitélio de revestimento (voltado para o lume da cérvix - mucosa), em
posicao intermediaria obteve-se tecido conjuntivo denso (modelado e ndo modelado) e

em plano mais profundo tecido conjuntivo frouxo. No epitélio observou-se em 100% da

amostras presenca de vilosidades (figura 10).

Figura 10 — Vilosidades do epitélio de revestimento da cérvix de ovelhas da raga Santa
Inés, obtido em corte transversal, corado com H.E e visualizado em microscépio optico
com aumento de 100X(A) e 100X(B) (as vilosidades estao apontadas com seta).

Na porgao proximal (proximo ao utero) e média da cérvix 100% dos animais

apresentaram epitélio simples cilindrico e ciliado (figura 11).
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Figura 11 — Epitélio de revestimento simples cilindrico e ciliado da cérvix de ovelhas da
raga Santa Inés, obtido em corte transversal, corado com H.E e visualizado em
microscopio éptico com aumento de 400X (célula cilindrica entre a demarcagao).

No terco caudal (proximo a vagina) todos os animais do grupo 5 possuem
epitélio simples cilindrico e ciliado (tabela 5), entretanto nos animais dos grupos 1, 2, 3
e 4 ha presenga de animais com epitélio simples cilindrico e ciliado e animais com

epitélio estratificado pavimentoso (figura 12).

Figura 12 — Epitélio de revestimento estratificado pavimentoso da cérvix de ovelhas da
raga Santa Inés, obtido em corte transversal, corado com H.E e visualizado em
microscopio 6ptico com aumento de 100X (A - entre a demarcagao) e 1000X (B —
demarcacgéao de 1 célula cubica).
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Tabela 5 — Resultados percentuais de ocorréncias dos tipos de epitélios de
revestimento nos grupos e nas porgdes da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés.

TECIDO EPITELIAL DE REVESTIMENTO

GRUPO PORCAO  SIMPLES/CILINDRICO/ ESTRATIFICADO /
CILIADO (%) PAVIMENTOSO (%)
CRANIAL 100 0
1 MEDIA 100 0
CAUDAL 20 80
CRANIAL 100 0
2 MEDIA 100 0
CAUDAL 60 40
CRANIAL 100 0
3 MEDIA 100 0
CAUDAL 40 60
CRANIAL 100 0
4 MEDIA 100 0
CAUDAL 80 20
CRANIAL 100 0
5 MEDIA 100 0
CAUDAL 100 0

Segundo Moré e Nedjar (1984) o epitélio de revestimento da cérvix de ovelhas
Lacaune é simples cilindrico com células ciliadas, corroborando com os resultados
obtidos no presente trabalho (figura 13). Este epitélio possui transformagdes ciclicas
em toda extensado, possuindo volume maximo durante o estro, quando sua atividade
secretoria também aparece. Moré e Nedjar (1984) n&o encontraram diferenga
significativa de células ciliadas durante o estro ovino como foi observado por Wobel
(1971) em vacas. Em virtude dos animais deste estudo ndo estarem em estro, ndo

foram observadas estruturas glandulares no presente trabalho.
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Figura 13 — Cilios presentes no epitélio de revestimento simples cilindrico e ciliado da
cérvix de ovelha da raca Santa Inés, obtido em corte transversal, corado com H.E e

visualizado em microscopio éptico com aumento de 1000X (cilios apontados por setas).

Segundo Moré e Nedjar (1984), proximo ao orificio cervical externo (porgao
caudal da cérvix), por ser uma area de transicdo, o epitélio pode ser estratificado
pavimentoso, como ocorre na vagina, ou pode apresentar-se em alguns animais como
simples cilindrico ciliado, como na maior parte do epitélio da cérvix, corroborando com
os resultados obtidos no presente trabalho. Em virtude do epitélio simples cilindrico
ciliado estar presente nas porgcdes onde obteve-se menores didmetros dos anéis, tais
por¢cdes podem estar mais susceptiveis a lesdes contundentes e perfuro cortantes

quando comparadas as areas revestidas por tecido epitelial estratificado pavimentoso.

6.6 TIPOS DE TECIDO CONJUNTIVO

Na tabela 6 sdo apresentados os dados da ocorréncia dos tipos de tecido
conjuntivo nas porcdes da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés divididas por grupo. O
tecido conjuntivo denso modelado (figura 14) foi observado em 100% das amostras,

logo abaixo do tecido epitelial de revestimento.
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Figura 14 — Tecido conjuntivo denso modelado da cérvix de ovelha da raga Santa Inés,
obtido em corte transversal, corado com H.E e visualizado em microscoépio 6ptico com
aumento de 200X (A - entre a demarcacgao) e 400X (B).

by

O tecido conjuntivo denso modelado foi classificado quanto a area ocupada
como 5 em 100% das amostras do grupo 1 e como 1 em 100% das amostras do grupo
5 (tabela 6). Nos grupos 2, 3 e 4 os animais apresentaram variagdes na quantidade de
area ocupada sendo classificados entre 1 e 4. Nao foram observados nem vasos
sanguineos nem nervos no tecido conjuntivo denso modelado. O tecido conjuntivo

denso ndo modelado (figura 15) n&o foi classificado como 1 € 2 em nenhuma amostra.

Figura 15 — Tecido conjuntivo denso nao modelado da cérvix de ovelha da ragca Santa
Inés, obtido em corte transversal, corado com H.E e visualizado em microscépio optico
com aumento de 200X (A), 400X (B) e 1000X (C).

Nos grupos 2 e 3 foram observados 40% dos animais ndo possuindo tecido
conjuntivo denso nao modelado nas por¢cdes média e caudal da cérvix (tabela 6). No
grupo 1, 100% dos animais apresentaram tecido conjuntivo denso ndao modelado
classificados como 3 e 100% dos animais do grupo 5 foram classificados como 5.
Foram observados vasos (figura 16) e nervos no tecido conjuntivo denso nao

modelado.
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Figu
ra 16 —Vaso sanguineo da cérvix de ovelha da raga Santa Inés, obtido em corte
transversal, corado com H.E e visualizado em microscopio éptico com aumento de
100X (A) e 1000X (B).

O tecido conjuntivo frouxo (figura 17) ndo foi classificado como 1 e 2 em

nenhuma amostra.

Figura 17 — Tecido conjuntivo frouxo da cérvix de ovelha da raga Santa Inés obtido em
corte transversal, corado com H.E e visualizado em microscopio Optico com aumento
de 1000X.

No grupo 3 foram observados 20% dos animais ndo possuindo tecido conjuntivo
frouxo nas porgdes proximal e caudal da cérvix (tabela 6). No grupo 1, 100% dos
animais apresentaram tecido conjuntivo frouxo classificado como 5 e 100% dos animais
do grupo 5 foram classificado como 3. Foram observados vasos e nervos (figura 18)
no tecido conjuntivo frouxo. Na porg¢ao cranial da cérvix os nervos foram observados

em menor quantidade quando comparada as porgdes média e caudal.
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Figura 18 — Células nervosa (apontada com uma seta) rodeada por tecido conjuntivo
frouxo visualizada em corte histoldgico transversal da cérvix de ovelha da raga Santa
Inés, corado com H.E e obtido por microscépio éptico com aumento de 1000X .

Tabela 6 — Resultados percentuais de ocorréncias dos tipos de tecido conjuntivo nos
grupos e nas porgoes da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés.

TECIDO CONJUNTIVO

DENSO

GRUPO PORCAO NAO FROUXO (%)

MODELADO (%) MODELADO (%)
1 2 3 4 5 3 4 5 3 4 5
PROXIMAL 0 0 0 O 100 100 O O 0 0 100
1 MEDIAL 0O 0 0 0 100 100 0 O 0 0 100
CAUDAL 0O 0 0 0 100 100 0 © 0 0 100
PROXIMAL 0 100 0 O O 100 O O 0 80 20
2 MEDIAL 0O 0 60 40 0 60 O O 0 0 100
CAUDAL 0O 20 0 8 0 60 O O 0 0 100
PROXIMAL 0 100 0O O O 8 0 20 0 8 O
3 MEDIAL 0O 0 60 40 0 60 O O 0 0 100
CAUDAL 0O 20 0 8 0 40 O 20 0O O 80
PROXIMAL 80 20 0O O O 60 40 O 60 40 O
4 MEDIAL 80 20 0 O 0O 8 0O 20 8 0 20
CAUDAL 60 20 0O O O 40 0O 60 40 0 60
PROXIMAL 100 0 0 O O 0 0 100 100 0 O
5 MEDIAL 100 0 O 0 O 0 0 100 100 0 O
CAUDAL 100 0 0 0 © 0 0 100 100 0 O

Observou-se no presente estudo que ocorre uma modelagem tecidual pelas
fiboras colagenas em grande quantidade (tecido conjuntivo denso modelado) nos

animais do grupo 1 havendo decréscimo na faixa de tecido conjuntivo denso modelado
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nos animais do grupo 5. Dessa forma, no grupo 1, o tecido conjuntivo denso né&o
modelado ocupa uma pequena faixa (classe 3) havendo um acréscimo no grupo 5,
onde ocorreu 100% dos animais com classificacdo 5. A dissociagdo das fibras
colagenas, que se separam acentuadamente umas das outras, provoca o
afrouxamento dos tecidos cervicais e aumenta de maneira muito clara os espacgos entre
os feixes de colagenos (HAFEZ, 1995). Segundo Westerhausen-Larson et al. (1996)
este afrouxamento pode ocorrer devido a agdo de colagenases liberadas por neutréfilos
recrutados, que possuem funcéo de destruir as fibras de colagenos. Devido os animais
do grupo 5 serem mais velhos que os animais do grupo um, provavelmente no grupo 5
0s animais podem ter passado por gestagcdes normais, que segundo Owiny et al.
(1995), apresenta como caracteristica o amolecimento cervical antecedendo a
dilatacdo cervical e nascimento, caracteristicas essas mediadas por um influxo de
neutrofilos no tecido da cérvice. Observou-se que a baixa quantidade de tecido
conjuntivo denso ndo modelado presente nos animais do grupo 1 foi sobreposta a uma
faixa larga (classificacdo 5) de tecido conjuntivo frouxo. O inverso foi observado nos
animais do grupo 5, onde uma alta quantidade de tecido conjuntivo denso nao
modelado foi sobreposta a uma faixa estreita (classificacdo 3) de tecido conjuntivo
frouxo.

Segundo Moré e Nedjar (1984), os vasos sanguineos que suprirdo as
necessidades teciduais cervicais estdo presentes no tecido conjuntivo. Os dados
obtidos no presente trabalho elucidam o posicionamento tecidual dessas estruturas
uma vez que as mesmas nao foram observadas no tecido conjuntivo denso modelado,
ficando restritas ao tecido conjuntivo denso ndao modelado e em maior quantidade no
tecido conjuntivo frouxo, em todos os grupos e porgoes.

A inervacgao intrinseca da cérvix foi demonstrada em diversas espécies de
pequenos animais como camundongo (MOSCARINI et al., 1982), rato (ADHAM &
SHENK, 1969), porquinho da india (BELL & MALCOLM, 1978), coelho (SCHOFIELD,
1952) e gato (ROSENGREN & SJOBERG, 1967), corroborando com os dados do
presente trabalho uma vez que as espécies citadas sdo todas mamiferas. Moré e

Nedjar (1984) conduzindo investigacdo nervosa especifica da cérvix de ovelhas
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Lacaune, obteviveram como resultados a presenga da inervagcao colinérgica e

adrenérgica, resultado este que corrobora com o presente estudo.
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7. CONCLUSOES

Este trabalho foi o primeiro a descrever as caracteristicas morfolégicas da cérvix
de ovelhas da raga Santa Inés. Por apresentar cinco tipos de orificio externo, com
maior ocorréncia do tipo bico de pato, anéis com pequeno didmetro em formato de funil
e formacédo de fundos de saco nos anéis, suas caracteristicas diferem das demais
racas relatadas na literatura cientifica. Neste contexto, fica evidente a necessidade de
se tratar cada raga de forma individualizada quando do desenvolvimento tecnolégico
dos procedimentos de IATC. Os dados aqui apresentados podem subsidiar o

desenvolvimento nesta area da reprodugao animal assistida.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente estudo para a média do comprimento da
cérvix, numero e diametro médio dos anéis, presenca dos fundos de saco, tipos de
tecidos e estruturas histolégicas da cérvix de ovelhas da raga Santa Inés, podem
contribuindo para o rol de informagdes necessarias ao desenvolvimento de programas
e equipamentos comerciais de IATC e devem ser considerados em conjunto.

Com os resultados obtidos no presente trabalho sugere-se que o médico
veterinario ndo considere o tipo de orificio externo da cérvix ao selecionar animais para
programas de IA, uma vez que ao se fixar o tipo de orificio externo como variavel
independente, obteve-se baixa correlacdo entre as caracteristicas, apesar da alta
significancia.

Para o desenvolvimento de uma pipeta de IATC para ovinos, visando beneficiar
todos os grupos, o comprimento da ponta da pipeta de |IA para ovelhas da raga Santa
Inés deve possuir no minimo 7 cm (valor maximo obtido) e o ponto mais estreito do
canal, didmetro do quarto anel, devera ser considerado, pois limitara o didmetro da
pipeta. Desta forma, os custos serdo reduzidos, ndo havendo necessidade de tipos
especificos de pipeta para cada grupo em relagdo ao comprimento e didmetro da
cérvix. Para a escolha do material, deverado ser observadas as barreiras anatémicas
bem como as limitagdes teciduais.

Sugere-se ao recurso humano que estiver realizando a I.A., que 0 mesmo
busque transpor todos os anéis, visando a deposicao intra-uterina do sémen, atendo-se
ao comprimento da pipeta, que ja foi introduzido na cérvix, bem como possiveis
crepitagdes no equipamento (podera indicar o niumero de anéis que foi transposto).
Devido aos maiores diametros médios estarem na porcao caudal e cranial da cérvix, a
entrada e saida de equipamento de IA podem ndo ser pontos de maiores
preocupacoes para o inseminador, porém a redugao no didmetro médio dos anéis em
sentido ao 4° anel (ponto de estreitamento maximo) torna-se um fator dificultador da
transposicao cervical. Os fundos de saco sao estruturas passiveis de introducao da
sonda de |.A., impedindo que a mesma progrida em diregcdo ao utero, devendo o

inseminador, saber da existéncia desta caracteristica anatdmica para melhor direcionar
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o instrumento de IA quando estiver realizando a técnica transcervical, bem como
realizar a transposicao dos trés primeiros anéis com muita cautela e destreza.

A despeito das limitagdes ainda existentes, tornam-se necessarios programas de
desenvolvimento cientificos e tecnoldgicos para fomentar iniciativas de estudos
continuadas da morfofisiologia cervical ovina e desenvolvimento de equipamento e

técnicas de IATC nesta espécie.
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