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RESUMO

A fim de avaliar o uso do Oleo essencial de Croton nepetifolius Baill na
penetrabilidade cervical em ovelhas mesticas, 40 ovelhas Dorper e Santa Inés foram
distribuidas ao acaso em quatro grupos experimentais (n=10): CONTROLE,
MISOPROSTOL, OECn50 e OECn100, para facilitar a passagem transcervical de
uma pipeta de inseminacéo. Apos a sincronizacao do estro, utilizando CIDR e eCG
(200UI), a profundidade de penetracdo da cérvix foi mensurada utilizando uma
pipeta de inseminacéo artificial de bovino graduada, no periodo de 0 h até 72 h apos
a retirada do CIDR. Os resultados foram expressos em meédia + erro padrao,
submetidos a Analise de Variancia e comparados pelo teste de Tukey, enquanto os
dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste de Fisher e Qui-
quadrado. Nenhuma diferenca significativa (P>0,05) foi encontrada quanto ao grau
de penetrabilidade (cm) da cérvix entre os grupos de tratamento. No que diz respeito
ao tempo de passagem (minutos), este foi significativamente afetado pelo tratamento
(P<0,05). Os grupos Misoprostol e OECn100 apresentaram um menor tempo de
penetrabilidade as 60 horas (1,7 = 0,6 e 1,5 £ 0,6 min, respectivamente), quando
comparados ao grupo Controle (4,1 £ 0,6 min) e este n&o diferiu significativamente
do grupo OECn50 (2,3 + 0,6 min). Portanto, o uso do Oleo essencial Croton
nepetifolius Baill (OECn) nas concentracdes de 50 pg e 100 ug, facilita o tempo de
penetrabilidade cervical (minutos) ovina, 60 horas apds o final de um tratamento
progesterdnico de sincronizacéo do estro.

Palavras-chave: cérvix, dilatagdo, marmeleiro, ovino.



ABSTRACT

In order to evaluate the use of essential oil of Croton nepetifolius Baill cervical
penetration in crossbred sheep, 40 sheep Dorper and Santa Inés were randomly
allocated to four groups (n = 10): CONTROL, MISOPROSTOL, OECn50 and
OECn100 to facilitate transcervical passing an insemination pipette. After
synchronization of estrus using CIDR and eCG (200IU), the depth of penetration of
the cervix was measured using a pipette graduated bovine insemination in 0 hour
period until 72 h after CIDR. The results were expressed as mean + standard error,
submitted to ANOVA and Tukey test, while the data expressed in percentage were
submitted to Fisher test and chi-square. No significant differences (P> 0.05) found in
the degree of penetration (cm) of the cervix between treatment groups. With regard
to transit time (minutes), it was significantly affected by treatment (P <0.05). The
Misoprostol and OECn100 groups had a shorter time of penetration to 60 hours (1.7
+ 0.6 and 1.5 £ 0.6 min, respectively) when compared to control group (4.1 £ 0.6 min)
and this did not differ significantly from OECn50 group (2.3 £ 0.6 min). Therefore, the
use of essential oil Croton nepetifolius Baill (OECn) at concentrations of 50 ug and
100 ug, cervical facilitates penetration time (minutes) ovine, 60 hours after the end of

treatment progesteronic estrus synchronization

Keywords: cervix, dilated, sheep, quince
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento da ovinocultura, existe um interesse em intensificar sua
exploracdo econémica através de programas de melhoramento genético e aplicacéo
das biotécnicas reprodutivas, permitindo, assim, avancos significativos no aumento
da produtividade animal (SIMPLICIO et al., 2007; DEMINICIS et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2011).

Dentre as biotécnicas, a Inseminacdo Artificial (IA) € uma das principais
tecnologias reprodutivas, que contribui em um grau mais elevado para melhoria
genética do rebanho, através do uso de reprodutores geneticamente superiores. No
entanto, os baixos indices reprodutivos desse método em ovelhas podem ser
explicados pela conformacdo anatbmica da cérvix, dificultando a deposicao
intrauterina do sémen e diminuindo a taxa de penetracdo espermatica em 50%, em
fungéo da variabilidade individual e habilidade do inseminador (VERBERCKMOES et
al., 2001; CAVALCANTE et al., 2013; PALACIOS; ABECIA, 2015).

Em decorréncia da dificuldade de transpor os anéis cervicais, tém-se
utilizado os dilatadores cervicais, permitindo assim a passagem do aplicador de IA.
No entanto, alguns farmacos sintéticos, além de serem de alto custo e de dificil
acesso, ainda apresentam resultados variaveis e inconsistentes. Com isso, tem-se
buscado estudos a partir de plantas a fim de verificar a aplicabilidade de substancias
e que sejam de baixo custo, facil aquisicdo e seguras para serem utilizadas em
animais (CHIWORORO; OJEWOLE, 2009).

Atualmente, estudos tém sido desenvolvidos para verificar o efeito de
substancias naturais na reproducdo animal, tais como o uso de extratos etandlicos
brutos e 6leos essenciais no relaxamento da musculatura cervical (PEREIRA, 2006).
Como o semiarido do Nordeste brasileiro possui plantas que tém extratos e 6leos
essenciais com diversas funcbes na atividade reprodutiva, esta regido se constitui
como uma fonte alternativa para o desempenho reprodutivo dos animais nela
explorados.

Croton nepetifolius Baill (Euforbiaceae) produz um 0Oleo que possui diversos
efeitos sobre a musculatura lisa, tendo efeito relaxante e antiespasmaodico
(CATUNDA JUNIOR, 2003; CANUTO, 2005; MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-
CARDOSO, 2004; MORAIS et al., 2006; PEREIRA, 2006). Todavia, ndo existem
estudos no tocante ao efeito do uso do 6leo essencial de C. nepetifolius (OECn)

sobre a dilatagao cervical de ovelhas no momento da Inseminacao Artificial.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Revisao de literatura

2.1.1. Anatomia cervical e fisiologia reprodutiva da ovelha

O utero é constituido de cornos uterinos, um corpo e uma ceérvix (Figura 1).
Ele participa dos processos de implantacdo, gestacdo e parto, além de ser
responsavel pelo transporte dos espermatozoides desde a ejaculacdo até a

fecundacao e na regulagéo funcional do corpo luteo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Figura 1 — Diferentes partes do trato reprodutivo (Fonte: Adaptado de Granados;
Dias; Sales, 2006).

comnos
utennos

hY

No que diz respeito a anatomia da cérvix ovina, ela é tortuosa, tubular,

longa, de limen estreito, sendo composta, predominantemente, de tecido conjuntivo,
além de uma pequena quantidade de feixes musculares lisos que se estendem
longitudinalmente e transversalmente. O limen cervical ovino pode apresentar
obstrucdo devido a presenca de 4 a 7 anéis cervicais, que funcionam como uma
barreira fisica contra agentes ambientais e fisicos, permanecendo quase sempre
fechada, exceto durante o periodo estral, quando a cérvix relaxa levemente,
permitindo, assim, a passagem dos espermatozoides para o utero; durante o parto,
para passagem do feto; ou em casos de infeccdo uterina (HAFEZ, 1993; KERSHAW
et al., 2005; CRUZ JR, 2006).
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A irregularidade dos anéis cervicais € o principal fator do insucesso da
Inseminagédo Atrtificial (IA) pela via transcervical em ovelhas. Com isso, entender a
anatomia cervical € crucial para o sucesso da IA. Estudos realizados por Kershaw et
al. (2005), utilizando cérvices ovinas provenientes de abatedouros, classificaram os
anéis cervicais quanto a morfologia, segundo a integralidade e interdigitacdo entre
eles, classificando-os em 3 graus: Grau | (anéis cervicais completos e alinhados em
todo o lumen e sem interdigitacdo); Grau Il (mistura de anéis completos, como no
Grau |, e anéis cervicais incompletos com alguns obstruindo o limen central) e Grau
[l (anéis cervicais predominantemente incompletos, sem alinhamento e
interdigitantes) (Figura 2), sendo seu comprimento influenciado por diversos fatores,
tais como: raca, idade, ordem e estado fisiolégico. Moura et al. (2011), trabalhando
com cérvix de ovelhas, na sua maioria da raca Santa Inés e oriundas de
matadouros, observaram que o numero de pecas que apresentavam o Grau Il de
integralidade e interdigitacdo entre os anéis das pregas cervicais foi maior (n = 32,
39,5%) do que o Grau | (n =28, 34,6%) e Il (n = 21, 25,9%). O grau de integralidade
e interdigitacdo entre os anéis das pregas cervicais foi correlacionado,

positivamente, ao tipo de abertura externa da cérvix.

Figura 2 — Classificacdo do grau da cérvix em ovelhas (A) Grau |, (B) Grau Il e Grau
[l (C). As setas amarelas ilustram a direcdo e profundidade méaxima de penetragéo
(Fonte: Adaptado de Kershaw et al., 2005).

Kershaw et al. (2005) classificaram o Ostio cervical externo em cinco tipos de

abertura cervical: Bico de pato (duas dobras opostas de tecido protuberante cervical,
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sobressaindo em dire¢cdo a vagina com uma fenda horizontal central como 6éstio
cervical externo); Fenda (sem saliéncias, sobressaindo em direcdo a vagina, com
uma fenda como abertura no 6stio da cérvix, dando entrada para o canal cervical);
Roseta (um conjunto de pregas cervicais protuberante, sobressaindo em direcédo a
vagina, obscurecendo o Ostio cervical externo); Papila (papila protuberante para
dentro da vagina anterior com o 6stio cervical externo em seu apice) e Flap (uma
dobra de tecido cervical protuberante para dentro da vagina anterior e
completamente ou parcialmente sobrepondo o Ostio cervical externo criando a
aparéncia de uma aba) (Figura 3).

Halbert et al. (1990), utilizando diversas ragas ovinas, dentre elas, Sufolk,
Cheviot, Dorset, ja tinham realizado uma prévia classificacdo do canal cervical em
apenas quatro tipos basicos, flap ou aba, bico de pato, espiral e roseta. Os mesmos
verificaram uma maior frequéncia do tipo roseta e flap (35%) e os tipos bico de pato
e espiral representaram 30% do total. No entanto, este estudo ndo indicou uma clara
relacdo entre o tipo de cérvix, comprimento, quantidade de anéis e largura da cérvix.
Cruz Jr (2006) e Franco et al. (2014) também identificaram a predominancia do tipo
bico de pato na proporcdo de 69,12% e 46%, respectivamente, contrariando 0s
achados de Moura et al. (2011) que obtiveram uma porcentagem maior do tipo fenda
(n = 31; 38,3%), o qual foi o dobro dos demais: bico de pato (n = 12, 14,8%), roseta
(n = 14; 17,3%), papila (n = 11; 13,6%) e flap (n = 13; 16%).

No que diz respeito ao comprimento do canal cervical, este pode variar de
57 mm a 100 mm, podendo ser influenciado pela raca, idade, nimero de partos e
fase do ciclo estral. Franco et al. (2014), trabalhando com ovelhas Santa Inés
adultas, com idade média de um ano e oriundas de abatedouro, verificaram que o
tamanho da cérvix apresentou grande variabilidade, obtendo um comprimento médio
de 41,33 = 16,38 mm, tendo o menor comprimento de 24,95 mm e o maior 57,71
mm, resultados semelhantes também foram encontrados por Cruz Jr (2006),
trabalhando com cérvix de ovelhas da raca Santa Inés de diferentes idades, verificou
um comprimento médio de 46,8 mm, tendo comprimento minimo de 30 mm e
maximo 70 mm. J& Breda et al. (2007) obtiveram uma maior média do comprimento
cervical de 7,2 cm em animais das racas Hampshire Down e em ovelhas mesticas
Hampshire Down — lllé de France. Animais de 2 anos apresentam-se com Cervix
mais curta e mais estreita, porém, com um maior nimero de anéis, quando

comparado com cérvix de animais mais velhos. No entanto, animais de 3 ou 4 anos
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ndo apresentam diferencas quanto a estas variagdes morfolégicas, (KAABI et al.,
2006).

Figura 3 — Classificacdo da aparéncia do Ostio cervical externo da ovelha. (A) Bico
de pato, (B) Fenda (Lisa), (C) Roseta, (D) Papila (Espiral), (E) Flap (Fonte: Adaptado
de Kershaw et al., 2005).

No que se diz respeito ao estagio do ciclo estral, Kershaw et al. (2005)
verificaram que tal parametro afeta a penetrabilidade cervical (Tabela 1), onde péde
ser verificada uma penetracdo de 4,6 mm maior em cérvix de ovelhas na fase
folicular, quando comparada com a fase lUtea. Isto pode ser explicado porque as
ovelhas que estdo na fase folicular permitem uma maior penetrabilidade, devido as
concentragcdes de estradiol mais elevadas do que na fase lutea, tendo, assim, um
maior relaxamento cervical.

Conhecer a fisiologia reprodutiva da ovelha é de suma importancia para o
uso das biotécnicas da reproducdo e o consequente melhoramento genético. O
termo fisiologia pode ser definido como um conjunto de complexos mecanismos e
fenbmenos que, através de linguagens bioguimicas, recebem comandos do sistema
enddcrino, promovendo a inter-relagcdo dos 6rgdos (GRANADOS; DIAS; SALES,
2006). O ciclo estral € regulado por diversas modificacdes neuroendocrinas,
resultantes de interacdes entre hormoénios hipotalamicos e hipofisarios, ovério e

Utero. Pode ser definido como um conjunto de acontecimentos reprodutivos que se
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repetem em intervalos regulares, o qual se inicia no estro e termina no estro
seguinte (HAFEZ; HAFEZ, 2004; MORELLO; CHEMINEAU, 2008).

Tabela 1 — Efeito da idade e da fase do ciclo estral sobre a profundidade média (+

e.p.) da cérvix ovina (Fonte: Adaptado de Kershaw et al., 2005).

. Profundidade médximaa Penetracdo maxima a
Fase do ciclo

Idade partir do 6stio externo partir do Ostio externo
™ (mm) (%)
Ovelhas jovens Luteal (14) 10,50 £ 1,582 @ 25,7+3,742
Ovelhas jovens  Folicular (23) 15,74 + 1,406 ° 36,2+3,20°
Ovelhas adultas  Luteal (106) 11,78 £0,56 @ 28,4+1,622
Ovelhas adultas  Folicular (22) 15,86 + 3,353 P 36,06 + 4,69 °

Nas colunas, valores com letras diferentes (a, b), diferem significativamente. NUmeros entre

parénteses representam o numero total de animais no grupo.

O fotoperiodo é um fator importante no ciclo reprodutivo das ovelhas, ja que
sdo animais fotoperiddicos negativos, isto €, a atividade estral esta interligada com o
efeito da luz, iniciando durante o periodo em que diminui a duracdo da luz, ou seja,
nos dias curtos do outono e inverno (JAINUDEEN et al., 2004; SENGER, 1999 apud
CAVALCANTI, 2008, p. 15; PIRES et al., 2011). Ovelhas criadas no Nordeste podem
ciclar durante todo o ano, por sofrerem menor acdo do fotoperiodo; no entanto,
fatores como a qualidade e disponibilidade de alimentos e o estresse térmico podem
interferir diretamente na atividade reprodutiva (CUNHA et al., 2001; ROSA; SILVA,
BRYANT, 2003; FONSECA, 2005).

Com relacéo ao ciclo estral da ovelha, ocorrem profundas transformacdes
tanto ao nivel hormonal e anatdmico quanto no comportamento da fémea. A duracao
deste periodo €, em média, de 17 dias, podendo variar de 14-18 dias. O ciclo pode
ser dividido em duas fases: luteal ou progesterdnica, compreendendo de 13 a 17
dias; e a folicular ou estrogénica, com 3 a 4 dias (Figura 4) (RUBIANES, 2000;
FONSECA, 2005).
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Figura 4 — Fases do ciclo estral da ovelha (Fonte: Adaptado de FONSECA, 2005).
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A fase luteal inicia-se logo apds a ovulagéo, ocorrendo a formacgéo do corpo

lteo (CL), o qual produz um volume crescente de progesterona (Pa4), inibindo a
pulsatilidade do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) e a secrecdo de
prostaglandina Fza (PGF24) nos primeiros dias desta fase. O corpo lGteo atinge o pico
de producédo de P4 (3-4 ng/mL) entre o 6° e 8° dias do ciclo e mantém um nivel
constante de secrecdo até a lutedlise. A duracdo da fase luteal depende da ovelha
se tornar ou ndo gestante, porém, no seu final, as concentracdes de P4+ caem para
niveis basais em fémeas ndo gestantes, no periodo médio do ciclo estral os foliculos
secretam estradiol, que estimula a sintese de receptores de ocitocina no endomeétrio.
O corpo luteo secreta ocitocina que age sobre as células glandulares do endométrio
estimulando a secrecdo de PGF2q. Dessa forma, segue-se a lise do corpo Iiteo com
a subsequente queda dos niveis de progesterona (RUBIANES, 2000; MORAES;
SOUZA; GONCALVES, 2002; MORELLO; CHEMINEAU, 2008).

Aproximadamente um dia apés o pico de LH, ocorre elevacdo das
concentracbes de FSH e o aumento da pulsatilidade de LH, dando inicio ao
desenvolvimento da primeira onda de crescimento folicular (LIMA, 2013). A fase
folicular corresponde ao periodo que vai da lutedlise até a ovulacdo, se
caracterizando pela secrecao gradual de estrogeno e alteracdo da mucosa uterina e
vaginal, sendo nessa fase que o animal apresenta sinais de estro (CAVALCANTI,
2008). Os mecanismos exatos que regulam o amolecimento cervical, que ocorrem

durante a fase folicular, podem variar daqueles da dilatacdo da cérvix induzida pelo
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parto. No entanto, durante o estro, o amolecimento cervical pode também ser
mediado pela PGE:2. A expressdo do receptor mRNA da prostaglandina E (EP2) é
maior antes do aumento repentino de LH, embora os receptores EP2 e EP4 da PGE2
sao expressos em todo o ciclo estral em ovelhas (KERSHAW et al., 2009).

De acordo com Jainudeen et al. (2004), a ovulacdo da ovelha ocorre
espontaneamente, préximo ao fim do estro, sendo que, no seu decorrer, podem
acontecer mais de uma ovulacgao.

O inicio do estro € determinado pelo momento em que a fémea se deixa ser
coberta pela primeira vez, ou seja, quando a fémea fica receptiva ao macho, ficando
imovel quando é montada por este. O periodo médio de receptividade sexual é de
24-30 horas, podendo ser reduzido se a coOpula for realizada no inicio do estro e
varia de acordo com a raca e a taxa de ovulacdo, além da idade, estacdo do ano e a
presenca do macho (BICUDO et al., 2005; DELGADILLO, et al., 2009).

2.1.2. Sincronizacao do estro e da ovulacao

A sincronizacao do estro e da ovulacdo € uma valiosa ferramenta de manejo
que tem sido utilizada com sucesso, melhorando a eficiéncia reprodutiva,
principalmente em ruminantes, como, por exemplo, reduzindo o intervalo entre
partos em uma determinada época desejada, permitindo que a fémea tenha um
maior nimero de crias/ano. E uma biotécnica fundamental em todos os protocolos
de reproducéo assistida e tem grande influéncia na eficiéncia destes programas,
consistindo na manipulacdo do ciclo estral através da utilizacdo de hormdnios. Esses
processos tém como principios encurtar ou prolongar o ciclo estral, provocando a
lutedlise ou prolongando a fase lutea, de maneira que um grupo de animais entre em
estro e/ou ovule durante um curto periodo de tempo ou, até mesmo, num Unico dia
(KUSINA et al.,, 2000; SOUZA, 2002; BALDASSARRE; KARATZAS, 2004;
MARQUEZINI et al., 2011).

Em pequenos ruminantes, ha dois protocolos de sincronizacdo do estro mais
utilizados, sendo um conseguido através da redugcdo do comprimento da fase luteal
do ciclo estral, através da aplicacdo de prostaglandina (PGFz2q) e seus analogos ou
estendendo a fase luteal, utilizando progesterona exdgena ou progestagenos,
seguido de uma aplicagdo de eCG (Gonadotrofina Coribnica Equina) para uma
maior sincroniza¢do e aumento da taxa de ovulacdo. Também pode ser realizada a

sincronizacao do estro e da ovulacao, utilizando rufides, pois o feroménio produzido
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pelo macho estimula o inicio da estacdo reprodutiva e sincronizam as ovelhas
(JAIUNUDEEN; WAHID; HAFEZ, 2000; KUSINA et al., 2000; CRUZ JR, 2006).

2.1.3. Inseminacao Artificial (1A)

Cada vez mais verifica-se 0 crescimento na ovinocultura, bem como na
ampliagdo do seu mercado, muitas vezes influenciados pelo investimento em
pesquisas relacionadas ao melhoramento genético, e uma das formas de intensificar
este melhoramento € através do uso de biotecnologias da reproducao, entre elas a
inseminacao artificial. Dentre as vantagens da IA, pode-se verificar 0 seu uso como
forma de expansdo de populagcdes de animais com capacidade melhorada,
permitindo a introducdo de racas exoéticas com elevado potencial produtivo
(GUSMAO; MOURA, 2005; FERANTI et al., 2013).

A 1A pode ser realizada por trés formas (vaginal, transcervical e
laparoscopica). Na IA vaginal, a deposicdo do sémen é realizada na parte anterior
da vagina, com eficiéncia muito variavel. Ainda assim, é uma técnica de facil
aplicacao, apresentando bons resultados apenas com a utilizacdo de 200 a 400 x
108 espermatozoides decorrentes de sémen fresco, obtendo taxa de concepcgéo
entre 40 e 65%. Devido a particular conformacéo cervical da ovelha, a técnica mais
escolhida na espécie € a laparoscopia, por ser um procedimento que resulta em
melhores taxas de gestacdo. No entanto, esta técnica necessita de equipamentos
especiais e inviaveis em larga escala, profissional altamente qualificado, tempo de
inseminacdo mais prolongado e pode haver riscos de complicagBes anestésicas
decorrentes do pneumoperitonio (VANNOZI, 2002; DONAVAN et al.,, 2004,
OLIVEIRA, 2009; SANTOS et al., 2013).

O método transcervical, € um método nado cirargico e apresenta menor
custo. O sémen é depositado a partir do primeiro anel e requer utilizacdo de sémen
com alta concentracédo de espermatozoides. Neste método, o inseminador localiza a
cérvix com o auxilio de um espéculo e uma lanterna, através do uso de um
aplicador, que, quando possivel, é introduzido pelo canal cervical até atingir o corpo
do utero e, assim, 0 sémen é depositado e, quanto mais profundo for a penetracéo
do aplicador na cérvix, maior sera o percentual de resultados positivos. Porém, a
tortuosidade dos anéis cervicais dificulta esta técnica (RABASSA et al., 2007;
BIEHL, 2009).
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A A transcervical apresenta baixo custo e relativa facilidade de aplicacao,
podendo ser superficial ou profunda, a taxa de concepcao € de 60 a 70%, utilizando
sémen fresco ou refrigerado; e 30 a 35%, utilizando sémen congelado-descongelado
(AX et al., 2000). Biehl (2009) alcancou uma taxa média de prenhez de 28,6%,
trabalhando com inseminacao artificial pela via transcervical, sendo seus resultados
semelhantes aos encontrados por Pinna et al. (2008), que obtiveram uma taxa de
prenhez de 25,5% em ovelhas submetidas a inseminacao artificial pela via
laparoscopica e aos achados de Monreal et al. (2011), em estudo com ovelhas
nativas sincronizadas e inseminadas com sémen criopreservado, por via
transcervical (25,7%). Rabassa et al. (2007) compararam a IA pelo método de
laparoscopia com o método transcervical, utilizando 70 ovelhas da raca Corriedale,
obtendo uma taxa de 40% de prenhez em ambos os métodos, verificando que as
eficiéncias das técnicas foram similares, embora, pela via transcervical, tenha havido
um menor estresse para 0s animais. Ja Machado et al. (2006) encontraram
diferenca significativa na taxa de prenhez, tendo médias de 35,7% para IA
transcervical e 71,8% para laparoscopica. Essa superioridade pode ser devido a
tracdo da cérvix, permitindo, assim, a manipulacdo para transpor 0s anéis e
depositar o sémen no corpo do Utero, ocasionando trauma significativo no tecido
pélvico, que é doloroso e pode interferir na fertilidade (DEROSSI et al., 2009).

Em razéo da passagem do aplicador pela cérvix ser o principal entrave para
realizacdo de inseminacdo artificial transcervical na espécie ovina, algumas
substancias tém sido utilizadas com o objetivo de promover o relaxamento e
abertura cervical (SANTOS, 2009).

2.1.4. Dilatadores cervicais

A dilatacdo cervical se da naturalmente no periodo estral, em um momento
em que a concentragao plasmatica de progesterona esta baixa e a de 173- estradiol
e ocitocina estdo elevadas (CHALLIS; SPRAGUE; PATRICK, 1983;
LEETHONGDEE, 2010). Essa dilatacdo requer uma reorganiza¢do do colageno do
estroma cervical (fibroblastos e musculo liso), com a mudanca de uma estrutura
altamente organizada das fibrilas fortemente ligadas e sob a influéncia de elevados
niveis de progesterona, para um arranjo muito frouxo, durante o estro e sob a
influéncia do 17B-estradiol (ULDBJERG, 1983; CALDER, 1994; LEPPERT, 1995).
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Woulster-Radcliffe; Costine; Lewis (2004) estabeleceram trés métodos para
minimizar essa dificuldade: o método mecénico, o fisico e o quimico. No método
mecanico, utiliza-se uma vela do tipo Hegar para vencer as dificuldades fisicas
relacionadas com a cérvix ovina; o fisico € realizado através do auxilio de uma pinca
Allis ou Pozzi, onde a cérvix é tracionada e fixada com o objetivo de alinhar o canal
cervical, diminuindo, assim, as obstru¢fes; e o0 método quimico, que é realizado
utilizando farmacos de diferentes classes para relaxar a musculatura lisa cervical,
conhecidos como dilatadores cervicais.

Alguns farmacos ja foram utlizados como dilatadores, como o uso da
relaxina (SALAMON; LIGHFOOT, 1970), uma combinacdo de PGE:2 associada ao
17B-estradiol (BARRY et al., 1990; McKELVEY et al., 1997), a ocitocina (SAYRE;
LEWIS, 1996), a ocitocina associada ao 17B-estradiol (FLOHR; WULSTER-
RADCLIFFE; LEWIS, 1999; WULSTER-RADCLIFFE; COSTINE; LEWIS, 1999), a
PGF2q (SOUSA, 1999), a interleucina humana (CROY et al., 1999), ao cloridrato de
bromexina (ALMEIDA et al., 2002), a PGE1 e ao 17B-estradiol (OLIVEIRA, 1992;
ISHWAR; MEMON, 1996), PGE: associado ao sulfato de terbutalina (BARBAS et al.,
2003).

Candappa; Bartlewski (2014) testaram a utilizacdo de Cervidil® (dispositivo
vaginal que contém 10 mg de dinoprostona) e verificaram que € um método eficiente
para dilatacdo cervical, melhorando a penetrabilidade no processo de inseminacgao
transcervical e transferéncia de embrides.

O uso de um dilatador cervical ideal para utilizacdo na IA, CE ou TE para
induzir a dilatacdo cervical em ovelhas deve ser de baixo custo, facil aquisicdo e
causar o minimo de desconforto para ovelhas. Além disso, esse agente ndo deve
ocasionar efeitos deletérios, como no transporte e viabilidade dos espermatozoides,
bem como prejudicar o desenvolvimento da ovulacdo e qualidade dos odcitos.
Portanto, ndo deve induzir efeitos uterinos indesejaveis, tais como a atonia ou
hiperestimulacéo, as quais, por sua vez, podem contribuir para o fluxo retrogrado do
sémen depositado durante a IA, diminuindo, assim, consideravelmente, as
possibilidades de fecundacdo. Por ultimo, o agente deve ter a capacidade para
induzir a dilatacdo durante uma variedade de estados reprodutivos (CANDAPPA,;
BARTLEWSKI, 2011).

Préximo do parto ocorre um aumento da relaxina, estimulando o

afrouxamento do tecido conjuntivo da cérvix, possibilitando uma maior elasticidade
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dos tecidos pélvicos (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Bagnell et al. (1993) relataram que o0s
suinos apresentam grandes concentragfes de relaxina no final da gestagdo. No
entanto, Salamon e Lightfoot (1967) verificaram que a relaxina injetada 12 horas
antes da IA, em ovelhas, nédo teve efeito da dilatacdo da cérvix e na profundidade de
deposicédo do sémen.

J& a ocitocina promove dilatacdo cervical, através das contracdes uterinas e
também devido ao processo enzimatico e colagenoétipo (SAYRE; LEWIS, 1996). No
entanto, Stellflug et al. (2001), utilizando a ocitocina como dilatador, verificaram que
h& uma diminuicdo na taxa de fertilidade, e Wulster-Radcliffe; Costine; Lewis (1999)
verificaram que os riscos de perda embrionaria aumentam com o intervalo durante o
qual a cérvix permanece dilatada, devido a contracdes tetanicas uterinas, cuja
duracdo é em funcdo da dose administrada. Stellflug et al. (2001) também
observaram reducdo da taxa de gestacdo para animais tratados com ocitocina e
inseminados pela via transcervical de 59% para 47%.

Viudes-de-Castro et al. (2009) obtiveram 48,5% com deposicdo de sémen
em cabras que receberam 200 Ul de ocitocina, 15 minutos antes de serem
inseminadas pela via transcervical, 25,4%, utilizando 100 Ul de ocitocina no grupo
que ndo utilizou qualquer farmaco para dilatar a cérvix, diferente do que foi verificado
na porcentagem de inseminacgao pelas outras duas técnicas (Figura 5). No entanto,
outros estudos indicaram um efeito prejudicial da ocitocina sobre a taxa de fertilidade
(STELLFLUG et al., 2001; KING et al., 2004). Mesmo a ocitocina dilatando a cérvix e
facilitando a passagem da pipeta de inseminacao, o mecanismo de acdo ndo € bem
conhecido em certo ponto, podendo ter um efeito negativo sobre a fertilidade com
doses mais elevadas (VIUDES-DE-CASTRO et al., 2009).

Falchi et al. (2012), avaliando o efeito da administracdo intracervical do
horménio foliculo estimulante (FSH), ocitocina e o misoprostol, isoladamente e em
varias combinacgdes, verificaram que nado houve diferenca significativa entre os
grupos tratados. Gusméao et al. (2009) constataram que a deposigao de 200 pg de
misoprostol no fundo de saco vaginal de ovelhas Santa Inés e Dorper, 5 horas antes
da colheita, associada a tracéo e dilatacdo mecanica (com o uso da PGE?, tracédo
cervical com pinca de Pozzi e velas tipo Hegar) da cérvix, possibilitou a transposicao
cervical, alcangando 94,83% de taxa de sucesso na transposi¢ao do canal cervical
em ovelhas da ragca Dorper, enquanto que, nos animais que nao receberam o

misoprostol, foi impossivel a colheita em 100% (Tabela 2), sendo superior aos
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descritos por McKelvey et al. (1997) (MCKELVEY et al., 1997 apud GUSMAO et al.,
2009, p. 315), que utilizaram quatro dias de tratamento com PGE:z e estradiol e
conseguiram 33,0% de eficiéncia na transposicdo do canal cervical de ovelhas
Suffolk, superando também os resultados encontrados por Croy et al. (1999) (CROY
et al., 1999 apud GUSMAO et al, 2009, p. 315), que, utilizando a interleucina

humana, s alcancaram transposicao cervical parcial das fémeas tratadas.

Figura 5 — Efeito do tratamento com ocitocina antes da IA sobre a distribuicdo de
profundidade da deposicdo de sémen em caprinos Murciano-Granadina. Letras
sobrescritas diferem entre si. V= vaginal; U= uterina (Fonte: Adaptado de Viudes-de-
Castro et al., 2009).
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Barbas et al. (2003), avaliando o efeito da administracdo as 36 e 56 h apds a
remocado de dispositivos intravaginais, de varios farmacos sobre o relaxamento
muscular cervical, observaram que a associacdo misoprostol (analogo sintético da
PGE1) e sulfato de terbutalina (agonista dos receptores -adrenérgicos) aumentou,
significativamente, a penetrabilidade cervical, 15 minutos apos a sua administracao,
ocorrendo um efeito sinérgico desta associacdo sobre o relaxamento e a

penetrabilidade cervical.
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Tabela 2 — Transposicéo da cérvix e colheita transcervical de embrides, sem (T1) e
com (T2) administracdo de Misoprostol como agente dilatador cervical em ovelhas
Dorper (Fonte: Adaptado de Gusmao et al., 2009).

Variavel T1 T2
Animais (n) 10 58,0
Animais colhidos 02 55,0
Execucédo (min) - 30,1+9,0
Meio recuperado (%) - 95,7

a b Valores com letras sobrescritas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Tuckey
(P<0,05).

Gusmao et al. (2007) compararam as ac¢oes das prostaglandinas F2q (PGF2q)
e E1 (PGE1) na colheita transcervical, em circuito fechado, de ovelhas Santa Inés
superovuladas com FSH, constatando a eficiéncia da acdo desses hormoénios na

transposicao cervical (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantidade média de embrides resultante da colheita transcervical com
administracdo de PGF2a e PGE1 como agente dilatador cervical de ovelhas Santa

Inés superovuladas com FSH (Fonte: Adaptado de Gusmao et al., 2007).

PGFaa PGE: Sem
Dilatador
N° de animais tratados 17 19 13
N° de animais colhidos néo 102 122 (o
cirurgicamente
Tempo de execucao (min) (% = 0) 27,30 + 7,652 32,75+ 9,832 -
Quantidade de meio recuperado (%) 95,62 95,72 -

Quantidade de embrides viaveis (% * 0) 3,30+ 3,472 4,00 + 4,332 -
Quantidade de estruturas degeneradas 3,20+ 2,443 2,50 £ 8,642 -
(% = 0)

Quantidade de estruturas totais (%) 6,50+ 2,012 6,50 + 4,662 -

ab | etras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas (P<0,05).

A Tabela 3 mostra que, utilizando a PGF2« ou PGEi, foi obtida uma

permeabilidade da cérvix de 59% e 63%, respectivamente, o que nao foi possivel
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quando nédo se utilizou nenhum farmaco como dilatador, mostrando, assim, que o
uso de um dilatador possibilita uma transposicéo da cérvix, sem interferir de maneira
negativa na producéo e qualidade dos embrides.

Guimaraes et al. (2013), também utilizando o misoprostol no fundo do saco
vaginal, seis horas antes da colheita e acoplando uma sonda nasogastrica ao
émbolo do aplicador de inseminacgdo artificial para bovinos para acessar o Utero,
obtiveram uma passagem cervical de 63,63% em ovelhas mesticas Dorper e Santa
Inés, enquanto que, nos animais do grupo Controle (sem misoprostol), foi impossivel
a passagem em 63,64% das doadoras (Tabela 4), demonstrando que, mesmo nao
havendo diferenca entre os grupos estudados (Controle e Misoprostol), a técnica de
colheita transcervical € possivel em ovelhas e que, com a aplicacdo prévia do
misoprostol e a utilizacdo das pincas na tracdo da cérvix e a colocacdo do émbolo
do aplicador de inseminacgéo artificial para bovinos, para auxiliar a dilatagao

mecéanica do canal cervical, melhora a eficiéncia da colheita transcervical.

Tabela 4 — Numero e percentual de animais submetidos a colheita transcervical de
embrides (nUmero de animais colhidos), tempo gasto (média + e.p.; minutos) para a
passagem da sonda e para a execucdo da colheita, além da taxa de recuperacéo
(%) sem (Grupo Controle) e com administracdo de misoprostol (Grupo Misoprostol)
como agente dilatador cervical em ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés

superovuladas com pFSH (Fonte: Adaptado de Guimaraes et al., 2013).

Grupos

Variavel Controle* Misoprostol**
N° de animais 11 11
N° de animais colhidos (%) 4 (36,36) 7 (63,64)
Tempo (min)

Passagem da sonda 23,06 + 6,49 15,69 + 1,91

Execugdo da colheita 114,77 + 10,71 72,03 + 10,29
***Taxa de recuperacao 12,28 (21/171) 12,00 (21/175)

*Aplicacdo de solucdo fisioldgica, seis horas antes da colheita transcervical no canal vaginal;
**Aplicacdo de misoprostol, seis horas antes da colheita transcervical no canal vaginal; *** (Nimero

de estruturas colhidas / nimero de corpos lateos) x 100 (P>0,05).
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Outros estudos utilizando dilatadores tém sido realizados, como aquele
realizado por Candappa; Bartlewski (2014), que observaram o efeito da Cervidil
(PGE2) intravaginal, como um mecanismo de liberacdo lenta desse horménio, na
dilatacédo cervical de ovelhas ciclicas, obtendo resultados positivos, uma vez que o

farmaco em questao aumentou a taxa de penetracdo da cérvix (Tabela 5).

Tabela 5 — A penetrabilidade cervical, duracdo total do procedimento (DT), tempo
final de tentativas (FT) e concentracdes/proporcdes de estradiol/progesterona (E2:P4)
para ovelhas ciclicas Rideau Arcott x Polled Dorset tratadas com Cervidil® e seus

respectivos controles (Fonte: Adaptado de Candappa e Bartlewski, 2014).

Variavel/Grupo Tratamento Controle

12-h 24-h 12-h 24-h

(n=15) (n=6) (n=6) (n=5)
Penetrabilidade cervical 2/5 (40%)  4/6 (67%)? 1/6 (16%) 0/5 (0%) P
DT (seg) 168 + 22 110 £ 29 170 £ 28 180 + 26
FT (seg) 3823 275 154 -
E2-24 h antes (pg/mL) 24+04" 18%04 29+04” 15%0,2
E2 - 12 h antes (pg/mL) 1,9+0,3 1,7+0,4 2,6 +0,5 1,6+0,5
E2 - TCET (pg/mL) 1,7+038 1,7+04 1,9+058 12+0,2
P4 - 24 h antes (ng/mL) 3,4+0,6 2,6 +£0,4° 2,7+0,3%° 29+0,6
P4- 12 h antes (ng/mL) 3,8+0,4 4,0+0,7 35+05P 34+0,6
P4- TCET (pg/mL) 4,1+0,5 3,8+0,68 3,706 3604
E2: P4-24h antes 0,9+0,3° 0,8+0,3 09+0,2F 06+0,1
E2:P4-12h antes 05+0,1 0,5+0,07 0,8+0,3 0,6 +0,3
E2:Pa-TCET 0,4+0,08° 05+0,2 0,6 £0,2F 0,4+0,07

Devido aos baixos numeros de penetracdo das ovelhas controle, ndo ha comparacdes de
FT entre os grupos de tratamento e controle.
Uma diferenca significativa (P<0,05) entre os dois valores indicados pelas letras: a, b, ¢, d —

entre colunas; A, B, C, D, E, F — entre linhas.

No entanto, alguns farmacos sintéticos, além de serem de alto custo e de
dificil acesso, ainda apresentam resultados variaveis e inconsistentes. Com isso,
tem-se buscado estudos a partir de plantas a fim de verificar a aplicabilidade de

substancias provenientes de produtos naturais e que sejam de baixo custo, facil
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aguisicao e seguras para serem utilizadas em animais (CHIWORORO; OJEWOLE,
2009).

2.1.4.1. Dilatadores cervicais alternativos

Atualmente, estudos tém sido desenvolvidos para verificar o efeito de
substancias naturais na reproducdo animal, como o uso de Papaver rhoeas L.
(Papoula-ordinaria), que, por possuir compostos fendlicos, tem atividade
antioxidante ao adsorver ou neutralizar radicais livres, tendo a capacidade de
diminuir os danos oxidativos ao odcito, quando adicionado ao meio de maturacao
(EL; KARAKAYA, 2004; ALPINAR et al., 2009; KOSTIC et al., 2010). Toustani et al.
(2013) relataram que, na concentracédo de 50 g/mL, a suplementacdo com extrato de
Papaver rhoeas L. no meio de maturagcdo melhorou a taxa de maturagdo oocitaria
em ovinos.

Bhutani et al. (2004), trabalhando com Symplocos racemosa, avaliaram o
efeito da administracdo oral do seu extrato aquoso nos niveis de LH e FSH de ratas,
verificando que o extrato dessa planta aumentou o0s niveis desses hormoénios,
guando comparados ao grupo controle, que néo recebeu o extrato, sendo de grande
importancia, uma vez que a diminuicdo das gonadotrofinas LH e FSH pode gerar
uma falha da funcéo gonadal e cessar o ciclo reprodutivo de fémeas. Também tém
sido conduzidos estudos utilizando extratos etandlicos brutos e 6leos essenciais, no
relaxamento da musculatura cervical (PEREIRA, 2006). Como o semiarido do
Nordeste brasileiro possui plantas que tém extratos e 6leos essenciais com diversas
funcdes na atividade reprodutiva, esta regiao e sua flora se constituem como uma
fonte alternativa de principios ativos para favorecer a reproducdo, facilitando a
transposicao da cérvix.

Silva (2010) e Oliveira (2013) conduziram estudos avaliando o efeito
miorrelaxante de extratos de uma espécie do género Erythroxylum sobre o musculo

liso da traqueia e do Utero de ratos, respectivamente, constatando sua eficiéncia.

Ja Santos; Silva; Oliveira (2013), também trabalhando com o extrato bruto
de Erythroxylum caatingae (EBEc), avaliou seu efeito in vivo na cérvix ovina, sendo
obtida uma contratilidade cervical de 90,8 + 6,6% da amplitude de contragéo basal,
ao administrar 0,15 M de solu¢éo salina. J4& com a infusdo de 2 mg de EBEc, houve

0 miorrelaxamento cervical de 56,6 + 8,7 % por 20 minutos, havendo a dissipacao do
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efeito 30 minutos apoOs a infusdo, retornando o valor de amplitude inicial,
constatando a eficacia desse extrato na reducdo da pressao intracervical de ovinos,
reduzindo sua contracao.

Magalhdes (2002) relatou que o OECn (6leo essencial de C. nepetifolius)
promoveu relaxamento do mduasculo liso traqueal, detectando determinada
especificidade desse efeito nessa musculatura, uma vez que h& preferéncia pela
inibicdo da histamina a PGF2q. Esse efeito miorrelaxante no musculo liso da traqueia
deve-se, em parte, a influéncia em conjunto de seus constituintes: metil-eugenol,
terpineol e o 1,8-cineol. Ja Pereira (2006) avaliou o efeito do OECn, que é um
agente natural, volatil e de baixa toxicidade, na musculatura lisa cervical de ovelhas
na fase luteal e constatou que este € um potente miorrelaxante que age nas
contracdes espontaneas, reverte a contratura potassica induzidos por Acetilcolina.

Pereira et al. (2012) avaliaram o efeito in vitro do 6leo de C. nepetifolius na
musculatura cervical durante a fase luteal em cérvix ovinas oriundas de abatedouro,
onde constatou-se uma inibicdo de 100% das contracbes de toda musculatura
cervical, com uma concentracdo de 300 ug/mL do dleo e verificou também que o
OECn, além de ser um agente natural, volatil, de baixa toxicidade, se apresentou

ainda com alta poténcia sobre a musculatura lisa cervical de ovelhas.

2.1.4.2. Croton nepetifolius Baill

O género Croton, pertencente a familia Euforbiaceae, possui € uma arvore
de pequeno porte, popularmente conhecida como marmeleiro vermelho ou
marmeleiro sabia, sendo o de maior dispersdo no Nordeste brasileiro, inclusive no
Ceard, podendo também ser encontrado nos cerrados, matas litoraneas e,
principalmente, na caatinga (CRAVEIRO, 1981; MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-
CARDOSO, 2004; CANUTO, 2005).

Esta planta é pertencente ao grupo de espécies chamados marmeleiros que,
semelhante as outras plantas deste género, é produtor de 6leo essencial com aroma
agradavel e caracteristico. E um arbusto que possui folhas com limbo triangular, com
base cordato-subtruncado ou levemente cordado e providas de glandulas estipitadas
e de margens duplamente serradas (Figura 6). As flores sdo pequenas, reunidas em
cachos e os frutos sédo capsulas tricocas. Suas folhas e cascas séo, frequentemente,

utilizadas na medicina popular para aliviar distlrbios gastrintestinais na forma de
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chas e infusdes (CRAVEIRO et al.,, 1980; LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999;
MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-CARDOSO, 2004).

Figura 6 — Amostras de C. nepetaefolius Baill. (a) folhas com limbo triangular, oval e
agudo; (b) frutos; (c) caule internamente avermelhado; (d) flores pequenas reunidas

em inflorescéncia do tipo cacho (Fonte: Adaptado de Pereira, 2006).

A composicdo quimica, assim como 0s demais O6leos essenciais, tem
influéncia de fatores ambientais de onde a planta é colhida. E constituido,
principalmente, por (% em peso de 6leo) 1,8-cineol (25%), conhecido também como
eucaliptol, metil-eugenol (14,9%), biciclogermacreno (11%) e xanthoxilina (10,1%),
dentre outros de menor importancia na sua contribuicdo percentual. Seu 6leo exerce
um efeito antiespasmddico no tecido gastrointestinal, inespecifico para as
contracdes da acetilcolina e histamina, reverte hipertensdo pelo relaxamento do
musculo liso vascular e pela sua atuagdo no sistema nervoso autbnomo, além de
possuir atividades antimicrobiana, antinflamatéria e de atuar na musculatura lisa
cervical (MAGALHAES et al., 1998; CATUNDA JUNIOR, 2003; CANUTO, 2005;
MAGALHAES, LAHLOU; LEAL-CARDOSO, et al., 2004; MORAIS et al., 2006;
PEREIRA, 2006).

Logo, a dilatacdo da cérvix ovina poderia ser obtida através do uso de

compostos bioativos extraidos dos vegetais, constituindo uma alternativa viavel.



38

2.2. Justificativa

As biotecnologias da reproducédo tém sido amplamente aplicadas em ovinos
na regido Nordeste do Brasil, na tentativa de melhorar quantitativa e
qualitativamente a producédo desses animais, cuja criacdo é considerada fonte de
renda de muitas familias, desde que sejam corrigidos os déficits nos manejos
sanitario, nutricional e reprodutivo.

Dentre as biotécnicas da reproducdo, aquela de maior aplicacdo, a
inseminacao artificial, tem sido limitada na ovelha pela dificuldade de ser realizada
pelo método transcervical, a qual é uma técnica que oferece baixo custo
operacional, causando pouco estresse aos animais, porém resultando em baixas
taxas de concepcdo com sémen fresco, resfriado ou congelado-descongelado.
Entdo, com o intuito de quebrar a barreira cervical, tém sido utilizados farmacos
sintéticos a fim de dilatar o canal cervical e, assim, permitir a IA transcervical. Tais
dilatadores convencionais ainda oneram bastante, por serem de dificil aquisicéo e
ainda apresentam resultados variaveis e inconsistentes, se fazendo necessario,
portanto, o uso de produtos alternativos para reduzir esse custo.

Dessa forma, a descoberta de um dilatador cervical extraido de forma
racional e sustentdvel da vegetacdo da propria regido semiarida, mais
especificamente da Caatinga, trard& um aumento no retorno econdmico fruto da IA,
aumentando a fertilidade. Inidmeras plantas vém sendo pesquisadas, demonstrando
suas atividades farmacoldgicas relevantes, no entanto o potencial destas plantas
como fonte de novas drogas ainda permanece, em grande parte, inexplorado
cientificamente. Nesse contexto, o O6leo essencial do género Croton, mais
especificamente, o Croton nepetifolius Baill (Marmeleiro vermelho), pode ser uma
alternativa. Seu 06leo essencial, além de ser um agente natural, é volatil, de baixa
toxicidade e pode ser de facil aquisicdo, ja que pode ser encontrado na propria
Caatinga do Nordeste do Brasil.

Assim o0 uso do 0leo essencial podera promover a dilatacao cervical a baixo
custo viabilizando a deposi¢éo intrauterina do sémen, aperfeicoando os indices de

fertilidade através da IA transcervical.
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1.

2.3.2.

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do 6leo essencial de Croton nepetifolius Baill na

penetrabilidade cervical em ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do 6leo essencial de Croton nepetifolius na penetrabilidade
cervical em ovelhas mesticas de Dorper e Santa Inés quanto a (ao):
e Tempo de passagem do mandril;

e Profundidade de penetracdo da cérvix.

Verificar uma possivel correlacéo entre 0 momento do estro e o efeito do 6leo
essencial de Croton nepetifolius na penetrabilidade cervical em ovelhas
mesticas de Dorper e Santa Inés através da avaliacéo do (a):

e Morfologia do 6stio cervical caudal

e Coloracéo dos epitélios vaginal e cervical;

e Quantidade, cor e padrdes de cristalizacdo do muco cervical.
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2.4. MATERIAL E METODOS

2.4.1. Aspectos éticos

O experimento foi realizado apés a aprovacao institucional do Instituto
Federal de Educacéo Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano (IF-SERTAO),
sendo todo o protocolo experimental conduzido conforme os principios éticos de
experimentac&o animal adotado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano, sob o
Protocolo n® 007/2015.

2.4.2. Local de execucéo

O experimento ocorreu no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Sertdo Pernambucano — IF-Sertdo, em Petrolina, Pernambuco,
localizado a 9° 23’ 34" S, 40° 30’ 28” O e numa altitude de 376 m. A temperatura
meédia anual é de 26,4 °C e a umidade € de 58% (EMBRAPA, 2005).

2.4.3. Animais experimentais

Foram utilizadas 40 ovelhas mesticas Dorper e Santa Inés, com idade de
(média * erro padrdo) 3,38 + 0,15 anos, escore de condicéo corporal 3,35 + 0,05 e
com, no minimo, uma paricdo, sendo selecionadas apos ultrassonografia, evitando
assim, que algum animal prenhe, bem como portador de alguma patologia genital,
fizesse parte do experimento. Foram, ainda, utilizados quatro carneiros Dorper, de
libido comprovada para deteccdo de estro. Os animais foram submetidos a um
regime semi-intensivo de producéo, onde, pela manha tinham acesso ao pasto de
Tifton (Cynodon spp.) e, no periodo da tarde, eram recolhidas em instalacdes
cobertas, recebendo capim elefante (Pennisetum purpureum) picado no cocho, bem
como agua e sal mineral a vontade. O manejo sanitario foi baseado no controle anti-
helmintico de todos os animais, uma semana antes do inicio dos protocolos
experimentais, utilizando-se o produto a base de Moxidectina a 1% (Cydectin®,
FORT DODGE, Brasil), na dose de 1 mL para cada 50 kg de peso, aplicada por via

subcutanea.
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2.4.4. Sincronizagao do estro

Todas as ovelhas receberam por via intravaginal, um dispositivo liberador de
progesterona (EASI-BREED CIDR®, Pfizer, Brasil), o qual permaneceu na porcao
cranial da vagina por 14 dias. No momento da retirada do CIDR (EASI-BREED
CIDR®, Pfizer, Brasil), também foi administrado, por via intramuscular, 200 Ul de

gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Novormon®, Intervet/Schering-Plough, Brasil).

2.4.5. Deteccéo do estro

Decorridas 12 horas da retirada do CIDR (EASI-BREED CIDR®, Pfizer,
Brasil), iniciou-se a deteccdo do estro, sendo repetida a cada quatro horas, até a
ultima ovelha sair do estro. Para isto, foi utilizado quatro carneiros Dorper, 0s quais
ficaram expostos as fémeas por, no minimo, 30 minutos. A ovelha foi considerada
em estro, quando se manteve imovel a tentativa de monta feita pelo macho
(Mauléon; Dauzier 1965).

2.4.6. Coleta e Obtencédo do 6leo essencial de Croton nepetifolius (OECnh)
Coleta do material vegetal
As folhas e inflorescéncias de Croton nepetifolius foram coletadas na
localidade chamada Cachoeira do Urubu, divisa entre os estados do Ceara e Piaui
(Brasil), em abril de 2015. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario
Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Cearad (UFC), em Fortaleza, Ceara,
Brasil.
Obtencao do 6leo essencial
As folhas frescas foram cortadas em pedacos e submetidas a extracdo do
Oleo essencial por hidrodestilacdo, durante duas horas, em aparelho tipo Clevenger.
O oleo essencial foi seco com sulfato de sodio anidro e o rendimento foi calculado
com base no peso da planta fresca. O 6leo essencial obtido era incolor e com odor
caracteristico. O 6leo foi acondicionado em frasco de vidro ambar e mantido na
geladeira em temperatura abaixo de 4°C até o momento do seu uso.
Andlise do Oleo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)
As analises por CG-EM foram realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado

ao espectrometro de massas da marca Shimadzu (QP2010 Ultra, Shimadzu
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Corporation, Kioto, Japao) equipado com um autoinjetor (AOC-20i, Shimadzu
Corporation, Kioto, Japao). A separacao foi realizada em coluna capilar de silica
fundida (DB-1) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, e 0,25 ym
para o tamanho das particulas, em um fluxo constante de hélio (99.999%), que foi
usado como gas de arraste. O volume de injecao foi de 100 pL.
Analise qualitativa e quantitativa

Os dados foram adquiridos e processados em um computador usando o
software Shimadzu GC-MS-Solution. A identificacdo dos constituintes quimicos foi
assinalada com base na comparacado dos seus indices de retencao relativa com os
de uma mistura de uma série homéloga de n-alcanos (Ce-C19), bem como pela
comparacdo dos espectros de massas armazenados na biblioteca de dados
espectrais Wiley 8 e NISTO05, instaladas no equipamento.

A composicao do 6leo encontra-se descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicéo quimica do 6leo essencial de Croton nepetaefolius Baill.

T
-
Q ®)
. ™ %
Nome do composto IKL Cé) =
I
(@)
a-Pineno 939 0,27 932
Sabineno 975 2,5 971
1,8-Cineol 1031 15,96 1029
4-Terpineol 1177 0,58 1183
a-Terpineol 1188 3,03 1198
B-Elemeno 1390 2,77 1402
Metil-Eugenol 1403 32,76 1418
(E)-Cariofileno 1419 13,53 1430
a-Humuleno 1454 1,44 1461
Espatulenol 1578 1,21 1574
Oxido de cariofileno 1583 1,31 1579
Xanthoxilina 1668 3,96 1655
Fluoroglucinol trimetil éter 1,63 1420
Total 80,96

*(IK)L. indice de Kovats da Literatura

1 Oleo Essencial Marmeleiro Sabia 3 Cachoeira do Urubu-Folhas Inflorescéncias.
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2.4.7. Delineamento experimental e mensuracao da penetrabilidade cervical

No momento da retirada do CIDR, as 40 ovelhas mesticas Dorper e
Santa Inés foram igualmente (n = 10) distribuidas, ao acaso, em quatro grupos
experimentais: CONTROLE, Misoprostol, OECn50 e OECn100, descritos a seguir:

e CONTROLE: as ovelhas receberam no fundo do saco vaginal, proximo a
abertura cervical externa (Figura 7), 5 mL de solucao fisiolégica a 0,9%
NaCl (Solucéo Fisiolégica 0,9%®, Equiplex, Brasil), 54 h apés a retirada do
CIDR e 5 minutos antes de iniciar a mensuracdo da penetrabilidade
cervical. Para tanto, foi utilizada uma seringa acoplada a uma bainha
plastica de inseminagao artificial bovina (Bainha francesa, IMV®, Franca).

e PGE-MISOPROSTOL: foi administrado, no fundo do saco vaginal, proximo
a abertura cervical externa (Figura 7), um analogo da PGE1, o Misoprostol
(Prostokos®, Hebron, Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica
Ltda., Brasil), 48 h apés a retirada do CIDR e seis horas antes da IA. Para
tanto, foi utilizada uma seringa acoplada a uma bainha plastica de
inseminacao artificial bovina. O Misoprostol foi administrado na dose de
200 pg/ovelha, onde 1 comprimido de 200 ug foi, previamente, diluido em
5 mL de solucéo fisiol6gica (Solucao Fisioldgica 0,9%®, Equiplex, Brasil)

e OECN50: Foi administrado, no fundo do saco vaginal, préximo a abertura
cervical externa (Figura 7), 54 h apds a retirada do CIDR e 5 minutos
antes de iniciar a mensuragcdo da penetrabilidade cervical, 50 pg/mL do
O0leo de Croton nepetifolius. Para tanto, foi utilizada uma seringa
hipodérmica de 1 mL (Seringa descartavel para insulina com agulha®,
Descarpack, China)

e OECN100: Grupo que recebeu o mesmo procedimento utilizado no grupo

OECN50, porém sendo aplicado 100 pg/mL do 6leo de Croton nepetifolius.
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Figura 7: (A) Introducdo do espéculo vaginal para visualizacao da cérvix; (B)
administracdo no fundo do saco vaginal, proximo a abertura cervical externa, com

auxilio de uma seringa acoplada a uma bainha plastica de inseminacao artificial.

Para aplicar os tratamentos e avaliar a profundidade e tempo de
penetrabilidade cervical em cada grupo experimental, as ovelhas foram contidas na
posicdo quadrupedal para minimizar os movimentos laterais e para frente, sendo 0s
parametros avaliados nos tempos 0, 24 48, 54, 60, 66 e 72 h apés a retirada do
CIDR. Posteriormente, o perineo foi limpo e, em seguida, introduzido um espéculo
com fonte de luz para visualizacdo da cérvix. Depois de visualizada a cérvix, a
extremidade do mandril do aplicador de inseminacao artificial bovina (Aplicador
Universal Nacional®, Alta Genetics, Brasil), adaptado com graduacdes de 0,5 cm, foi
posicionada no orificio externo da cérvix (para se tornar o “ponto zero”). Em seguida,
o mandril foi introduzido para dentro da cérvix e avangado até o maximo permitido,
ponto este registrado como a profundidade de penetragéo cervical (Figura 8).

Figura 8: Avaliagédo da profundidade e tempo de penetrabilidade cervical.
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2.4.8. Morfologia cervical e vaginal

Imediatamente antes dos momentos de avaliacdo da penetrabilidade
cervical, foi avaliada a morfologia vaginal e cervical, sendo o 0stio cervical caudal
classificado de tipo Roseta, Fenda e Bico de Pato (KERSHAW et al., 2005).

Inicialmente, mucosas vaginal e cervical foram avaliadas quanto a coloracao,
0 que ocorreu desde o momento da retirada do CIDR até 72 h apds, sendo
classificada como: branca, rosa e vermelho escuro (LEETHONGDEE et al., 2007).

Também durante os mesmos momentos, foi avaliada a quantidade, a
coloracdo e o aspecto histolégico do muco cervical. Quanto a quantidade, a
producdo de muco cervical foi classificada como: descarga de muco baixo (sem
descarga de muco cervical que fluiu a partir da abertura da cérvix), descarga de
muco médio (algum corrimento cervical em torno da area da abertura da cérvix),
descarga de muco elevado (descarga de muco cervical abundante na abertura da
cérvix, corrimento de muco cervical correndo para fora da abertura da cérvix e um
acumulo de descarga cervical na vagina). Ja a coloracdo do muco cervical foi
classificada como: clara, amarela ou rosa (LEETHONGDEE et al., 2007).

Quanto ao aspecto histolégico, foi realizado um esfregaco (laminas) do muco
cervical utilizando um swab estéril (Swab Coleta®, Swab Coleta®, Global Trade
Technology, Brasil). As laminas foram colocadas para secar em temperatura
ambiente durante 15 minutos e, logo em seguida, foi avaliada sob microscopia
Optica, a um aumento de 100X, retirada uma fotografia para posterior analise dos
diferentes padrdes de cristalizacdo (Figura 9), sendo estes classificados como:
incompleto ou de cristalizagdo atipica, de cristalizacdo completa ou tipica e
degradados cristalizacdo (MENARGUEZ et al., 2003).
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Figura 9: (A) Swab do muco cervical, (B) Avaliacdo da lamina, para
classificacao dos padrdes de cristalizagdo do muco cervical.

2.4.9. Parametros avaliados

Foram registradas as seguintes variaveis: propor¢cdo de fémeas em estro;
intervalo entre a retirada do CIDR e o estro (h); morfologia do 6stio cervical caudal;
coloracao de epitélios cervical e vaginal; cor, aspecto e quantidade de muco cervical;
padrbes de cristalizacdo do muco cervical; proporcdo de fémeas com cérvice
penetrada; profundidade de penetracdo da cérvix; tempo de passagem do mandril
de IA.

2.4.10. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo. Para
comparacao dos diversos parametros, utilizou-se a Andlise de Variancia. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey e foram consideradas estatisticamente
diferentes quando apresentarem nivel de significAncia menor que 5% (P<0,05). Os
dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste Qui-quadrado. Os
dados que néo apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste de
Kruskal Walis. Foi utilizado o programa ASSISTAT Versao 7.7 beta (2016).
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2.5. RESULTADOS

No tocante a avaliacdo da morfologia cervical, inicialmente, foi registrada a
proporcao de cada formato do orificio cervical externo, sendo encontrado 29,73% de
cérvix do tipo Roseta, seguido de 27,02% do tipo Fenda, 21,62% do Bico de Pato,
13,51% do tipo Flap e 8,11% do tipo Papila.

No momento da retirada do CIDR, foi possivel penetrar a cérvix em 50% dos
animais dos grupos Controle, Misoprostol e OECN100, bem como em 70% das
ovelhas do grupo OECN50. No horario de 54 horas apds a retirada do CIDR, foi
alcancado 40% no grupo Controle, 60% no grupo Misoprostol, 70% nos grupos
OECN50 e OECN100 de penetrabilidade cervical.

Ja em relacdo ao tempo de passagem (minutos), as médias dos tempos de
penetrabilidade cervical ndo diferiram entre periodos pés remocédo de CIDR, mas sim
entre grupos de tratamento cervical dentro de alguns momentos pds remocao do
CIDR (Tabela 7). No horario de 54 horas apés a retirada do CIDR, néo foi verificada
diferenca significativa entre os tratamentos, para o tempo penetrabilidade cervical
(P>0,05). O Grupo OECNn100 apresentou um menor tempo de penetrabilidade
guando comparado com o Grupo Controle, as 60 e 66 horas apés a remocao do
CIDR, mas ndo houve diferenca significativa quando comparado com os demais
grupos. E, as 72 h, o Grupo OECNn100 apresentou um menor tempo de
penetrabilidade quando comparado com o Grupo OECn50 e o Grupo Controle, mas

nao houve diferenca quando comparado com o Grupo Misoprostol (Tabela 7).

Tabela 7: Tempo de penetrabilidade (minutos) na cérvix (média + erro padrdo) de
ovelhas mesticas da Dorper vs. Santa Inés de acordo com o grupo de tratamento:
Controle, Misoprostol, OECn50 e OECn100.

Tratamento Tempo de penetrabilidade cervical em relacdo a remocédo do CIDR (minutos)
0 24 48 54 60 66 72
Controle 2,940,624 3,3+0,43  2,6+0,6°2 2,6+0,6A2 4,1+0,62A 4,4+0,52A 4,0+0,72A

Misoprostrol  2,6+0,5*  3,0+0,3%*  2,4+0,5%2 2,840,744 1,740,604 3,310,634  22+0,5304
OECN50 2,2+0,5%  2,0+0,6  3,4+0,6%2  2,9+0,6A2 2,340,637 1,940,504 3,940,524
OECn100 2,740,624  1,5+0,524  1,8+0,4% 2,610,672 1,540,604 1,640,604 0,9+0,45A

A-B Valores com letras mailsculas sobrescritas distintas entre colunas, diferem (P<0,05).

a.b Valores com letras minlsculas sobrescritas distintas entre linhas, diferem (P<0,05).
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No que se refere ao grau de profundidade cervical, ndo foi verificada

diferenca significativa entre os grupos de tratamentos (P>0,05) (Tabela 8).

Tabela 8: Profundidade (cm) da cérvix (média * erro padrdo) de ovelhas mesticas da

Dorper vs. Santa Inés de acordo com o grupo de tratamento: Controle, Misoprostol,

OECNn50 e OECNn100.

Profundidade cervical em relacéo a remocao do CIDR (cm)

Tratamento

Oh 24 h 48 h 54 h 60 h 66 h 72 h
Controle 5,25+1,04 3,50+1,21 3,45+0,90 2,85+0,88 3,30+0,90 2,40+0,80 3,40+0,88
Misoprostol 4,05+0,91 2,60+0,74 4,56+0,85 4,10+0,91 5,65+0,89 4,60+0,77 4,95+0,79
OECn50 5,15+0,95 2,40+0,80 3,95+0,75 4,75+0,78 4,75+0,75 4,20+0,80 4,95+0,74
OECn100 4,55+0,99 4,30+0,75 5,30+0,49 4,75+0,98 4,75+0,91 4,70+0,74 5,80+0,62

P>0,05.

Com relacdo ao comportamento estral, todas as ovelhas (100%) apresentaram
estro, independentemente do grupo tratado, sendo o intervalo de tempo médio (x
erro padréo) entre a retirada do CIDR e o inicio do estro de 34,00 + 1,96, 36,40 +
2,56, 28,40 + 1,26 e 32,00 + 1,62 h, para os grupos Controle, Misoprostol, OECn50 e
OECn100, respectivamente (P>0,05) (Figura 10).

A Figura 10 mostra, ainda, que os animais nao tratados com 6leo essencial
C. nepetifolius (grupos Controle e Misoprostol) iniciaram o comportamento estral de
forma dispersa e tardia. Em contrapartida, os animais tratados com o 6leo essencial
C. nepetifolius, seja na concentracédo de 50 ou 100 pug/mL, apresentaram uma maior
concentracdo de inicios de estro e de forma precoce, onde, até 32 h apds a retirada
do CIDR, 90% e 80% dos animais dos grupos OECN50 e OECN100,

respectivamente, iniciaram o estro.
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Figura 10: Percentual de ovelhas mesticas (Dorper vs. Santa Inés) exibindo estro de
acordo com o grupo (Controle vs. Misoprostol vs. OECn50 vs. OECn100).
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Do momento da retirada do dispositivo (0 h) até 60 horas apds sua retirada,
foi verificado um aumento da descarga de muco cervical, sendo reduzido as 72
horas (Tabela 3). No que se refere a coloracdo dos epitélios vaginal e cervical em
relacdo a retirada do CIDR, em todos os momentos de observacao, predominou as
ovelhas que apresentavam epitélios vaginal e cervical de coloragéo rosa (Tabela 9).
Durante todo tratamento, os animais ndo apresentaram epitélio vaginal de coloracéo

branca ou vermelho escuro (Tabela 9).
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Tabela 9: Padrdes de mudanca, expressos em porcentagem, da cor do epitélio
vaginal e cervical, caracteristicas do muco cervical em ovelhas mesticas da Dorper

vs. Santa Inés em diferentes tempos (horas) ap0s a retirada do dispositivo CIDR.

Tempo em relacdo a retirada do CIDR (h) P-valor
0 24 48 54 60 66 72

Descarga de muco baixo 90,0 55,0 575 325 225 20,0 625
Descarga de muco médio 50 20,0 275 250 225 30,0 125

Descargade mucoelevado o 125 150 42,50 50,0 50,0 250 0001
Epitélio vaginal rosa 850 97,5 90,0 925 90,0 875 97,5
Epitélio vaginal vermelho 150 2.5 100 75 100 125 25 0,019
Epitélio cervical rosa 87,5 9255 90,0 775 575 67,5 65,0
Epitélio cervical vermelho <0,001

125 7,5 7,5 225 425 32,5 350

Os diferentes padrdes cristalizagdo do muco cervical, observados em
esfregacos coletados em momentos diferentes, durante o periodo de 0 h até 72 h
apos retirada do CIDR, s&o ilustrados na Figura 2. As 0 h e 24 h apds a retirada do
CIDR, 90% (Figura 11A) e 75% (Figura 11B) das ovelhas apresentaram cristalizagéo
incompleta, respectivamente. A cristalizacdo maxima foi observada as 48 h (Figura
11C) e o inicio da degradacdo da cristalizacdo foi observado a partir das 54 h
(Figura 11D) até 72 h (Figura 11G) ap0s a retirada do CIDR. A degradagéo de
cristalizacdo méxima foi alcancada as 72 h (Figura 11G).
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Figura 11: Padrbes de cristalizagdo no muco cervical coletados em momentos
diferentes em ovelhas mesticas da Dorper vs. Santa Inés. Cristalizacdo do muco
cervical a partir da retirada do CIDR: (A) 0 h; (B) 24 h, cristalizagdo completa e
incompleta; (C) 48 h, maxima cristalizacdo no muco coletado; (D) 54 h, cristalizacéo
incompleta e inicio da degradacéo da cristalizacdo; (E) 60 h, (F) 66 h e (G) 72 h,

degradacao de cristalizagcdo completa.
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2.6. DISCUSSAO

O ostio cervical externo € considerado a primeira barreira a ser quebrada na
inseminacdo artificial. Neste estudo, os tipos de Ostio cervical externo mais
encontrados foram Roseta, Fenda e Bico de Pato, assim como observado por
Franco et al. (2014), trabalhando com ovelhas da raca Santa Inés. Porém, Souza et
al. (1994), que estudaram as racas Ideal e Corriedale, encontraram a cérvix do tipo
Flap como a mais frequente. Moura et al. (2011), também estudando a raca Santa
Inés, porém, observaram a maior frequéncia de 0stio cervical do tipo Liso e Kershaw
et al. (2005) registraram o tipo Espiral como o de maior predominio, embora sem
trabalharem com uma raga especifica.

A penetrabilidade cervical média foi de 4,27 cm. Resultados semelhantes foram
observados por Moura et al. (2011), que alcancaram 4,4 cm de penetracdo de
cérvice. Cruz Jr. (2006) inseriu 0 mandril na cérvice em torno de 4,68 cm, enquanto
Franco et al. (2014) alcancaram 4,13 cm. Ja Nagvi et al. (2005) e Kershaw et al.
(2005) observaram penetrabilidades de 5,3 e 3,5 cm, respectivamente.

Halbert et al. (1990) e Kershaw et al. (2005) afirmaram que os tipos de 0stio
caudal da cérvix ndo influenciaram, significativamente, a taxa de fertilidade em
ovelhas e concluiram néo ser possivel correlacionar o tipo de 6stio caudal da cérvix
com outras caracteristicas como o tamanho, nimero de anéis e espessura.

No que diz respeito ao tempo de penetrabilidade (minutos) cervical, o grupo
que utilizou uma concentracdo de 100 pg do 6leo essencial Croton nepetifolius Baill
(OECn) (dilatador natural) e o misoprostol (dilatador sintético) demorou menos
tempo para ter suas cérvices penetradas (OECn — 1 min e 48 s; Misoprostol — 2 min
e 34 s, respectivamente), quando comparados com 0s demais grupos tratados.
Nossos resultados foram semelhantes aos de Magalhdes et al. (2012), que
realizaram a inseminacgao artificial pela via transcervical, utilizando o misoprostol e o
sulfato de terbutalina como dilatador, obtendo um tempo de passagem de 1 min e 53
S e superiores quando comparado com os obtidos por Moura et al. (2011), os quais
realizaram a passagem do aplicador seminal durante 6 min e 15 s, assim como com
agueles registrados por Neto (2012), que realizaram a inseminacao artificial pela via
transcervical, utilizando dilatadores cervicais e obtiveram um tempo de passagem

médio de 5 min e 37 s.
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O misoprostol € um andlogo sintético da prostaglandina E1 (PGE1), sendo
altamente eficiente na inducdo da abertura cervical e no estimulo da atividade
contratii do miométrio (NUNES et al., 1999; KATZ et al., 2000). O uso de
misoprostrol promove o aumento do relaxamento natural do colo do Gtero em
ovelhas em estro, além de elevar a profundidade de penetracdo maxima 54 horas
apos a retirada de esponja impregnada com progesterona (LEETHONGDEE et al.,
2007).

Ja em relacdo ao 6leo essencial de Croton nepetifolius Baill, foi verificado que
ele promove o relaxamento da musculatura lisa, como o musculo liso do ileo
(MAGALHAES et al., 2004), muasculo liso vascular (LAHLOU et al., 2000), musculo
liso da traqueia (MAGALHAES et al., 1998) e musculo liso cervical (PEREIRA,
2006). O oleo possui acao miorrelaxante no musculo liso, o qual requer a diminuicéao
dos niveis intracelulares de calcio e/ou a diminuicdo da sensibilidade das proteinas
contrateis a concentragéo de calcio intracelular (MAGALHAES, 2002).

Pereira (2006), utilizando o OECnh, verificou contracdes espontaneas no
musculo liso cervical da ovelha durante a fase luteal do ciclo estral a partir da
concentracdo de 30 pg/mL, para todos os segmentos musculares, revertendo a
contratura potassica e inibindo as contracdes produzidas pela acetilcolina. Estes
resultados corroboram com os achados no presente estudo, onde foi possivel o
relaxamento cervical, mesmo ndo havendo diferenca significativa. Magalhaes et al.
(2003) obtiveram resultados satisfatorios, utilizando também o OECn na
concentracdo de 300 e 600 pg/mL, como antiespasmédico na traqueia,
apresentando, também, atividade vasodilatadora.

Um fator importante para penetracdo cervical esta relacionado com a ordem de
parto (SOUSA, 1999; ALMEIDA et al., 2002). A ordem de parto assume importancia
significativa na inseminacédo pela via transcervical em ovelhas. No presente estudo,
foram utilizadas somente ovelhas pluriparas e com, no minimo, duas pari¢coes,
sendo verificado que ndo houve aumento da penetrabilidade (cm) nos tempos apos
a retirada do CIDR em relagéao aos grupos de tratamento.

Um aspecto importante que poderia explicar a auséncia do efeito de dilatacao
do OECn50 e OECNn100 e do misoprostol seria o grau de dilatacdo cervical natural
de acordo com 0 momento do estro.

De uma forma geral, a média de duracdo do estro do estro foi de 36 h,

resultados semelhantes aqueles encontrados por Cavalcanti (2008) (37 h),
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trabalhando com ovelhas Dorper e Santa Inés e por Hashemi, Safdarian e Kafi
(2006) (31 h) que trabalharam com ovelhas da raga Karakul. Padilha et al. (2011)
compararam a utilizacdo do CIDR e da esponja impregnada com acetato de
medroxiprogesterona (MAP), obtendo um intervalo de 29 e 34 horas,
respectivamente, entre a retirada do dispositivo e inicio do estro. Ribeiro et al.
(2015), trabalhando com ovelhas, também utilizaram CIDR para a sincroniza¢do do
estro e o intervalo encontrado foi, em média, 21 horas. Hashemi, Safdarian e Kafi
(2006), utilizando um protocolo de sincronizacdo de estro de 12 dias, associado a
administracdo de eCG em ovelhas, alcancaram uma média de 30 horas de intervalo
entre a retirada do dispositivo e o inicio do estro. Esses achados corroboram com os
deste trabalho, uma vez que houve uma maior concentracao de inicio de estro das
24 as 32 horas ap0s a retirada do dispositivo.

Foi possivel verificar que ha um grau de relaxamento cervical no estro, o qual
ocorre naturalmente, permitindo a penetracdo transcervical em uma pequena
proporcao de ovelhas pluriparas. Esse relaxamento natural no estro e a ovulagéo
sdo resultantes das mudancas dos horménios que ocorrem neste momento. Os
aumentos das concentragdes de estradiol e de receptores de ocitocina durante o
periodo pré-ovulatério resultam no aumento da sintese de prostaglandina Eoz,
levando a remodelacdo da matriz extracelular cervical para relaxar a cérvix (STYS et
al., 1981; LEDGER et al., 1983; SHEMESH et al., 1997).

Como os animais do grupo nao tratado com o Oleo iniciaram seu estro
tardiamente, estes, provavelmente, encerraram seu estro de forma mais tardia,
quando comparado com os demais grupos que receberam o Gleo essencial como
dilatador. Assim, a auséncia de superioridade na dilatacdo cervical dos animais
tratados com o Oleo, parece ser devido a um menor grau de dilatacdo cervical no fim
do estro.

Os resultados observados para a quantidade, coloracdo e aspecto do muco
cervical s6 confirmam nossa hip6tese. No que diz respeito a descarga vaginal, esta
pode ser observada um a dois dias antes do inicio do estro, sendo mais evidentes
no seu decorrer (SIQUEIRA, 2006) e o estradiol tem uma grande influéncia sobre o
fluxo sanguineo para o trato reprodutivo em ovinos, bem como o aumento deste
fluxo reflete na cor do epitélio vaginal e cervical. Nossos resultados sugerem que o
fluxo de sangue através dos tecidos vaginais e da cérvix resultou em epitélios de

coloragédo, na sua maioria, rosa, indicando um elevado fluxo de sangue em todo
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momento. J& Leethongdee et al. (2007) verificaram que o fluxo de sangue aumentou
de um epitélio palido no tempo 0 h (indicando o fluxo sanguineo baixo) para um
epitélio vermelho ou rosa no tempo de 72 h (elevado fluxo de sangue).

Em relacdo ao padréo de cristalizacao, foi verificada a cristalizacdo completa,
48 h apos a retirada do CIDR, havendo a méxima secrecdo de estradiol, decorrente
do estro. A cristalizagdo esta associada com o aumento de conteldo aquoso e
alteracdes nas quantidades relativas de glicoproteinas (HONMODE; PACHLAG,
1973; GOULD; ANSARI, 1981). A formacéo de estruturas semelhantes a folha de
samambaia tem uma relagdo estreita com a viscosidade e elasticidade do muco
cervical (LEETHONGDEE et al., 2007).
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3.0. CONCLUSOES

Dessa forma, pode-se concluir que o uso do 6leo essencial Croton nepetifolius
Baill (OECn) nas concentragbes de 50 pg e 100 pg, facilta o tempo de
penetrabilidade cervical (minutos) ovina, 60 horas apds o final de um tratamento
progesterdnico de sincronizacdo do estro.

A penetrabilidade cervical (cm) resultante do uso do 6leo essencial Croton
nepetifolius Baill (OECn) depende do momento do estro em que a ovelha se
encontra.

O o6leo essencial Croton nepetifolius Baill (OECn) nas concentracfes de 50 ug
e 100 pg como dilatador cervical, visando a inseminacgao artificial, deve ser utilizado
as 60 horas apds o inicio do estro, desde que o estro sincronizado através de um
tratamento progesterénico termine apds a aplicacdo do dilatador.

Faz-se necessario a realizacdo de mais estudos, utilizando diferentes
concentracbes, em outras racas ovinas e apds diferentes tratamentos
progesterdnicos, para caracterizar o real papel do 6leo essencial Croton nepetifolius
Baill.
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INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO CIENCIA E TECNOLOGIA DO SERTAO PERNAMBUCANO
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “USO DO OLEO ESSENCIAL DE Croton
nepetaefolius BAILL (MARMELEIRO VERMELHO) COMO DILATADOR CERVICAL
NA COLHEITA TRANSCERVICAL DE EMBRIOES EM OVELHAS DO SEMIARIDO
DO

SUBMEDIO SAO FRANCISCO” e sua relacdo com a fertilidade do rebanho”, Protocolo n°
007/2015, sob a responsabilidade de EDILSON SOARES LOPES JUNIOR, esté de acordo
com os principios éticos de experimentacdo animal adotados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano.

We certify that the Research “USO DO OLEO ESSENCIAL DE Croton nepetaefolius BAILL
(MARMELEIRO VERMELHO) COMO DILATADOR CERVICAL NA COLHEITA
TRANSCERVICAL DE EMBRIOES EM OVELHAS DO SEMIARIDO DO SUBMEDIO
SAO FRANCISCO” protocol number 007/2015, under the responsibility of EDILSON
SOARES LOPES JUNIOR, is agree with Ethical Principles in Animal Research adopted by
The Ethics Committee in Animal Studies of Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Sertdo Pernambucano.

Petrolina, 11 de junho de 2015.

@%J;)%v c(ﬂ \JU{I/()LM ?&« m[g

Prof. Rodolfo de Mqraes Peixoto
Coordenador do Comité dg Etica no uso Animais
IF SERTAO-PE

Rua Coronel Amorim, 76 — Centro — Petrolina — PE — Brasil
CEP 56.302-320 | Telefone: (87) 2101-2350
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