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RESUMO

A fim de avaliar o efeito do uso de esponjas intravaginais impregnadas com o6leos
essenciais da planta Vitex agnus castus L. na sincronizacéo do estro e fertilidade de
cabras, 48 fémeas caprinas da raca Anglo Nubiana foram distribuidas em quatro
grupos (n = 12) para indugéo do estro. No grupo 1 (MAP-COM), foi administrado
intramuscularmente (IM) 75 pg de d-cloprostenol e depositado uma esponja
intravaginal impregnada com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP), a
qual foi retirada cinco dias depois. No dia da retirada das esponjas, as cabras
receberam (IM) 300 Ul de eCG; No grupo 2 (MAP-ART), foi realizado o0 mesmo que
no grupo MAP-COM, sendo, porém, utilizadas esponjas intravaginais preparadas
artesanalmente e injetadas com 60 mg de MAP. O grupo 3 (OEVACG60) foi
semelhante ao MAP-COM, mas a esponja intravaginal foi impregnada com 60 mg de
Oleo essencial de Vitex agnus castus L.; e o grupo 4 (OEVAC120) diferiu do
OEVACG60 pela impregnacéo de 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L.
na esponja intravaginal. Inseminac@es artificiais transcervicais foram realizadas 54
horas apos a retirada do dispositivo com sémen in natura diluido. Todas as fémeas
dos quatros grupos apresentaram estro. Os inicios dos estros nos animais dos
grupos MAP-COM ou MAP-ART se concentraram mais cedo comparado aos grupos
OEVACG60 e OEVAC120. No 14° dia apés a retirada das esponjas, as concentracdes
de progesterona nas cabras dos grupos MAP-COM e MAP-ART foram superiores
(P<0,05) aquelas dos animais pertencentes aos grupos OEVAC60 e OEVAC120. As
cabras com estros sincronizados com MAP-COM e MAP-ART apresentaram maiores
taxas de gestacdo que aquelas tratadas nos grupos OEVAC60 e OEVAC120.
Portanto, 0 uso de esponjas intravaginais impregnadas com 60 e 120 mg de 6leo

essencial da planta Vitex agnus castus L. € capaz de sincronizar o estro.

Palavras-chave: Alecrim de angola. Caprino. Dispositivo. Progestageno.



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of using intravaginal sponges impregnated with
essential oils of the plant Vitex agnus castus L. the synchronization of estrus and
fertility of goats, 48 female goats race Anglo Nubian were divided into four groups
(n=12) for estrus induction. In the group 1 (MAP-COM), It was administered
intramuscularly (im) 75 ug of D-cloprostenol and deposited one intravaginal sponge
impregnated with 60 mg of medroxyprogesterone acetate (MAP), which was removed
five days later. On the day of sponge removal, the goats received (im) 300 IU eCG;
In group 2 (MAP-ART), It was performed the same as in G1, which, however, used
intravaginal sponges prepared by hand and injected with 60 mg of MAP. Group 3
(OEVACG60) it was similar to MAP-COM, but intravaginal sponge was impregnated
with 60 mg of essential oil Vitex agnus castus L; and group 4 (OEVAC120) differs
from OEVACG60 the impregnation 120 mg of the essential oil the plant Vitex agnus
castus L. intravaginal sponge. Transcervical artificial inseminations were performed
with semen diluted fresh and 54 hours after removal of the device. All females from
the four groups showed estrus. The beginnings of estrus in animals of groups MAP-
COM or MAP-ART or focused subtly earlier compared to OEVAC60 and OEVAC120
groups. On the 14th day after sponge removal, plasma progesterone concentrations
in goats of MAP-COM and MAP-ART groups were higher (P <0.05) to those of
animals belonging to OEVAC60 and OEVAC120 groups. The goats with estrus
synchronized with MAP-COM and MAP-ART had higher pregnancy rates than those
treated in OEVAC60 and OEVAC120 groups. Therefore, the use of intravaginal
sponges impregnated with 60 and 120 mg of the essential oil of the plant Vitex agnus

castus L. is able to synchronize estrus, but not ovulation goats.

Keywords: goat, device, plant, progestagen, vagina.
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1. INTRODUCAO

E evidente a necessidade de aumentar a eficiéncia reprodutiva de caprinos
explorados no Nordeste do Brasil a fim de contribuir para o aumento do potencial
genético e produtivo do rebanho caprino, visto que a procura por produtos originarios
dessa espécie vem crescendo nos ultimos anos.

Nesse contexto, tem-se buscado o avanco de biotecnologias da reproducéo,
visando obter melhores resultados na producao e reproducao dessa espécie. Dentre
as biotécnicas da reproducdo, a sincronizacdo de estro e ovulacdo permite que
varias fémeas possam ser fecundadas em um curto espaco de tempo através do uso
eficiente da inseminacéo artificial, possibilitando o planejamento da época dos
partos, promovendo, assim, praticas de manejo eficientes, o fornecimento racional
da racédo, a formacao lotes homogéneos e a significativa producéo de leite e carne
(MACHADO; SIMPLICIO, 2001).

A sincronizacdo do estro consiste na manipulacdo do ciclo estral através da
utilizacdo de horménios ou associacbes hormonais. Essa biotécnica tém como
principios encurtar ou prolongar o ciclo estral, provocando a lutedlise ou prolongando
a fase lutea, de modo que um grupo de animais entre em estro e/ou ovule durante
um curto periodo de tempo, ou até mesmo, num unico dia (MAIA JUNIOR; ARAUJO;
SALLES, 2009). Em caprinos, a técnica de prolongamento da fase luteal do ciclo
estral, utilizando progesterona exdgena ou progestagenos € a mais utilizada. Pode
ser realizada com o uso de progestagenos, seja através de implantes auriculares
impregnados com norgestomet, seja por meio de esponjas intravaginais de liberacao
impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) ou 45 mg de
acetato de fluorogestona (FGA). Também é utilizado o dispositivo intravaginal de
liberacdo controlada de progesterona (CIDR) que contém 330 mg de progesterona
natural (KNIGHTS et al., 2001), de utilizacdo idéntica a esponja de progestageno,
porém de custo mais elevado. Os tratamentos progestagenos ou progesterdnicos
sdo, comumente, associados com a gonadotrofina coridnica equina (eCG) e
analogos da prostaglandina Fyq (PGF24) (BARIL; SAUMANDE, 2000).

No entanto, a sincronizacédo do estro e da ovulagcdo tem seu uso limitado em
funcdo do elevado custo e pequena disponibilidade de horménios no mercado

nacional, em especial na regido Nordeste, caracterizando, dessa forma, um dos
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entraves para um maior desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas (CARVALHO,
2009).

Diversos estudos tém mostrado que, em regifes do semiarido nordestino, a
populacdo possui um amplo conhecimento sobre a utilidade medicinal de
determinadas espécies de plantas da caatinga, o que pode colaborar para o estudo
mais intenso dessa flora para a permanéncia da biodiversidade e seu emprego
dentro do ecossistema desse bioma. A Vitex agnus castus (L), conhecida,
popularmente, como Liamba ou Alecrim-de-Angola, € utilizada para fins medicinais e
religiosos. Também foi observado que seu uso continuo reduz os problemas
ocasionados pela sindrome pré-menstrual, que acomete um vasto numero de
mulheres e também pode minimizar os sintomas da menopausa (SCHELLENBERG,
2001; LUCKS, 2003).

Segundo Milewicz et al. (1993), a Vitex agnus castus (L) tem sido testada com
eficacia clinica na normalizacdo dos defeitos da fase litea e dos baixos niveis de
progesterona desta fase. Estudos relatam que a da referida planta e sua agdo como
agonista dopaminérgico, diminua a secrecdo de prolactina, ocasionando a uma
supressdo de LH, onde permite o desenvolvimento do corpo lateo, o aumento dos
niveis de progesterona e a redugdo dos sintomas da sindrome pré-menstrual
(TESCH, 2003).

Nesse sentido, a fim de esclarecer a possibilidade da utilizacdo de compostos
naturais obtidos a partir de plantas, diversos estudos tém sido realizados para
avaliar a verdadeira funcao da Vitex agnus castus (L), principalmente no tocante aos
fendmenos fisioldgicos. Todavia, ndo existem estudos referentes ao efeito do uso do
Oleo essencial da Vitex agnus castus L. sobre a na sincronizacdo do estro de cabras.
Tornando esse trabalho inédito.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de esponjas
intravaginais impregnadas com 0leos essenciais da planta Vitex agnus castus L. na

sincronizagao do estro e fertilidade de cabras.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Revisao de literatura

2.1.1. Caprinocultura no Nordeste do Brasil

Os caprinos constituem uma importante espécie doméstica para o Nordeste do
Brasil, contribuindo amplamente para a oferta de produtos, bem como para fixacéo
do homem no campo, tendo, consequentemente, uma importancia socioeconémica
especial em regibes aridas, semiaridas e montanhosas (COSTA; MEDEIROS;
GONZAGA NETO, 2004).

De acordo com o BRASIL (2013), a criacdo de caprinos tem se destacado no
agronegocio brasileiro e a tendéncia é de que se mantenha em expansao e continue
em ascensao. Estima-se que o Brasil apresenta aproximadamente 27 milhdes de
caprinos e ovinos, dos quais, a maior parte concentra-se na regido Nordeste, sendo

o estado da Bahia o detentor do maior plantel desses animais (Tabela 1).

Tabela 1. Efetivo de caprinos na regido Nordeste do Brasil no ano de 2010.

Estados Caprinos
Bahia 2.847.148
Pernambuco 1735051
Piaui 1 386 515
Ceara 1 024 594
Paraiba 600 607
Rio Grande do Norte 405 983
Maranh&o 373 144
Alagoas 65 655
Sergipe 19 881
Nordeste 8 458 578

(Fonte: IBGE, 2011).

A caprinocultura é uma das atividades que podem contribuir para o
desenvolvimento socioeconémico das regides semiaridas no Brasil. No entanto, por

conta da baixa aptiddo dos rebanhos para produzir carne, leite ou pele, faz-se
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necessaria a entrada de gendtipos ou de animais de racas especializadas e
geneticamente superiores (SIMPLICIO; SANTOS, 2005).

Este tipo de atividade apresenta potencialidades no sertdo semiarido, sobre
tudo por esses animais terem uma boa adaptabilidade as condi¢des climaticas da
regido, além de ser uma atividade que requer pouco investimento de capital quando
comparado a outras espécies de producdo, como, por exemplo, a bovina. Além de
apresentar um bom mercado consumidor local (CARVALHO; SOUZA, 2008).

No entanto, essa atividade ainda apresenta as péssimas condi¢cdes de manejo,
além da falta de investimentos que proporcionam baixos indices produtivos. Com
isso, faz-se necessdaria a adocdo de praticas de manejo reprodutivo, nutricional e
sanitario, como ac¢fes basicas e decisivas para alavancar a producao nacional.

Dessa forma, a necessidade de assistir e acompanhar a reproducdo dos
animais é fundamental para a melhoria da eficiéncia reprodutiva, a qual esti
diretamente ligada aos resultados produtivos, e para a multiplicagcdo e difusao de
animais geneticamente superiores e mais especializados, resultando em produtos
com qualidade mais refinada (CORANDIN, 2011).

Nesse contexto, para acelerar o aumento na produtividade, associada ao
melhoramento genético, pode-se utilizar como ferramenta as biotécnicas da
reproducdo, visando a otimizacdo do manejo de rebanho quanto a cobertura,
nascimento, desmame e abate, de forma que todas as etapas possam ser
monitoradas, inclusive em relacdo ao planejamento nutricional e comercial
(CARVALHO, 2009). Dentre as biotécnicas, pode-se ressaltar a Sincronizagdo do
Estro, a Inseminacéo Artificial (IA), a Mdltipla Ovulagéo e Transferéncia de Embrides
(MOTE) e a Producéo in vitro de embribes (PIV) (SIMPLICIO; SALES; SANTOS,
2002).

A Sincronizacdo do Estro e da Ovulacdo pode proporcionar reais beneficios
como: melhorar a eficiéncia reprodutiva, reduzir a mao de obra para deteccdo do
estro, concentrar as pari¢cdes e, portanto, promover lotes mais homogéneos ao abate
e melhorar a utilizagédo do reprodutor. Ela, ainda, possibilita altas taxas de prenhez
no inicio das estagbes de monta, diminui o intervalo entre partos, aumentando o
namero de animais nascidos, possibilidade de maiores cuidados com os cordeiros, e
uma melhor distribuicdo da oferta de carne ao longo do ano, aliado a possibilidade
de trés partos por fémea a cada dois anos consecutivos (CARVALHO, 2009). O

conhecimento da fisiologia desses animais pode proporcionar uma maior seguranca
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na hora da reprodugédo e, consequentemente, um aumento na produtividade da
caprinocultura. Isso se torna fundamental para que se possam utilizar as diversas

biotécnicas para solucionar e entender os problemas que vierem a surgir.

2.1.2. Fisiologia reprodutiva da fémea caprina

Os ovarios sdo as gbnadas femininas, que se diferenciam a partir das cristas
germinativas e desempenham funcdes exocrinas (liberacdo de gametas) e
enddcrinas (producdo de horménios esteroides e peptideos). O tecido ovariano &
constituido pela medula onde se encontram tecido conjuntivo denso, vasos
sanguineos e nervos; e pelo coOrtex, onde estdo o tecido conjuntivo frouxo e 0s
foliculos ovarianos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

As fémeas caprinas apresentam os foliculos ovarianos que formam a unidade
morfofuncional do ovario e € composto de um odcito circundado por células da
granulosa e células da teca, que proporcionam as condi¢cdes ideais para a
manutencdo da viabilidade, crescimento e liberacdo de um odcito maturo no
processo de ovulacdo (KNIGHT; GLISTER, 2006; NILSSON et al., 2011).

De acordo com as modificagbes morfolégicas, observadas durante a
progresséo folicular, os foliculos podem ser classificados em: |) pré-antrais ou ndo-
cavitarios, que correspondem aos foliculos primordiais, de transicdo, primarios e
secundarios; e em Il); antrais ou cavitarios, incluindo os foliculos terciarios e de De
Graaf ou pré-ovulatérios (SILVA; VAN DEN HURK; FIGUEIREDO, 2006), como
apresentado na Figura 1.

Segundo Hulshof, Figueiredo e Beckers (1994), os foliculos primordiais
apresentam o o06cito envolto por uma Unica camada de células da granulosa de
formato pavimentoso ou células da granulosa pavimentosas e cuboides. O foliculo
primario apresenta uma Unica camada de células da granulosa de formato cubico,
circundando o0 0d0cito, 0 que caracteriza o inicio da fase de crescimento. Ja o foliculo
secundario apresenta uma zona pelucida evidente e tem mais de uma camada de

células da granulosa de formato cubico circundando o odcito.
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Figura 1. Esquema do desenvolvimento folicular, de acordo com a sua morfologia,
denotando os foliculos pré-antrais (primordiais, transicdo, primarios e secundarios) e

antrais (terciarios e pré-ovulatorios).

. Primordial Iransicio Primario Secundario L Tercidno Pré-ovulatorio

PRE-ANTRAIS ANTRAIS

(Fonte: Adaptado de Silva, Van Den Hurk e Figueiredo, 2006).

Quando ocorre o acumulo do liquido folicular na cavidade antral, o foliculo é
chamado de terciario, que, posteriormente, evolui para o foliculo pré-ovulatério ou de
De Graaf (GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998).

Na fase antral, os foliculos sédo altamente dependentes de gonadotrofinas para
que ocorra o crescimento folicular, ou seja, da liberagdo dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) (GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

Para que o o0cito seja capaz de sofrer fecundacdo e desenvolvimento
embrionério, depende de uma série complexa de interagbes hormonais dentro do
foliculo. Esse envolvimento estabelece um ambiente gonadotréfico instavel durante
o desenvolvimento do odcito. Durante este desenvolvimento, qualquer que seja a
fase, o foliculo normalmente pode continuar o seu desenvolvimento até a ovulacéo
ou, mais frequentemente, sofrer o processo de atresia (WU; EMERY; CARREL,
2001).

Os horménios FSH e LH sédo sintetizados pela adenohipofise e regulam a
funcdo ovariana. Esse mecanismo regulador de sintese e liberacdo destes
horménios ocorre por meio de um mecanismo de feedback. No dia zero,
considerado como 0 momento do inicio do estro, ocorre um pico de 173-estradiol
(estimula a manifestacdo do estro e a liberagédo de LH). Nesse periodo, por feedback
positivo, ha uma descarga simultanea de LH e de FSH pela hipéfise (FREITAS,
2005).
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Esta descarga hormonal € responsavel pela ovulagdo (momento em que o
oocito é liberado), 30 a 36 horas apds o inicio do estro, e pela modificacdo das
células do foliculo, culminando com a formacao do corpo luteo (CL), através do
processo chamado de luteinizacdo (GONZALEZ-STAGNARO et al., 2002).

Na fémea caprina, a cada intervalo de, aproximadamente, 21 dias, acontece
um ciclo estral completo, podendo ocorrer ciclos longos (> 25 dias) ou curtos (< 17
dias), parecendo essa variacao estar relacionada a raca (CHEMINEAU et al.,1991).

Esse ciclo é regulado por diversas modificacbes neuroenddcrinas, resultantes
de interag6es entre hormonios hipotalamicos e hipofisarios, ovario e Utero. Isso pode
ser definido como um conjunto de acontecimentos reprodutivos que se repetem em
intervalos regulares, o qual se inicia no estro e termina no estro seguinte (HAFEZ,
HAFEZ, 2004; MORELLO; CHEMINEAU, 2008).

O ciclo estral da cabra pode ser dividido em duas fases, uma fase folicular ou
estrogénica, que corresponde ao periodo de crescimento dos foliculos; e uma fase
luteinica, caracterizada pela presenca do corpo luteo. A fase folicular dura cerca de
4 dias e a fase luteinica, 17 dias, sendo que esta Ultima sofre maiores variacfes
(EVANS; MAXWELL, 1990).

O foliculo transforma-se em corpo liteo que comeca a secretar volume
crescente de progesterona (P4), a qual exerce um feedback negativo sobre a
secrecdo de LH e, consequentemente, cessa a descarga ciclica do mesmo durante
a presenca do corpo ltteo (FREITAS; LOPES JUNIOR, 2001).

A fase folicular corresponde ao periodo que vai da lutedlise até a ovulacao, se
caracterizando pela secre¢do gradual de estroégeno e alteracdo da mucosa uterina e
vaginal, sendo, nessa fase, que o animal apresenta sinais de estro (CAVALCANTI,
2008). Nessa fase, as prostaglandinas uterinas provocam lutedlise e, logo, ocorre a
gueda dos niveis de progesterona. O que promove 0 aumento dos pulsos de LH e
FSH novamente, provocando a estimulacdo do crescimento folicular; os foliculos,
por sua vez, tém sua atividade estrogénica aumentada, e esse aumento dos niveis
de estrogeno provoca novamente um comportamento de estro, iniciando um novo
ciclo (FREITAS; LOPES JUNIOR, 2001).

O aparecimento do estro € mais exacerbado na cabra que na ovelha, onde os
sinais externos de estro mais evidentes incluem aumento da secrecdo de muco
vaginal, agitagcao da cauda, hiperemia, edema da vulva, inquietagcéo, procura pelo
macho e aceitacdo da monta (MAIA JUNIOR; ARAUJO; SALLES, 2009).
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Segundo Simdes et al. (2006), em cabras, o crescimento folicular estd bem
definido com a ocorréncia de um padrdao de ondas durante o intervalo entre as
ovulacfes. O padrdo mais comumente encontrado em caprinos € de quatro ondas
foliculares por ciclo com um intervalo interovulatorio de duracdo normal (19 a 22
dias) (MENCHACA; RUBIANES, 2004).

Os esteroides ovarianos promovem uma interacdo com as gonadotrofinas para
regular a dinamica folicular. A emergéncia das ondas € determinada pelo FSH,
constatando-se em 1 a 2 dias antes de cada onda a elevacdo desse hormoénio.
Durante a fase folicular, os niveis de FSH controlam o numero de foliculos que
maturam, sendo sua secrecao regulada por produtos foliculares que o retroinibem e
o desenvolvimento folicular final depende da pulsatilidade do LH, onde o maior
foliculo de uma onda sera o ovulatério, se estabelece uma cascata enddcrina que
culmine com o pico de LH; se ocorrer falha, sofrera atresia, enquanto surge outra
onda. A diminuicdo da pulsatilidade do LH pode ser provocada pelas concentracoes
aumentadas de progesterona, levando a regresséo do foliculo dominante (FREITAS;
RUBIANES, 2008).

Com relacéo as caracteristicas das ondas foliculares caprinas alguns aspectos
merecem destaque: (1) pelo menos um foliculo alcancando o didmetro de, no
minimo, 5 mm e observado por onda; (2) o maior foliculo de cada onda cresce por 5
a 7 dias, com a taxa de crescimento em torno de 1 mm por dia; (3) o diametro
maximo do maior foliculo de uma onda difere entre ondas; (4) a medida que a fase
luteal progride e as concentracdes séricas de progesterona aumentam, a renovagao
folicular é facilitada e os intervalos entre ondas sdo menores do que durante a fase
luteal precoce; (5) a maioria dos foliculos, que sdo maiores no dia da lutedlise, séo
agueles que ovulam; (6) na maioria dos ciclos ovulatorios duplos, os foliculos
ovulatorios emergem como parte da mesma onda folicular, mas, em alguns casos,
também o fazem como parte de diferentes ondas; e (7) as ovulacfes duplas séo
intervaladas por um periodo de 24 horas (RUBIANES; MENCHACA, 2003).

2.1.3. Sincronizacao do estro e da ovulacdo

A sincronizagcédo do estro e da ovulacdo € uma valiosa ferramenta de manejo
gue tem sido utilizada com sucesso, melhorando a eficiéncia reprodutiva. Essa
técnica consiste na manipulacdo do ciclo estral através da utilizacdo de horménios.

Esses processos tém como principios encurtar ou prolongar o ciclo estral,
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provocando a lutedlise ou prolongando a fase litea, 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 (MAIA JUNIOR; ARAUJO; SALLES, 2009). A sincronizacéo
de estro, auxiliando a Inseminacdo Artificial, € um método de manejo reprodutivo
que ndo sé melhora o ganho genético do rebanho, mas também auxilia na reducao
do periodo de estacdo de monta e intervalo entre partos, permitindo que a fémea
tenha um maior numero de crias/ano (MARQUEZINI et al., 2011).

2.1.3.1. Encurtamento do ciclo estral

A reducdo da fase lutea pode ser obtida com o0 uso de agentes luteoliticos,
como a administracéo de prostaglandina Fq (PGF2,) exdgena ou suas analogas que
induzem uma lutedlise controlada (ABECIA; FORCADA; GONZALEZ-BULNES,
2011). Esses compostos promovem a regressao do corpo lateo e a diminuicdo dos
niveis de progesterona na corrente sanguinea, como isso, 0s niveis crescentes de
FSH e LH liberados pela hipoéfise estimulam o crescimento folicular e a ovulacéo
ocorrerd em dois a trés dias (GINTER et al., 2009).

A PGF,, exbégena ou suas analogas mais utilizadas podem ser observadas na
Tabela 2. Segundo Abecia, Forcada e Gonzalez-Bulnes (2011), a PGF,, exdgena ou
suas analogas podem ser administradas nas doses de 125 g de cloprostenol ou d-
cloprostenol e 7,5 mg de luprostiol.

Esses farmacos séo ineficazes em promover luteélise na auséncia de um corpo
luteo, j& que a acdo da luteolisina € provocar a regressao morfologica e funcional
desta estrutura (RATHBONE et al., 2001). E também se os animais estiverem em
condicbes de fase luteal muito inicial, 0s mesmos ndo responderdo ao processo de
lutedlise (FERNANDEZ-MORO et al., 2008). Assim, os diversos protocolos que se
utilizam PGF2a somente podem ser aplicados em fémeas ciclicas, pois nem todos
0s estagios do ciclo estral sdo responsivos ao tratamento. Para melhores resultados,
o tratamento com PGF2a depende da funcionalidade do corpo luteo (CL), sendo
maior nos dias 5 a 10 do ciclo estral. O espago entre a administracao da PGF2a e o
inicio do estro muda bastante, dependendo do estadio de desenvolvimento folicular
quando a lutedlise é induzida (RUBIANES, 2000).
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Tabela 2. Principais apresenta¢des comerciais de PGF,, e suas analogas.

) o Dose para
Medicamento Principio ativo )
caprinos
Prosolvin® Luprostiol 7,5 mg
Ciosin® Cloprostenol 50-125 ug
Prolise® D-cloprostenol 50-125 ug

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

Os protocolos a base de PGF,, podem ser uma boa alternativa para a
sincronizacao do estro no periodo de ciclicidade reprodutiva, porém quando a ovelha
se encontra em anestro estacional ndo é possivel induzir a ovulacéo utilizando esse
medicamento (FIEERO; VINOLES; OLIVEIRA-MUZANTE, 2013).

A variabilidade da resposta a PGF,4 pode ser atribuida a condi¢do ovariana do
animal, no momento da aplicacdo. Assim, o dia do ciclo no qual a administracdo da
droga € realizada influencia no intervalo para o inicio do estro (SIQUEIRA et al.,
2012). Isso porque nem todos os estadios do ciclo estral sdo responsivos da mesma
forma a PGF,4, sendo necessaria a aplicacdo de duas doses, que sao intervaladas
por 11 a 14 dias em caprinos (FREITAS; RUBIANES, 2004).

Dessa forma, duas doses de PGFyq, no intervalo de sete dias, seriam eficientes
para induzir o estro com uma alta sincronizacdo, aparecendo o0s sinais de
comportamentos estrais entre 25 e 48 h, ap6s a segunda dose de PGF,, (Figura 2).

Isso acontece porgue a segunda dose da PGFy, € administrada entre o 3° e 0
52 dia do ciclo estral. Nessa fase, os foliculos dominantes da primeira onda folicular
ainda estdo em fase de crescimento e 0s corpos lateos estdo responsivos a acdo da
PGF,, (MENCHACA; RUBIANES, 2004), como mostra a Figura 2.

Isso pbde ser observado por Gastal et al. (2013) que, quando utilizada uma
Unica dose de PGF2a em comparagcdo com a sua associacdo a outros protocolos
com progestagenos, ela apresenta baixos indices de estro e prenhez em ovelhas,
como demonstra a Tabela 3.

Isso é reforcado no experimento de Siqueira et al. (2012), como pode ser
observado nos grupos | e Il da Tabela 4, onde, no momento da primeira aplicagao de
PGF,q, a lutedlise acontece somente naqueles animais que apresentam um corpo
liteo responsivo a PGF,,. Porém, na segunda aplicacdo, a maior parte, apresenta

um corpo luteo responsivo. A resposta positiva das fémeas apos a primeira e
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segunda aplicagbes de PGFy, (grupo | - 14/23), ou apenas ap0s a segunda
aplicacao (grupo Il - 7/23), ndo influenciou as taxas de concepcéo (Tabela 5).

Figura 2. Protocolo de PGF, para caprinos e ovinos.
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-
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(Fonte: Arquivo Pessoal, 2016).

Contudo, a aplicacédo das duas doses de PGF,, aumentou o niumero de fémeas
gue foram capazes de responder, manifestar cio e conceber (21/23) apos a segunda
aplicacdo, a qual foi seguida de observacdo do cio e inseminacao artificial
(SIQUEIRA et al., 2012).

Figura 3. Protocolo Synchrovine.
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(Fonte: Adaptado de Menchaca e Rubianes, 2004).
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Tabela 3. Taxas de expressdo de estro (%) e de prenhez (%), resultantes de
tratamentos de sincronizacdo do estro com PGFy,, P4 e eCG ou PGFy, P4 oOu

somente PGFyg.

Percentual de fémeas

Tratamento N Estro (n) Prenhez (n)
PGFy + P, +eCG 56 89,0 (50)° 68,0 (34)°
PGFyq + P4 56 89,0 (50)? 56,0 (28)%
PGFoq 56 64,3 (36)° 38,9 (14)°

aPyv/alores com letras diferentes dentro de cada coluna diferem significativamente (P<0,05).

PGF,, = Prostaglandina; P, = Progesterona; eCG = Gonadotrofina coridnica equina.
(Fonte: Adaptado de Gastal et al., 2013).

Tabela 4. Valores médios de progesterona plasmatica de ciclos advindos da lutedlise
induzida com prostaglandina F2a via submucosa vulvar, em intervalos de 10 dias,
em cabras da raca Toggenburg, considerando-se as diferentes respostas e dias

apos a aplicacéao.

Valores de progesterona (ng/mL)

DO D5 D10 D15 D20
Tratamento N  13PGF,, 22 PGF,

Grupo I 14 7,0+0,8%2 0,8+0,8%® 58+08"% 10+08"™ 6,0+0,8"
Grupo II> 17 0,7#1,8% 44+18%"*° 82+18 0,7+18" 131+19"
Grupo Il® 2 7,4+0,3" 05+0,3%* 03+03%* 01+03% 0,2+0,3%

Médias na linha seguidas por letras minasculas diferentes diferem entre si (P<0,05).

Médias nas colunas seguidas por letras mailsculas diferentes diferem entre si (P<0,05).

! Fémeas que responderam as duas aplicacdes de PGFy,.

> Fémeas que ndo responderam a primeira aplicacdo de PGF,, mas responderam &
segunda aplicacéo.

® Fémeas que responderam & primeira aplicacdo de PGF,, mas ndo responderam a
segunda aplicacéo.

(Fonte: Adaptado de Siqueira et al., 2012).
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Tabela 5. Taxas de concep¢do de fémeas caprinas da raga Toggenburg que
apresentaram diferentes respostas a um protocolo de sincronizagdo do estro,
utilizando duas doses de prostaglandina F2q, via submucosa vulvar, em intervalos
de 10 dias.

NUumero Taxa de
Resposta a PGFyq de Concepcao

cabras (%)
Grupo | 14 (10) 71,43
Grupo Il 07 (05) 71,43
Grupo llI 02(00) 0,00
TOTAL 23(15) 65,22

(Fonte: Adaptado de Siqueira et al., 2012).

2.1.3.2 Alongamento do ciclo estral

O principio do alongamento do ciclo estral se constitui no conjunto de
estratégias utilizadas que podem envolver o prolongamento da fase lUtea, através da
administracdo exbégena de progesterona e seus analogos (ORTIGOSA, 2013). A
utilizacao de progesterona e progestagenos no tratamento de sincronizacdo do estro
permite controlar o momento da manifestacdo do estro e da ovulacdo por meio de
um mecanismo de “bloqueio” ou feedback negativo sobre as gonadotrofinas, seguido
por “desbloqueio”, resposta hipofisaria apds o fim do tratamento (MORAES et al.,
2008). Isso € reforcado por Uribe-Velasquez, Oba e Souza (2008), os quais
observaram que a administracdo da P, exdgena ou de seus analogos € de extrema
importancia para a inducdo, mas o estro e a ovulacdo s6 acontecerdo quando a
fonte de P, for removida.

Na Tabela 6, observa-se as principais apresentacdes comerciais de
progesterona, progestagenos e hormonios utilizados no tratamento de sincronizagéo
de estro de pequenos ruminantes.

Dentre as drogas utilizadas, pode-se ressaltar o acetato de melengestrol
(MGA), que € uma progesterona sintética de administracdo oral para indugéo de cio
em ovinos e caprinos (ABECIA; FORCADA; GONZALEZ-BULNES, 2012). A principal
desvantagem de sua utilizacdo é devido a sua via de administracdo, onde o MGA é

misturado com o concentrado no cocho e pode haver uma subdosagem.
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Tabela 6. Principais apresentacdes comerciais de Progesterona, progestagenos e

outros hormonios.

Medicamento Principio ativo Dose para
caprinos
MGA Primex® Acetato de melengestrol 0,5 mg
Crestar® Norgestomet 3 mg
Progespon® Acetato de medroxiprogesterona (MAP) 60 mg
CIDR® Progesterona 330 mg
Novormon® Gonadotrofina coribnica equina 300 Ul
Sincroforte® Hormonio liberador de gonadotrofina 100 Ul

(GnRH)

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

Mendonza (2010) observou que em ovelhas tratadas com 0,45 mg de

MGA/ovelha/dia, durante 17 dias, comparada com ovelhas que nao receberam o

MGA, no fim do tratamento, a taxa de gestacado no grupo MGA foi de 70% com uma

meédia de 49,86 + 1,26 dias de gestacdo. No grupo controle, a taxa de gestacéo foi

de 50% com uma média de 58,4 + 5,85 dias de gestacao (Figuras 4a e 4b).

Figura 4. Percentual de ovelhas gestantes apds seus estros serem sincronizados

com MGA (4a) ou sem seu uso (4b).
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(Fonte: Adaptado de Mendonza, 2010).
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O norgestomet também € uma progesterona sintética utilizada em ovinos e
apresenta-se como implante auricular (1,5 mg/implante) (USLU et al., 2012).

Além desses, pode-se usar as esponjas intravaginais impregnadas de acetato
de fluorogestona (FGA, 20 a 30 mg) ou acetato de medroxiprogesterona (MAP, 60
mg), que sdo as formas comerciais mais utilizadas, agindo como um eficiente
inibidor temporario do ciclo estral (ABECIA; FORCADA; GONZALEZ-BULNES,
2012). A utilizacdo de esponjas intravaginais tem como principal vantagem o baixo
preco.

No entanto, segundo Paes de Barros (2010), a utilizacdo de esponjas
intravaginais apresentam algumas desvantagens como, aos altos indices de vaginite
e aderéncias, além de impedir a saida do muco vaginal. O nergestomet devido a sua
via de aplicacdo, que € muito invasiva podendo levar a infec¢des locais torna-se
uma alternativa pouco utilizada.

Outro método utilizado sdo os dispositivos de silicone impregnados com 330
mg de progesterona natural, o CIDR® (IIDA et al., 2004). Esses dispositivos sdo
faceis de aplicar e de retirar da vagina, seguros e higiénicos.

Freitas, Baril e Saumande (1997), quando compararam a utilizagdo de esponja
intravaginal e implante de norgestomet, foi visto que a esponja obteve os melhores
resultados nos parametros de cabras ovulando e fertilidade a parto (Tabela 7).

Foi observado por Motlomelo, Greyling e Schwalbach (2002), que quando
comparado as esponjas de FGA e de MAP, em relacdo ao CIDR, o dispositivo de
silicone apresentou um melhor inicio de estro, concluindo que o CIDR gera um cio
mais rapido (Tabela 8).

Porém, a principal desvantagem da utilizacdo do CIDR é devido a seu elevado
custo. Apesar de ter um custo alto, foi visto por Nogueira et al. (2011) que a
utilizacdo do mesmo CIDR por até trés vezes foi viavel na sincronizagao do estro de
caprinos leiteiros, onde todas as fémeas sincronizadas apresentaram estro, e que
ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as médias de fertilidade e
prolificidade apds inseminagéo artificial entre os tratamentos, como mostra a Tabela
9.
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Tabela 7. Resposta de cabras apés sincronizagdo do estro com esponjas de FGA,
implante ou meio-implante de Norgestomet.

Tipo de NO. % de Cabras Fertilidade Prolificidade

tratamento de cabras  ovulando aoparto (%) (média+d.p.)
em estro
cabras

Esponja 56 98,2 982" 750" 1,9+0,8

Y% Implante 55 98,2 818 455" 1,8+0,8
b b
Implante 51 96,1 86,3a 58,8a 1,9+0,8

3P y/alores com letras sobrescritas distintas na mesma coluna, diferem (P<0,05).

(Fonte: Freitas, Baril e Saumande, 1997).

Tabela 8. O efeito do tratamento progestageno sobre a resposta de estro, intervalo

médio (x e.p.) retirada da esponja e inicio do estro, duracdo do estro e taxa de

concepgao.
Tipo de N de N°. Inicio do Duragéo do Taxa de
tratamento cak.)ras de cabras estro (h) estro (h) concepcao
em estro (%)
Esponja (MAP) 30 93,1 322405 & 32607 51,7
Esponja (FGA) 30 96,7 30.9 + 04 & 32,007 60,0
CIDR 30 100,0 272+04 ' 352+0,7 46,7

3P y/alores com letras sobrescritas distintas na mesma coluna, diferem (P<0,05).
(Fonte: Adaptado de Motlomelo, Greyling e Schwalbach, 2002).

Tabela 9. Porcentagens de cabras em estro, intervalo médio (+ ep) entre o fim do
tratamento e o inicio do estro (FT-IE), duracdo média (= ep) do estro e taxa de
fertilidade de cabras leiteiras criadas no semiarido do Nordeste do Brasil.

Tratamento N  Fémeasem Intervalo FT-IE  Duragdo do  Fertilidade %

estro (%) (h) estro (h) (65 d)
CIDR 1X 15 100,0 133+1,1 336+7,3 93,3 (14/15)
CIDR 2X 15 100,0 13,8+ 2,6 29,6 + 3,2 73,3 (11/15)
CIDR 3X 15 100,0 133+14 32,8+4,5 80,0 (12/15)

2D valores com letras sobrescritas distintas na mesma coluna, diferem (P<0,05).
(Fonte: Adaptado de Nogueira et al., 2011).
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Mesmo sabendo da qualidade de estro proporcionado pelo CIDR e a
possibilidade de sua utilizagcdo em ate 3 vezes, foi visto por Padilha et al. (2011) ao
comparar a esponja (MAP) e do CIDR em ovelhas, onde ambos os dispositivos
permaneceram nos animais por 14 dias e no momento da retirada, houve a
aplicacao de 300 Ul de eCG. Nao houve diferenca significativa quando comparados
os dispositivos no tocante a resposta estral, taxa de prenhez e prolificidade. No
entanto, observou-se uma menor taxa de prenhez do CIDR, quando comparado com
a esponja de MAP, demostrado na Tabela 10. Essa redugcdo pode ser explicada,
pois o CIDR gera um cio mais rapido e, assim, antecipa a ovulacdo e as

inseminacdes foram feitas 55 h apos a retirada dos dispositivos.

Tabela 10. Resposta estral, intervalo da retirada do dispositivo ao inicio do estro, e
duracdo do estro em ovelhas deslanadas apés tratamento hormonal com dois

dispositivos intravaginais (CIDR e esponjas impregnadas com MAP).

Resposta Duracao do Taxa de
Tratamento N estral (%) estro (h) prenhez(%) Prolificidade
CIDR 20 100 24,39 +1,21° 52,6° 1,778
Esponja 20 90 43,56 + 2,19° 61,1° 1,702

&P | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

(Fonte: Adaptado de Padilha et al., 2011).

Foi visto também por Maia Junior, Aradjo e Salles (2009) que em cabras, as
taxas de gestacado, quando utilizada a esponja foi superior ao CIDR, como mostra na
Tabela 11.

Segundo Gusmaéao et al. (2009), os progestagenos séo utilizados por um
periodo de 5 a 13 dias, definindo o protocolo como curto ou longo. Os protocolos de
sincronizagao de estro podem ser classificados como longos quando o dispositivo
contendo progesterona e/ou progestagenos permanece por, aproximadamente, 14

dias, ou curtos, quando permanece por 5 a 7 dias.
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Tabela 11. Resposta estral (fEmeas em estro), intervalo entre o fim do tratamento e

inicio do estro (FT-IE), taxas de prenhez e de pari¢do, e prolificidade em cabras
Saanen apos inducdo do estro com esponja (ESP-MAP), CIDR® (CIDR+eCG) e
CIDR® mais efeito macho (CIDR+EM).

Fémeas Taxa de Taxade
Tratamento N em FT-IE prenhe  paricao

estro(%) (h)* (%) (%) Prolificidade
ESP-MAP +
eCG 20 100 31,53+2,81* 95,0° 80,0° 1,83%
CIDR + eCG 19 100 2439 +1,21* 52,6° 47,0° 1,772
CIDR + EM 20 90  4356+219° 61,1°  50,0° 1,70

ab| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
*Intervalo entre o fim do tratamento (retirada do dispositivo) e o inicio do estro.

(Fonte: Adaptado de Maia Junior, Aradjo e Salles, 2009).

O protocolo longo mais utilizado para caprino, constitui-se na aplicagcdo da

esponja de MAP ou CIDR, no dia 0 que vai permanece por nove dias e 48 horas

antes da retirada do dispositivo administra-se eCG e PGF e no dia 11 realiza-se a

inseminacao artificial (Figura 5).

Figura 5. Protocolo longo utilizado para caprino.
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(Fonte: Arquivo Pessoal, 2016).
Os protocolos longos, conhecidos como tradicionais nao levam em

consideracdo o conhecimento atual da dindmica folicular. Pois a impregnacao longa
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de progesterona pode induzir baixas concentracdes de progesterona no final do
tratamento. Como as ondas foliculares emergem a cada 5-7 dias, impregnacoes
longas n&o sio justificadas (BORGES-BRANDAO, 2010) e levando a problemas de
fertilidade, diminuicdo do transporte e sobrevivéncia dos espermatozoides, além de
provocar degeneracéo oocitaria (ALISON; ROBINSON, 1970; VINOLES et al., 1999;
UNGERFELD; RUBIANES, 2002).

Nesse sentido, os tratamentos curtos tém como objetivo reduzir a exposicdo do
foliculo pré-ovulatorio a concentracdo subluteal de progesterona, que pode levar a
falhas no desenvolvimento do foliculo ovariano, ovulacao, funcéo luteal e diminuicao
da fertilidade (VILARINO; RUBIANES; MENCHACA, 2013). Por isso foi criado um
protocolo curto para caprinos e ovinos, baseado na aplicacdo da esponja de MAP ou
CIDR, no dia 0 mais administracdo de PGF, no dia 5 retira o dispositivo e aplica-se
eCG e 24 horas antes da inseminacdo artificial administra-se GnRH e no dia 7

realiza-se a inseminacéo artificial (Figura 6).

Figura 6. Protocolo curto utilizado para caprino.
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(Arquivo Pessoal, 2016).

Foi observado por Prado et al. (2013), ao avaliar as taxas de prenhez de
ovelhas submetidas a protocolos hormonais para sincronizacdo de estro com
esponja intravaginal de MAP, por periodo curto (6 dias) ou longo (12 dias) e, na
remocdo dos dispositivos, administrando (IM) 400 Ul de eCG e 37,5 pg de
cloprostenol e inseminando em tempo fixo por laparoscopia com sémen congelado-
descongelado, encontraram que os resultados de prenhez para protocolos curto e
longo foram semelhantes, ndo havendo diferenca (P>0,05) entre os protocolos em

nenhum dos experimentos, como mostra as Tabelas 12 e 13.
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Tabela 12. Efeito de protocolo hormonal curto (6 dias) ou longo (12 dias) de
sincronizagao de estro, sobre a taxa de prenhez de ovelhas Texel, inseminadas em

tempo fixo (IATF) por laparoscopia com sémen congelado-descongelado na estacao

reprodutiva.
Prenhez
Protocolo hormonal N° total N° (%)
Curto 21 8 38,1
Longo 32 10 33,1
Total 53 18 34,7

(P>0,05) (Fonte: Adaptado de Prado et al., 2013).

Pietroski et al. (2013), ao comparar a duracado do tratamento hormonal através
da utilizacdo de esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de MAP para 6, 9 e
12 dias, em cabras Saanen, recebendo 37,5 mg de d-cloprostenol e 200 Ul de eCG
24 horas antes da remocéo da esponja, ndo observaram diferenca entre os grupos
G6, G9 e G12 para: Resposta estral, intervalo ao estro, duracdo do estro, taxa de
prenhez, como mostra a Tabela 14. Nos primeiros dias logo apdés insercao das
esponjas intravaginais, a liberacdo de progestdgenos é elevada, mas tende a
diminuir com o tempo (Figura 7). Nessa fase, ocorre a atresia dos foliculos de
grandes dimensfes (diametro: 6-8 mm). De acordo com Menchaca e Rubianes
(2001), a insercao de dispositivos por curto tempo (5 a 6 dias) é uma alternativa
efetiva aos protocolos tradicionais para sincronizagao de estro.

Tabela 13. Efeito de protocolo hormonal curto (6 dias) ou longo (12 dias) de
sincronizagao de estro, sobre a taxa de prenhez de ovelhas Texel inseminadas em
tempo fixo (IATF) por laparoscopia com sémen congelado-descongelado no final da

contra estacdo reprodutiva.

Prenhez
Protocolo hormonal N° total N° (%)
Curto 23 13 56,5
Longo 20 13 65,0
Total 43 26 60,5

(P>0,05) (Fonte: Adaptado de Prado et al., 2013).



40

Tabela 14. Comportamento sexual e taxa de gestacdo de cabras da raca Saanen
apos serem submetidas a indugdo do estro com esponjas de progestagenos durante
6 (G6), 9 (G9) ou 12 (G12) dias (média + dp), durante a estacao ndo sexual.

Protocolo hormonal Prenhez

G6 G9 G12 Média/Total
Resposta estral (%) 90,0(9/10) 100,0(10/10) 100,0(10/10) 96,7(29/30)
Intervalo do estro 26,7+16,7 25,2+8,8 25,2+10,5 25,73+ 11,9

(h)

Duracéao do estro 28,51+20,2 21,619,5 252+19,1 24,6 £ 16,3
Taxa de gestacao 60,0(6/10) 80,0(8/10) 50,0 (5/10) 63,3 (19/30)
P>0,05.

(Fonte: Adaptado de Pietroski et al., 2013).

Ao compararem a utilizacdo de CIDR e de esponjas impregnadas com MAP e
fluogesterona em ovelhas, ndo observaram efeito sobre caracteristicas reprodutivas
no tempo de exposicdo de seis dias. Nesse mesmo estudo, quando se reduziu o
tempo de exposicdo de 14 para seis dias, ndo houve modificacdo da taxa de
gestacao (UNGERFELD; RUBIANES, 2002).

Figura 7. Variacdo temporal dos niveis plasméticos médios de cronolona

(Chronogest CR) em ovelhas.
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(Fonte: Adaptado de Driancourt, 2012).

Apesar de todos os beneficios proporcionados pela biotécnica de sincronizacéo
de estro e da ovulagéo, essa ferramenta apresenta-se alguns entraves para a sua

realizacdo. Entre as principais dificuldades encontradas estdo no elevado custo de
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aquisicao de hormonios, a pouca disponibilidade de horménios no mercado local, em
destaque na regido Nordeste, a conservacdo desses hormonios em locais
refrigerados e algumas vezes até congelados, além da alta producédo de anticorpos
anti-eCG que pode diminuir a taxa de fertilidade desses animais.

Com isso, surge como alternativa o estudo com o uso de plantas aproveitando-
se o fato do Brasil possuir uma vasta vegetacdo, em especial a caatinga, com
plantas de grande potencial farmacologico podem ser aproveitadas para estudos na

biotécnica de sincronizagéo do estro.

2.1.4. Possiveis alternativas para sincronizacdo do estro e da ovulacao

O Brasil é um pais de grande extensdo territorial, que abrange varios biomas,
como a Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazbnia e Caatinga. Essa vasta
biodiversidade permite a variedade de solos e climas, favorecendo a riqueza da
fauna e flora, distribuidas nos diversos ecossistemas brasileiros (DIAS, 1995).

A caatinga representa a maior e mais isolada das florestas secas da América
do Sul, ocupando uma area de quase 900.000 km? na regi&o semiarida do Nordeste
brasileiro (QUEIROZ, 2006). Nesse bioma, existem plantas que sdo amplamente
utilizadas na medicina popular, permitindo que comunidades locais desfrutem de
uma vasta farmacopeia natural (GOMES et al., 2007).

A utilizacdo de plantas medicinais pelas comunidades pode fornecer
informacdes favoraveis para realizacdo de estudos fitoquimicos e farmacologico
sobre estas plantas, economizando tempo e investimento (BRASILEIRO et al.,
2008).

Sendo assim, a fitoterapia mostra-se como uma alternativa viavel, sendo
necessaria a intensificacao de pesquisas a respeito do potencial floristicos do Brasil,
objetivando a descoberta ou comprovacédo de plantas utilizadas no dia a dia, no
entanto, é necessario reverter os resultados encontrados em beneficios das pessoas
(ALBUQUERQUE, 1989).

Nesse sentido, devido a grande importancia da fitoterapia e da escassez de
estudos em Medicina Veterinaria, fazem-se necessarias pesquisas e

aprofundamento sobre efeitos terapéuticos das plantas no ambito animal.
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2.1.4.1. Utilizac&o de plantas medicinais ha Medicina Veterinaria

No Brasil apenas 1% do mercado de fitoterapicos, sdo voltados para segmento
veterinario. No entanto, € o setor que apresenta um maior crescimento ao ano, cerca
de 25%. Os fitoterapicos ja representam 6,7% do mercado total de medicamentos
(QUINTELA, 2004). Alguns fatores como ao aumento dos custos com 0S Servigos
veterinarios e a dificuldade em obter medicamentos sintéticos, tém aumentado o
interesse no estudo da medicina etnoveterinaria, sobretudo no que se trata a
utilizag&o da fitoterapia (CARCERES et al., 2004).

Segundo Mathias (2007), muitos agricultores e veterinarios utilizam essa
alternativa, para prevenir e tratar doencas em rebanhos de animais de producéo e
animais de companhia. Outro fator que justifica a utilizacdo de plantas é a
possibilidade de se obter alimentos seguros de origem animal, livres de residuos,
além de possibilitar um sistema de producdo animal mais sustentavel (MONTEIRO;
RODRIGUES; CARMUCA-VASCONCELOS, 2012).

Diversos estudos que investigam o uso de plantas vém sendo realizado, sendo
uma promissora area para pesquisas. Marinho et al.(2007) quando aplicou um
questionério, com a finalidade de obter o conhecimento do uso de plantas medicinais
como terapéutica para os animais enfermos, constatou que 100% dos entrevistados
nao soO utilizavam plantas medicinais na terapéutica do animais domésticos, como
também aceitariam esta forma de tratamento como prescricdo do médico veterinario.

Vieira (2002) trabalhando com caprinos e testando por mais de dois anos 0s
extratos da Spigelia anthelmia L (Erva lombrigueira), Lilium SP (Lirio) e Operculina
macrocarpa (Batata-de-purga) observou uma reducdo a atividade anti-helmintica dos
respectivos extratos. Pereira et al. (2015) estudando algumas arvores como, Mimosa
tenuiflora (Jurema preta) e Mimosa arenosa (Jurema vermelha), observaram uma
atividade antimicrobiana das plantas sobre algumas linhagens de Staphylococcus
aureus.

Outros estudos utilizando o extrato hidroalcodlico da Ximenia americana
(Ameixa-do-mato) adicionado a base Lanette para producéo de um creme aniénico a
10% mostrou ser eficiente na contracdo de feridas cutaneas em ratos, favorecendo a
cicatrizacdo (NETO JUNIOR, 2016). Wanderley (2015) utilizando o 6éleo essencial da
Rosmarinus officinalis L.(Alecrim) como um agente de controle e profilaxia frente a

determinadas cepas de Staphyloccocus aureus, causadoras da mastite bovina,


https://www.google.com.br/search?biw=1368&bih=650&q=Staphylococcus+.+aureus&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi4oMPqmLrNAhXEDZAKHdMNCnQQvwUIGSgA
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mostrou grande potencial. O d6leo de semente de maracuja mostrou-se eficiente,
acelerando o processo cicatricial de lesdes cutaneas em equinos e ratos Wistar
(MARQUES, 2016).

2.1.4.2. Vitex agnus castus L.

O género Vitex, pertencente a familia Laminaceae, formada por mais de 270
espécies, predominantemente arvores e arbustos, e € restrita nas regides tropicais e
subtropical (PADMALATHA et al., 2009). Sado bastante comuns na regido do
Mediterraneo e da Criméia, sendo localizadas também em regides quentes da Asia,
Africa e Américas (MAIA et al., 2001).

Algumas espécies sdo utilizadas para diversas enfermidades, como por
exemplo, dores reuméticas, inflamacdes, infeccbes respiratorias, diuréticas,
problemas pré-menstruais (GANAPATY; VIDYADHAR, 2005).

Estudos fitoquimicos realizados demostraram que algumas espécies de Vitex
apresentam compostos quimicos que sdo farmacologicamente ativos, como:
diterpendides, sesquiterpendides, triterpendides, lignanas, iridides, esterdis e
flavondides (NYILIGIRA et al., 2004).

Dentre as espécies, a Vitex agnus-castus se destaca pelo seu uso rotineiro na
medicina popular (Figura 8), onde sua primeira indicagdo medicinal pode ser

encontrada nos relatos de Hipécrates, no 4° século a.C. (MAIA et al., 2001).

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).
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No Brasil € conhecida por alecrim-de-angola, alecrim-do-norte, limba, pimenta
de monge, &rvore casta ou pau-de-angola. Pelas caracteristicas morfologicas
apresentam-se como arbusto grande ou arvoreta, de 1,5-3,0 m de altura, folhas
compostas palmadas, aromaticas, com 5-7 foliolos lanceolados, cinéreo-tomentosos
na face inferior, de 5-11 cm de comprimento. As flores séo labiadas, violaceas, em
cachos terminais (Figura 9). Os frutos tém coloragdo marrom, quase preto, com
cerca de 3,5 mm de diametro, eles possuem um aroma e sabor semelhante a
pimenta (LORENZI; MATOS, 2002).

Pesquisas indicam que o extrato da planta Vitex agnus castus L., também tem
sido usado no tratamento de varias condigcbes femininas como a amenorréia e a
dismenorréia, corpo lateo insuficiente, hiperprolactinemia, infertilidade, acne,

menopausa e interrupcdo da lactacdo (DANIELE et al., 2005).

Figura 9. Amostras da Vitex agnus castus L. (A) folhas fortemente aromaticas,

digitadas, opostas e (B) flores labiadas, violaceas, em cachos terminais.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

Schellenberg (2001) e Sliutz et al., (1993) relataram que essa planta possui
efeito estimulante e normalizador das fun¢cbes da pituitaria, especialmente a fungéo
da progesterona. Restabelece o equilibrio normal estrégeno-progesterona e diminui
alguns sintomas indesejaveis da menopausa. E utilizada no tratamento da
disminorréia, estresse pré-menstrual, outras desordens relacionadas com a fungéo

hormonal, em hiperprolactinemia, como diurético, bem como atividade contra células
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de leucemia P388, além de inibir a sintese de prolactina, como também se liga aos
receptores opibdides e dopaminérgico (D,) (MEENA et al., 2011).

O uso medicinal de Vitex agnus-castus L. acontece normalmente pela ingestéo
via oral dos extratos das folhas, frutos ou do 6leo essencial dessas partes. Essa
alternativa tem sido usada para varios sintomas relacionados ao sistema reprodutor
feminino. (WUTKE et al., 2003). Comparando esta planta com a piridoxina (Vitamina
B6), ela foi considerada mais eficiente no alivio dos sintomas da tensédo pré-
menstrual (LAURITZEN et al., 2004).

De acordo com a composi¢cdo quimica da Vitex agnus castus, ela apresenta
glicosideos iriddides, flavonoides, diterpenos, 6leo essencial, cetoesterdides. Os
flavondides primarios contém casticina, orientina e isovitexina (MAIA et al., 2001).
Silva (2016) também descreveu pela primeira vez os constituintes do 6leo essencial

da Vitex agnus castus da regido do vale do Sao Francisco (Tabela 15).

Tabela 15. Componentes quimicos identificados no éleo essencial de Vitex agnus-

castus.
TR (min)? IK® Area (%)° Composto

5,738 924 0,35 a-Tujeno

5,949 934 5,42 a-Pineno

7,073 975 10,63 Sabineno

7,196 979 1,09 B-Pineno

7,546 988 1,31 Mirceno

8,738 1026 1,90 orto-Cimeno
8,905 1029 2,82 Limoneno

9,014 1031 26,58 Eucaliptol (1,8-cineol)
11,562 1096 0,29 Linalol
12,543 1122 0,46 Trans-menta-2,8-dieno-1-ol
13,279 1142 0,19 Oxido de limoneno
14,478 1166 0,69 d-Terpineol
14,945 1177 4,34 4-Terpineol
15,525 1188 2,81 a-Terpineol
21,133 1317 0,16 Acetato de 5-Terpenila
22,578 1349 8,14 Acetato de a-Terpenila
25,236 1409 0,15 a-Gurjuneno
25,669 1419 2,29 B-Cariofileno
26,623 1442 0,25 Z-B-Farneseno
27,176 1456 5,85 E-B-Farneseno
27,448 1473 0,57 4,5-di-epi-Aristolocheno

28,963 1500 0,59 Biciclogermacreno
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31,881 1568 0,27 Palustrol
32,300 1578 3,40 Espatulenol
32,535 1602 1,83 Ledol
33,329 1608 1,12 Epdxido humuleno |l
34,779 1640 4,42 epi-a-Cadinol
35,312 1642 0,26 epi-a-Muurulol
Total
identificado 88,18

®TR: tempo de retencéo. " Iindice de Kovats. ¢ Porcentagem do composto no 6leo.

(Fonte: Adaptado de Silva, 2016).

Observando o uso da Vitex agnus castus na Medicina Veterinaria, Mehlhorn,
Schmahl e Schmidt (2005) observaram boa repeléncia dos extratos da Vitex agnus
castus contra varios artropodes hematéfagos, especialmente contra os carrapatos
Ixodes ricinus e Rhipicephalus sanguineus.

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas, os 6leos
essenciais, usados geralmente na aromaterapia, sao relatados como produtos com
enorme potencialidade farmacoldgico e terapéutico. (EDRIS, 2007). Sao constituidos
de forma geral de uma mistura complexa de hidrocarbonetos, alcoois e compostos
carbonilicos. Os hidrocarbonetos pertencem a um grupo de substancias conhecidas
como terpenos e, em menor presenga, sesquiterpenos. Podem ser encontrados em
todo tecido vivo de plantas, e mais concentrados na casca, nas flores, no rizoma e
nas sementes (SARMENTO, 2002). Eles sdo compostos volateis e caracterizados
por um forte odor, sendo provenientes de plantas aroméaticas durante o metabolismo
secundario, geralmente produzido nas folhas em estruturas conhecidas com
tricomas glandulares, dutos e cavidades secretoras ou células oleosas encontradas
no tecido da planta (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Este metabolismo secundario
exerce um papel importante na interacao das plantas garantindo vantagens para sua
sobrevivéncia e perpetuacdo de sua espécie em seu ecossistema (SIMOES;
SPITZER, 1999).

Os oleos essenciais extraidos das folhas e dos frutos da Vitex agnus-castus L.
foram utilizados em mulheres que estavam na menopausa, sendo ambos os 6leos
eficazes no alivio dos sintomas (LUCKS; SORESEN; VEAL, 2002).

Ha estudos que mostram que na composi¢cdo quimica desse 6leo encontramos

monoterpenos e sesqueterpenos (Katiraee et al., 2015), mas nao foi encontrada
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relatos no sub-médio do s&o Francisco nem qualquer estudo do potencial
farmacoldgico desta espécie em cabras.
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2.2. Justificativa

A caprinocultura na regido do Nordeste brasileiro ha muito tempo vem
ganhando destaque, mostrando-se como uma importante atividade economicamente
viavel para o semiarido nordestino. No entanto, os produtores dessa regido séo
caracterizados pelo o baixo nivel tecnolégico nas propriedades, utilizando de
praticas rudimentares, onde a maioria dos animais apresentam indices de
desempenho baixo, destacando-se a alta mortalidade pds-natal e a heterogeneidade
das crias. Dessa forma, a sincronizacdo do estro e ovulacdo é uma biotécnica
reprodutiva utilizada em pequenos ruminantes visando a concentracao de partos em
uma determinada época desejada para os distintos sistemas de producdo. Essa
biotécnica ndo s6 melhora o manejo reprodutivo, mas também incrementa o ganho
genético do rebanho, reduz o periodo reprodutivo e intervalo entre partos, permitindo
que a fémea tenha um maior numero de crias/ano. Contudo, existem fatores que
podem limitar o uso desta técnica, como o0 elevado custo para a aquisicdo de
horménios, falta de profissionais capacitados e restricdo na obtencdo de hormdnios
no mercado nacional. Nesse sentido, os produtos de origem vegetal, por possuirem
reconhecido efeito terapéutico, se apresentam como uma alternativa para superar 0s
entraves na realizacdo da biotécnica de sincronizacao de estro e ovulacao.

Nesse contexto, a planta Vitex agnus-castus, comum na nossa regiao, pode ser
uma alternativa visto que pesquisas recentes relatam que tem aumentado
consideravelmente o uso fitoterapico dessa planta, pois tem se mostrado como uma
alternativa hormonal, no controle dos disturbios do ciclo pré-menstrual feminino.

Seu 6leo 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. Diante dessas informacdes, a Vitex agnus castus
apresenta-se como uma ferramenta de pesquisa importante devendo ser realizado
que possibilitem conhecer a melhor a sua composicdo quimica e comprovar seu
potencial farmacoldgico.

Deste modo, o uso do 6leo essencial da Vitex agnus-castus apresenta histérico
que justifica a investigacéo de seu potencial em promover a sincronizacao do estro a
baixo custo viabilizando essa biotécnica e, melhorando o manejo reprodutivo e a sua

producéao.
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo Geral

» Avaliar o efeito do uso de esponjas intravaginais impregnadas com O0leo

essencial da planta Vitex agnus castus L. na sincronizacdo do estro e

fertilidade de cabras.

2.3.2. Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito do uso de esponjas intravaginais impregnadas com 6leos

essenciais da planta Vitex agnus castus L. no (a):

Numero de animais em estro;

Intervalo entre a retirada da esponja ao inicio do estro;

Duracéao do estro;

Perfil da progesterona, durante e apos a sincronizagéo do estro;

Taxa de fertilidade.
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2.4. MATERIAL E METODOS

2.4.1. Aspectos éticos

O experimento foi realizado ap6s a aprovagéo institucional do Instituto Federal
de Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano (IF-SERTAO), sendo
todo o protocolo experimental conduzido conforme os principios éticos de
experimentacdo animal adotado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, do
Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas da Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco, sob o Protocolo n® 0002/131014.

2.4.2. Local de execucéo

O experimento ocorreu de maio a julho de 2015 no Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano — IF-Sertdo, em Petrolina,
Pernambuco, localizado a 9° 23 34” S, 40° 30’ 28" O e altitude de 376 m. A
temperatura média anual € de 26,4 °C e a umidade €& de 58% (EMBRAPA
SEMIARIDO, 2005).

2.4.3. Animais experimentais

Foram utilizadas 48 cabras da raca Anglo Nubiana (Figura 11), pluriparas, ndo
lactantes, com idade (média + desvio padrdo) de 2,5 + 1,0 anos e escore de
condicdo corporal de 3,2 + 0,4. Os animais foram submetidos a um regime semi-
intensivo de producao, onde, pela manha tinham acesso ao pasto e, no periodo da
tarde, eram recolhidas em instalagcdes cobertas, recebendo capim elefante
(Pennisetum purpureum) picado no cocho, bem como agua e sal mineral a vontade.

As fémeas foram selecionadas apoOs ultrassonografia, evitando assim, que
algum animal prenhe, bem como portador de alguma patologia genital, fizesse parte
do experimento. Foram utilizados, ainda, trés bodes da mesma raca, de fertilidade
comprovada, para deteccdo de estro apOs os tratamentos hormonais descritos a

sequir.
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Figura 11. Fémeas da raca Anglo Nubiana.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

2.4.4. Sincronizagao do estro e delineamento experimental

As cabras foram divididas, homogeneamente e ao acaso em quatro (n = 12)
grupos de tratamento, segundo o protocolo de sincronizagédo de estro. No grupo 1
(MAP-COM), foi administrado intramuscularmente (IM) 75 pg de d-cloprostenol
(Prolise®, Tecnopec, Brasil) e depositado uma esponja intravaginal impregnada com
60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Progespon®, Schering-Plough,
Brasil), a qual foi retirada cinco dias depois. No dia da retirada das esponjas, as
cabras receberam (im) 300 Ul de eCG (Novormon®, Coopers, Brasil); No grupo 2
(MAP-ART), foi realizado o mesmo tratamento que no G1, sendo, porém, utilizadas
esponjas intravaginais preparadas artesanalmente e injetadas com 60 mg de acetato
de medroxiprogesterona (DEPO-PROVERA®, Pfizer, Brasil); O grupo 3 (OEVACGE0)
foi semelhante ao MAP-COM, mas a esponja intravaginal foi impregnada com 60 mg
de 6leo essencial de Vitex agnus castus L; e o grupo 4 OEVAC120 diferiu do
OEVACG60 pela impregnacao de 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L.

na esponja intravaginal.
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2.4.5. Deteccéo do estro

Utilizando trés machos adultos, os quais ficaram expostos as fémeas por, no
minimo, 30 minutos, observaram-se as cabras quanto a ocorréncia de estro, a cada
quatro horas, a partir de doze horas apés o fim do tratamento. A fémea foi
considerada em estro pelo reflexo de imobilidade em relagdo a monta pelo macho.
Separaram-se as cabras identificadas em estro das demais para nao interferirem

nas proximas observacoes.

2.4.6. Coleta do material botanico

Para obtencdo do 6leo essencial de Vitex agnus castus L, as partes aéreas
foram coletadas na Rodovia Jatob&d Carneiro, em Petrolina-PE (09°23’06,00”S;
40°27°'15,90”0), Brasil. A espécie foi identificada pelo professor e botanico Dr. José
Alves de Siqueira Filho, do Centro de Referéncia para a Recuperacdo em Areas
Degradadas da Caatinga (CRAD), da UNIVASF. Uma exsicata foi depositada no
Herbario do Vale do S&o Francisco (HVASF), da mesma universidade, com o
namero de tombo 23001. As partes aéreas foram coletadas em marcgo de 2015.

2.4.7. Obtencao do 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVac)

As partes aéreas frescas de Vitex agnus castus L. foram selecionadas,
higienizadas cortadas e submetidas a extracéo pelo processo de hidrodestilacdo em
um aparelho do tipo Clevenger modificado, utilizando trés litros de agua destilada em
baldo de vidro de 6 L, aquecida em manta aquecedora, mantando-se a temperatura
de ebulicdo por duas horas (Figura 12). Posteriormente, uma mistura de fase aquosa
e oleosa foi obtida, resultando no 6leo essencial de coloracdo e odor caracteristico.

Essa mistura foi armazenada em um frasco ambar e acondicionada em
refrigeracdo, com uma temperatura inferior a 0°C. Quando a fase aquosa congelou,
retirou-se o Oleo obtido na extracdo e foram mantidas as mesmas condicbes

anteriores.
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Figura 12. Aparelho do tipo Clevenger modificado.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

2.4.8. Identificacdo da composic¢do quimica do 6leo essencial

A Identificacdo da composicdo quimica do Oleo essencial extraido foi feita
através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, na Central
Analitica da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As analises foram realizadas
em equipamento CG-MS modelo QP 2010, fabricado pela Shimadzu, coluna capilar
DB - 5m (30m x 0,25 mm) com espessura de fiime de 0,25 um, temperatura do
injetor 220°C e do detector de 240°C, hélio como gas de arraste na vazdo de 1
mL/min, temperatura de interface de 240°C, energia de ionizacéo 70 Ev, corrente de
ionizagcao: 0,7 Kv e programa de temperatura do forno: 60°C a 240°C (3°C/min),
mantendo uma isoterma de 240/C por 20 minutos.

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacbes dos espectros de
massa obtidos com o0s espectros de massa existentes no banco de dados do

equipamento, com a literatura e pelo indice de Kovat's (ADAMS, 1995).

2.4.9. Forma de preparo das esponjas artesanais

Para fabricacdo artesanal das esponjas, foi utilizada espuma de poliuretano
com densidade 20 e altura de 3 cm. Para obter o formato cilindrico das esponjas, foi
utilizado um cano de ferro com 30 cm de comprimento e 2 a 3 cm de diametro, cujas
bordas foram afiadas em esmeril, tornando-as cortantes. Em seguida, a borda
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cortante do cano foi pressionada contra a espuma, o cano girado no sentido horario
até a liberacgéo total do cilindro de espuma.

Depois, foi colocado o fio de remocao da esponja, utilizando uma agulha de
costura com 60 cm de fio de algoddo namero zero. Para tanto, a agulha foi inserida
na parede lateral do cilindro de esponja (sentido horizontal) até atravessa-la, sendo,
em seguida, removida e realizada uma segunda perfuracdo paralela a primeira (a,
aproximadamente, 1 cm de distancia). Assim, a agulha foi removida, deixando
apenas o fio preso a esponja, sendo as pontas do fio igualadas.

Em seguida, foi puxada a porcdo do fio que estava envolvendo a esponja no
lado oposto ao da saida das pontas, de modo a formar uma alga que atingisse a
borda superior do cilindro de esponja. Posteriormente, houve o entrelacamento do
fio, passando uma das pontas do mesmo por dentro da alca e a outra por cima e por
dentro da mesma. Depois, o fio foi ajustado no centro da extremidade superior da
esponja, sendo feitos alguns nés com as pontas, cuidando para que ficassem no
centro da circunferéncia, permitindo o equilibrio da esponja (Figura 13).

As esponjas permaneceram numa solucdo contendo hipoclorito (Agua Sanitaria
Tubardo®, Raymundo da Fonte, Brasil) a 0,5% por 24 horas. Passado esse tempo,
as mesmas foram lavadas constantemente para retirar os residuos do hipoclorito.
Apds esse processo, as esponjas foram colocadas em estufa de esterilizacdo e
secagem (Estufa de esterilizagdo e secagem, mod. 1.3®, Medicate, Brasil) para

secar por 24 horas (Figura 14).

Figura 13. Esponjas artesanais confeccionadas.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).
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Figura 14. Esponjas artesanais ap0s o0 processo na estufa de secagem.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

Em seguida, foi aplicado 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (Depo
Provera®, Pfizer, Bélgica) em algumas esponjas e 60 mg e 120 mg do Oleo
essencial de Vitex agnus castus L. em outras, conforme delineamento experimental
ja descrito anteriormente. A aplicacdo do horménio e do 6leo foram realizadas em
varios pontos da esponja sempre do centro para a periferia, evitando o
extravasamento dos produtos. Para secar as esponjas, as mesmas foram suspensas
em um varal e colocadas em local protegido da luz solar e de poeira. Por fim, as
esponjas foram armazenadas em saco plastico vedado para nao ter contato com o
ar e estocadas em local protegido de luz solar direta.

2.4.10. Colheita de sémen e inseminacdo artificial

Sémen foi colhido de um bode da raca Anglo Nubiana através do método da
vagina artificial (Figura 15), sendo, entdo, avaliado quanto aos parametros
motilidade massal, motilidade individual progressiva, percentual de espermatozoides
vivos e concentragéo espermatica. Foram utilizados ejaculados com valores minimos

de 3 para motilidade massal, de 70% para motilidade individual progressiva e
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percentual de espermatozoides vivos, bem como de 3 Dbilhdes de

espermatozoides/mL para concentracdo espermética.

Figura 15. Colheita de sémen através da vagina artificial.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

Para a diluicdo do sémen, empregou-se o diluidor a base de agua de coco
(NUNES, 1982), sendo a concentracdo espermatica ajustada para 2 x 10°
espermatozoides/mL. As inseminac¢fes artificiais foram realizadas cinquenta e
quatro horas ap0s a retirada do dispositivo, por via transcervical com sémen a fresco
diluido, envasado em palhetas plasticas de 0,25 mL (Bainha francesa®, IMV,
Franca) e utilizando bainhas sanitarias (Bainha francesa®, IMV, Franca) para
palhetas de 0,25 mL e inseminacao artificial de caprinos e ovinos, lanterna de
cabeca (Lanterna de cabeca 12 leds®, Black Jack, Estados Unidos), espéculo
vaginal de Collins longo (Espéculo vaginal longo®, ERWIN GUTH, Brasil) e um
aplicador para inseminacao artificial de pequenos ruminantes (Aplicador Universal
Nacional®, Alta Genetics, Brasil). O tipo de inseminacao artificial foi registrado de
acordo com a classificacdo de Chemineau et al. (1991), como Transcervical
Superficial (sémen depositado até o segundo anel cervical), Transcervical Profunda
(sémen depositado ap6s o segundo anel cervical e dentro da cérvice) e Intrauterina

(sémen depositado no corpo do utero) (Figura 16).
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Figura 16. Inseminag&o artificial transcervical.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

2.4.11. Colheita de sangue e dosagem de progesterona

Foram efetuadas colheitas de sangue para determinacdo da concentracdo de
progesterona, a qual foi determinada para avaliar do status ovariano, antes, durante
e apdés os tratamentos hormonais de sincronizacdo do estro, bem como para
detectar a ocorréncia de ovulacao seguida da formac&o de um corpo lateo funcional.
As colheitas foram realizadas nos seguintes momentos: sete dias antes a insercéo
do dispositivo intravaginal de sincronizacdo do estro (D-7), na insercdo do
dispositivo (DO) e, diariamente, sempre as 06:00 h, entre os dias 1 e 5 (D1, D2, D3,
D4, D5) (SOUZA, 2010) e 14 dias apoés a retirada dos dispositivos. O sangue foi
colhido por meio de puncdo da veia jugular em tubos vacuolizados (Tubos para
coleta de sangue®, BD Vacutainer, Brasil) (Figura 17). ApGs a colheita, os tubos

foram acondicionados em caixas de isopor sob gelo até a centrifugacdo em
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centrifuga (Centrifuga Macro CSC24®, CentriBio, Brasil), a 5°C, por 15 min, a 2.000
g. O soro foi aspirado utilizando micropipeta e estocado em tubos plasticos de 1,5
mL (Tubo Eppendorf 1,5%, Eppendorf do Brasil, Brasil), em freezer (Freezer

Horizontal H400®, Electrolux, Suécia), a —20°C, até a dosagem.

Figura 17. Colheita de sangue para a concentracao de Progesterona.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2016).

A concentragdo de progesterona foi determinada pela técnica de
eletroquimiluminescéncia, utilizando-se Kits comerciais (Access Progesterone®,
Beckman Coulter, Brea, Califérnia, EUA). A sensibilidade foi de 0,08 ng/mL. A
presenca de um corpo luteo funcional foi verificada quando a concentracdo de
progesterona foi de, no minimo, 1 ng/mL. Ja a presenga de um corpo lateo
gestacional, no 14° dia apds a retirada das esponjas, foi considerado quando a
concentracéo de progesterona variou de 2,6 a 10,8 ng/mL (KHANUM et al 2008).

2.4.12. Diagnéstico de gestacéao

Foram realizadas ultrassonografias transretais, 45 dias apés a inseminacao
artificial, para aferir a proporcdo de fémeas gestantes, com um aparelho portatil
(Aquila Vet®, Piemedical, Holanda), equipado com um transdutor linear
multifrequencial de 6 a 8 MHz (Probe 6/8 MHz®, Piemedical, Holanda), adaptado


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=657&q=Brea+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzClOV-IAsYuMkgy0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAIPROE0QAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj-oICJlr_NAhWFiJAKHRIACnEQmxMImAEoATAS

59

para pequenos ruminantes. Para a realizagdo dos exames as cabras foram contidas
em um tronco proprio. Em seguida, as fezes foram retiradas manualmente da
ampola retal e, com uma seringa de 60 mL, foram depositados entre 15 a 20 mL de
gel metilcarboxicelulose (Carbogel®, ULT, Brasil) para facilitar a transmissao
ultrassénica. Em seguida, o transdutor linear foi introduzido até a visualizagdo da
bexiga e utero. Para a obteng&o da imagem dos ovérios, o transdutor foi rotacionado

em sentido horario e anti-horario.

2.4.13. Parametros avaliados

Foram registradas as seguintes variaveis: proporcdo de fémeas em estro;
duracdo do estro, intervalo entre a retirada da esponja e o estro (h); Taxa de
fertilidade (%) e proporcdo (%) de tipos de inseminacgfes artificiais (intracervical
superficial — ICS; intracervical profunda — ICP; e intrauterina — 1U).

2.4.14. Andlise estatistica

Os dados foram examinados para o teste de normalidade utilizando o Shapiro-
Wilk. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e percentagem.
Para comparacdo dos parametros entre 0s grupos, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA), a medida que as variaveis ndo apresentavam uma distribuicédo
normal, mesmo apo6s transformacdo logaritmica (log (x + 1)), estas foram
considerados ndo paramétricas, e, assim, as diferencas entre os tratamentos foram
avaliadas pelo teste de Friedman. Os dados expressos em porcentagem foram
submetidos ao Teste Exato de Fisher. Toda a andlise foi realizada utilizando o
software estatistico SAS® University Edition (Statistical Analyses System, 2014). Os

valores foram considerados estatisticamente significativos quando P<0,05.
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2.5. RESULTADOS

Com relacdo ao comportamento estral, todas as fémeas dos quatros grupos
experimentais submetidos a sincronizacado apresentaram estro, conforme mostra a
Tabela 16. Também foi observado que nao houve diferenca significativa (P>0,05)

entre grupos para a porcentagem de animais em estro.

Tabela 16. Porcentagens de cabras em estro, intervalo médio (+ e.p.) entre o fim do
tratamento e o inicio do estro (FT-IE) e duracdo média (+ e.p.) do estro de cabras
Anglo Nubiana com estros sincronizados utilizando esponjas industrialmente
impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-COM), além de esponjas
artesanalmente preparadas e manualmente injetadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus
castus L (OEVACG60) e com 120 mg de Oleo essencial de Vitex agnus castus L
(OEVAC120).

TRATAMENTOS
VARIAVEIS MAP-COM MAP-ART OEVACG60 OEVAC120
% de cabras em
100% (12) 100% (12) 100% (12) 100% (12)
estro (n)
FT-IE (h) 26,00 +2,02* 28,67 +1,87% 29,00+2,06®° 31,67+2,84°
Duracéao do
44,33 +2,02 43,33+1,47 47,33 +1,55 48,67 + 1,47
estro (h)

25 valores com letras mintsculas sobrescritas distintas entre linhas, diferem (P<0,05).

Com relacdo ao momento do inicio do estro, as cabras experimentais
apresentaram comportamento estral médio, 28,83 £ 1,17 horas apos a retirada da
esponja. As cabras do grupo OEVAC120 foram mais tardias (P<0,05), quando
comparadas aquelas do grupo MAP-COM. Contudo, as cabras do grupo OEVACG60
iniciaram seus estros no mesmo intervalo apos a retirada da esponja que 0s animais
tratados com as esponjas comerciais e impregnadas com MAP (grupo MAP-COM).
Além disso, 0os estros tiveram a mesma duracdo entre grupos de tratamento

(P>0,05), com os animais permanecendo em estro por 44,93 £ 1,22 horas (média).
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A Figura 18 mostra a distribuicdo de ocorréncia de estro nos quatros
tratamentos realizados. Inicialmente, foi observado que os inicios dos estros nos
animais tratados com esponjas impregnadas com MAP, sejam comerciais (grupo
MAP-COM) ou artesanais (grupo MAP-ART) se concentraram sutilmente mais cedo
(16 a 32 horas apés a retirada as esponja) quando comparados aqueles registrados
nos grupos experimentais onde os estros foram sincronizados através de esponjas
artesanais impregnadas com 6leo essencial de Vitex agnus castus L (24 a 36 horas
apos a retirada as esponja), seja ha dose de 60 mg (grupo OEVACG60) seja na de
120 mg (grupo OEVAC120). Além disso, as cabras com estros sincronizados através
de esponjas artesanais impregnadas com 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus
castus L (grupo OEVAC120) apresentaram estro de forma mais dispersa (8% das
cabras iniciando seus estros em cinco diferentes intervalos apds a retirada da
esponja).

Figura 18. Percentual de cabras Anglo Nubiana em estro apds o fim de tratamentos
hormonais utilizando esponjas industrialmente impregnadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-COM), esponjas artesanalmente preparadas e
manualmente injetadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60
mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60) e com 120 mg de 6éleo

essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).
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No tocante as concentragbes de progesterona antes, durante e ap0s 0S
tratamentos de sincronizacdo do estro, foi observado, inicialmente, que todas as
cabras apresentavam concentracdes de progesterona acima de 1 ng/mL sete dias
antes do inicio dos tratamentos hormonais, sem (P>0,05), contudo, diferenca
significativa entre grupos experimentais. No dia do inicio dos tratamentos hormonais,
concentracdes de progesterona, embora presentes, eram mais baixas que aquelas
observadas sete dias antes, também sem diferenca significativa (P>0,05) entre
grupos experimentais. A partir do primeiro dia apés o inicio dos tratamentos de
sincronizagdo do estro, houve uma queda (P<0,05) nas concentracbes de
progesterona em todos os grupos para 0 ng/mL e esta concentracao foi observada
até o ultimo dia do tratamento. A partir da retirada das esponjas até o dia 14 apés o
final do tratamento hormonal, uma elevacdo das concentracfes de progesterona foi
observada em todos os grupos experimentais (P<0,05). Além disso, no 14° dia ap6s
a retirada das esponjas, as concentracdes de progesterona nas cabras dos grupos
MAP-COM e MAP-ART foram superiores (P<0,05) aquelas dos animais
pertencentes aos grupos OEVAC60 e OEVAC120 (Figura 19).

Figura 19. Concentracdes séricas de progesterona (ng/mL) antes, durante e apds os
diferentes tratamentos hormonais, utilizando esponjas industrialmente impregnadas
com acetato de medroxiprogesterona (MAP-COM), esponjas artesanalmente
preparadas e manualmente injetadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-
ART), com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60) e com 120
mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).
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Com relacao a fertilidade apds os diferentes tratamentos de sincronizacao de
estro e inseminacao artificial transcervical, foi observado apenas a meédia 31,25% de
taxa de gestacdo. Considerando os grupos de sincronizacdo do estro, as cabras
com estros sincronizados com esponjas impregnadas com MAP (MAP-COM e MAP-
ART) apresentaram maiores taxas de gestacdo que aquelas tratadas com esponjas
artesanais impregnadas com 0leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60 e
OEVAC120) (Tabela 17).

Tabela 17. Taxa de fertilidade (%) e proporcéo (%) de tipos de inseminacdes
artificiais (intracervical superficial — ICS; intracervical profunda — ICP; e intrauterina —
IU), apés tratamentos hormonais de sincronizacdo de estro, utilizando esponjas
industrialmente impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-COM),
esponjas artesanalmente preparadas e manualmente injetadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60mg de Oleo essencial de Vitex agnus
castus L (OEVAC60) e com 120mg de Oleo essencial de Vitex agnus castus L
(OEVAC120).

Tipos de inseminacéo artificial (1A)

Fertilidade
por grupo de
tratamento
(%)

Tratamento ICS (%) ICP (%) U (%)

MAP-COM 16,67 (2/12)"* 25,00(3/12)""® 58,33 (7/12)%% 58,00 (7/12)°
MAP-ART 33,34 (4/12)""* 8,33 (1/12)"* 58,33 (7/12)%® 41,66 (5/12)*"
OEVAC60 25,00 (3/12)"* 25,00 (3/12)** 50,00 (6/12)** 8,33 (1/12)*

OEVAC120 25,00 (3/12)* 8,33 (1/12)"** 66,66 (8/12)** 16,67 (2/12)?

TOTAL 25,00 (12/48)* 16,67 (8/48)" 58,33 (28/48)° 31,25 (15/48)

Fertilidade
por tipode 8,33 (1/12)* 25,00 (2/8)" 42,85 (12/28)® = -
1A (%)

4 b valores com letras mindsculas sobrescritas diferentes entre linhas indicam diferenca
significativa (P<0,05).
A B Valores com letras mailsculas sobrescritas diferentes entre colunas indicam diferenca
significativa (P<0,05).
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Considerando o tipo de inseminacéo artificial transcervical e independente do
grupo experimental, a proporcdo de inseminacdes artificiais intrauterinas foi
significativamente superior (P<0,05) que as demais (Tabela 17). Da mesma forma, a
taxa de gestacdo nas fémeas inseminadas por via intrauterina foi superior (P<0,05)
aquela resultante dos demais tipos de inseminacéo artificial (Tabela 17). No tocante
ao tipo de inseminagdo artificial e considerando o grupo experimental de
sincronizacdo do estro, as proporcdes de inseminacfes artificiais intrauterinas e
intracervicais profundas no grupo MAP-COM foram significativamente superiores
(P<0,05) as intracervicais superficiais (Tabela 17). J& no grupo OEVAC120, as
propor¢cdes de inseminacdes artificiais intrauterinas foram significativamente

superiores (P<0,05) as intracervicais superficiais e profundas (Tabela 17).
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2.6. DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo com o uso de espécies vegetais (6leo essencial) na
sincronizacao do estro em cabras.

As taxas de ocorréncia de estro foram semelhantes aquelas observadas por
Nogueira et al. (2008) em que 100% das cabras apresentaram estro apls a
sincronizacdo com protocolo de curta duracéo, utilizando MAP e associado a eCG
na retirada da esponja ou dispositivo. Resultado semelhante foi encontrado por
Menchaca et al. (2007) que, ao utilizarem o protocolo curto de cinco dias, obtiveram
91,3% de cabras em estro. Isso porque, os dispositivos intravaginais sdo capazes de
realizar uma grande sincronia de estro, sobretudo quando integrados a agentes
luteoliticos (LIMA; ARAUJO; FREITAS, 1997). Titi, Kridli e Alnimer (2010)
observaram 77% de cabras da raca Damascus em estro, quando utilizaram esponjas
intravaginais impregnadas com 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA), durante
cinco dias, associado a administracao de 12,5 ug de prostaglandina F2a (PGFy,).
Essa diferenca pode ser explicada pela menor quantidade de PGFyq utilizada por
Titi, Kridli e Alnimer (2010), retardando ou impedindo a regresséao luteal em alguns
dos animais, sobretudo naqueles dois ou mais corpos lateos durante o tratamento
progestageno. Freitas et al. (1996) sincronizaram o estro de cabras leiteiras e
verificaram que houve o atraso no estro e no pico pré-ovulatério de LH nas fémeas
com dois ou trés corpos luteos durante a impregnacao progestagena.

Trabalhando com cabras, Lima, Aradjo e Freitas (1997) verificaram que
tratamentos hormonais com progestagenos e associados a gonadotrofina coribnica
equina (eCG) sempre apresentam bons resultados de estro, pois a eCG atua tanto
no recrutamento folicular ovariano de fémeas ciclicas quanto aciclicas. Nesse
sentido, Barrett et al. (2008) observaram que, quando a eCG foi aplicada no final do
tratamento com progestagenos, houve melhor sincronia do estro e da ovulagéo.

A manifestagcdo do estro em todas as cabras que estavam com esponjas
impregnadas com 0leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60 e OEVAC120),
estd de acordo com o uso tradicional de plantas em tratamento de problemas
relacionados ao sistema reprodutor (ALl et al., 2015). Segundo Lucks; Sorensen;
Veal (2002), o o0leo essencial da folha da Vitex agnus castus mostrou ter uma agéo

terapéutica efetiva nos sintomas da menopausa em mulheres. Podendo o0s
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componentes do 6leo atuar no eixo hipotalamico hipofisario, diminuindo a secre¢éo
de FSH, FH e aumentando a liberagéo de progesterona (LUCKS, 2003).

No presente estudo, o intervalo entre o fim do tratamento e o inicio do estro foi
mais precoce (26,00 + 2,02 horas) em relacdo a Leite et al. (2006) (34,8 + 10,4
horas), ap6s induzirem o estro de cabras da raca Saanen com 60 mg de MAP, por
um periodo de nove dias, com a administragdo de 200 Ul de eCG e 37,5 ug de d-
cloprostenol. E também mais precoce quando comparado aquele encontrado por
Fonseca et al. (2005) (48,0 + 9,4 h), trabalhando com protocolos curtos (seis dias) de
sincronizagao de estro, em cabras leiteiras, utilizando MAP, aplicagédo de PGFy, por
via intra-vulvo-submucosal (22,5 pg) e 200Ul de eCG (IM).

Possivelmente, o menor intervalo entre a retirada da esponja e o inicio do estro
em nosso trabalho deve-se ao protocolo de sincronizacdo do estro utilizado, ou seja,
de curto prazo. Os protocolos curtos podem levar a um intervalo mais curto entre a
retirada do dispositivo ao inicio do estro, pois o crescimento folicular ocorre em
padrdo de ondas. O protocolo de curta duracdo se caracteriza por uma alta
concentracdo de progesterona no final do tratamento, fazendo com que haja uma
queda acentuada dos niveis deste esterdide e a consequente descarga hormonal de
FSH e LH, induzindo a maturacéo folicular, aumento nos indices de 17 B-estradiol e
a ocorréncia precoce do estro (RUBIANES; CASTRO; KMAID, 1998).

As cabras do grupo OEVAC120 foram mais tardias (P<0,05) em relacdo ao
inicio do estro, quando comparadas aquelas do grupo MAP-COM. Esses resultados
podem ser elucidados admitindo que uma menor dose de progestageno possa exigir
menor tempo para sua metabolizacdo, principalmente porque essas substancias
caracterizam-se por uma meia vida curta e, assim, uma eliminacéo rapida. Dessa
forma, o desbloqueio do eixo hipotalamico-hipofisario acontece mais rapidamente,
permitindo a liberagcdo do GnRH e depois do LH, antecipando a manifestacdo do
estro.

Contudo, as cabras do grupo OEVACG6O0 iniciaram seus estros no mesmo
intervalo ap0s a retirada da esponja que 0s animais tratados com as esponjas
comerciais e impregnadas com MAP (grupo MAP-COM). Mostra que ambos o0s
grupos conseguiram apresentar um aporte de progestageno suficiente,
possibilitando uma sincronia maior das cabras. Ja que 0s grupos em questao

mostraram uma pequena dispersao e, assim, um melhor sincronismo para o inicio da



67

manifestacdo do estro, uma vez que 50% das fémeas j4 haviam manifestado estro
até as 28 horas.

O presente estudo identificou valor de duracdo do estro superior (44,33 + 2,02
horas) em comparacdo com o achado por Maffili et al. (2006) (35,00 + 5,89 horas),
quando utilizou cabras Toggenburg tratadas durante cinco dias com esponjas
impregnadas com 60 mg de MAP e 50 ug de d-cloprostenol no inicio do tratamento,
além de 250 Ul de eCG no final do tratamento. A maior duracéo pode ser explicada
pela acdo da eCG no final do tratamento e a dose maior que foi usada no nosso
estudo. Esta diferenca, entdo, pode ser devida aos altos niveis de estrogeno no
sangue produzidos apos a lutedlise induzida e o estimulo do crescimento folicular no
ovario pela eCG exdgena. Parece que os altos niveis séricos de estrégeno sao
responsaveis por uma duracao prolongada do periodo estral verificado neste estudo,
0 que estd de acordo com o observado por Ahmed, Makwi e Jabura (1998). Assim,
guanto maior a dose de eCG, maior a tendéncia para antecipagao da ocorréncia do
estro apos o fim do tratamento. No entanto, Nogueira et al. (2006) obteve resultados
semelhantes da duracédo do estro (48,0 £ 10,7 h), trabalhando com cabras Boer,
sincronizadas com esponjas de 60 mg de (MAP) por seis dias e, no momento da
colocacao da esponja, foi aplicado 75 pg de cloprostenol mais 300 Ul de eCG na
retirada da esponja.

Os inicios dos estros nos animais dos grupos MAP-COM e MAP-ART se
concentraram mais cedo (16 a 32 horas apdés a retirada da esponja) quando
comparados aqueles registrados nos grupos OEVAC60 e OEVAC120 (24 a 36 horas
apos a retirada da esponja). Este aparecimento mais precoce do estro pode estar
relacionado ao fato dos dispositivos a base de progéstagenos estarem sendo
absorvido mais rapidamente, desbloqueando o eixo hipotalamico-hipofisario mais
cedo, antecipando e concentrando melhor o inicio do estro.

Além disso, as cabras com estros sincronizados no grupo OEVAC120
apresentaram estro de forma mais dispersa. Esses resultados podem ser
elucidados, visto que a dose utilizada nesse grupo corresponde a acao de duas
esponjas de MAP e, consequentemente, necessitando de um maior tempo de
absorcdo pelos animais, gerando, dessa forma, corpos luteos de pior qualidade e
resultando no aparecimento dos estros de forma irregular e dispersa. Segundo Foote
(1982), a insercdo de duas esponjas pretendendo aumentar 0s niveis de

progesterona ndo melhorou os indices de fertilidade.
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No tocante as concentracdes de progesterona, foi observado, inicialmente, que
todas as cabras apresentavam concentragdes de progesterona acima de 1 ng/mL
sete dias antes do inicio dos tratamentos hormonais, sem, contudo, diferenca entre
grupos experimentais. Significa que as cabras estavam ciclicas, uma vez que é
admitida como atividade ovulatoria (presenca de corpo lateo ativo), quando as
concentracdes de progesterona se apresentam 2 1,0 ng/mL (THIMONIER, 2000).

No dia do inicio dos tratamentos hormonais, concentracdes de progesterona
eram mais baixas que aquelas observadas sete dias antes, também sem diferenca
entre grupos experimentais. Provavelmente, as cabras ndo responderam a aplicacdo
do analogo da prostaglandina F2a, com posterior aumento para nivel luteal no
transcorrer do experimento. Estudos realizados relatam que a prematura elevacéo
de progesterona durante a fase inicial do ciclo estral, quando a administracdo de
analogos da prostaglandina F2a é ineficaz, impede a formagao do corpo luteo por
promover inadequado suporte luteotréfico apos a ovulacdo (MAFFILI, 2004).

Além disso, o corpo luteo é uma estrutura heterogénea apresentando dois tipos
de células diferentes: as células luteais grandes e as pequenas. Estas duas
populacdes celulares mostram distinto comportamento na resposta da estimulacao
gonadotréfica e também em relacdo a acdo das prostaglandinas. As células luteais
pequenas secretam grande quantidade de progesterona quando sdo estimuladas
pelo LH, respondendo a acdo de outros agentes que estimulam a atividade da
proteina quinase-C e a PGF,, com um aumento na sintese de progesterona
(BRADEN; GAMBONI; NISWENDER, 1988). As células luteais grandes, que séo as
gue secretam maiores quantidades basais de progesterona, sofrem inibicdo da
sintese de progesterona induzida pelo LH por acdo da PGFy,. Embora a PGFyq
exerca uma acao luteolitica, os receptores para as prostaglandinas estao presentes
em ambos tipos de células, sendo as células luteais grandes o local onde se inicia a
agao luteolitica da prostaglandina F2a. A comunicacgao intercelular entre células
luteais grandes e pequenas, assim como entre células luteais e ndo luteais, sao
necessarios para que seja processada a regressdo do corpo luteo (REYNOLDS;
GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000).

A partir do primeiro dia apoés o inicio dos tratamentos de sincronizagéo do estro,
houve uma queda nas concentracdes de progesterona em todos 0s grupos para 0

ng/mL e esta concentracao foi observada até o ultimo dia do tratamento.
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Vifioles et al. (1999) trabalhando com ovelhas, encontrou concentragbes
subluteais de progesterona, justificando pelo fato dos progestdgenos promover
excessivo crescimento e persisténcia de foliculos maiores. Dessa forma, o0s
progestagenos atuam no nivel do eixo hipotalamico hipofisario, influenciando, de
forma negativa, a secre¢do tbnica e o pulsatii de LH, diminuindo assim sua
amplitude e frequéncia (DISKIN; AUSTIN; ROCHE, 2002). N&o obstante, a presenca
de progesterona ou de seus analogos sintéticos promove um atraso no
desenvolvimento folicular, por inibir a liberacédo de LH via feedback negativo no eixo
hipotalamico-hipofisario (BURNS et al., 1993). Este acontecimento foi reforcado por
Uribe-Velasquez, Oba e Souza (2008), onde relatou que os efeitos inibitérios da
progesterona exdgena na dinamica folicular ovina sdo mediados pelas alteracdes na
frequéncia dos pulsos de LH, podendo afetar os programas de sincronizacdo do
estro e da ovulagédo. Segundo Greyling e Van Der Nest (2000), cabras tratadas com
esponjas de 60 mg de MAP (por 14 dias) tiveram concentracdo média de LH inferior
aguelas das cabras tratadas e ndo tratadas com esponjas de 30 mg de MAP.

A partir da retirada das esponjas até o dia 14 ap6s o final do tratamento
hormonal, uma elevacdo das concentracdes de progesterona foi observada em
todos o0s grupos experimentais. JA é sabido que a administracdo de um
progestageno exdgeno durante o ciclo estral blogueia a secrecdo hipofisaria de
gonadotrofinas e, ao final do tratamento, a desinibicdo do eixo hipotalamo-hipofisario
permite a liberagcdo de gonadotrofinas e, por conseguinte, o estro e a ovulacéo
(FREITAS; LOPES JUNIOR, 2001). De acordo com Greyling et al. (1994), a retirada
da esponja remove o0 bloqueio da progesterona e induz instantaneamente a
liberacdo de gonadotrofina e a subsequente ovulacdo nas fémeas tratadas. Além
disso, 0 aumento nas concentracfes plasmaticas de progesterona nesse periodo
pode ser resultado da atividade do corpo liteo somado a atividade de foliculos
grandes luteinizados. No presente estudo, este ocorrido corrobora com Pearce e
Robinson (1985), trabalhando com ovelhas Merino, nas quais demonstraram a
existéncia de aumento linear na taxa ovulatéria quando aumentaram a dose de eCG
(300 e 600 Ul), elevando as concentracdes plasmaticas de progesterona.
Estabeleceu-se, possivelmente, uma relacao direta entre a dose de eCG, numero de
corpos lateos e as concentragbes plasmaticas de progesterona (EVANS;
ROBINSON, 1980).
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Em ovinos, Leyva, Buckrell e Walton (1998), ao dosar progesterona observou
que a concentracdo plasmatica de progesterona é aumentada no dia seguinte da
ovulacdo (0,8 ng/mL), porém sé significativa a partir do segundo dia (2,4 £ 0,3
ng/mL). Correlacionando a esses dados conclui-se que todos 0s grupos testados no
estudo ndo foram eficientes na formacao de corpos Iuteo de boa qualidade.

Além disso, no 14° dia ap0s a retirada das esponjas, as concentracbes de
progesterona nas cabras dos grupos MAP-COM e MAP-ART foram superiores
aguelas dos animais pertencentes aos grupos OEVAC60 e OEVAC120. Isso é
possivel devido ao desenvolvimento do corpo IUteo que secreta progesterona,
aumentando seus niveis de concentracdo (RUBIANES, 2000), mostrando que esses
grupos foram mais efetivos na sincronizacao e ovulacao dos animais. A mensuragao
da progesterona no 14° dia é recomendada como um método de diagndéstico de
gestacdo precoce com alta sensibilidade (88-100%) (BARBATO et al., 2009). Os
niveis séricos de progesterona na gestacdo das cabras de nosso estudo foram, em
média, de 7,57 ng/mL, mantendo-se acima de 3,18 ng/mL, similarmente aos
encontrados em cabras Damasco (ZARKAWI; SUKOUTI, 2001) no periodo
gestacional e acima dos 2,5 ng/mL, relatados por Boscos et al. (2003), quando
estudaram ovelhas gestantes e ndo gestantes. No entanto, a analise de perfis de
progesterona nos permite avaliar ndo somente se ocorreu ovulagcdo, perda
embrionaria e luteélise prematura, mas também indica a funcéo litea, na medida em
gue a concentracao plasmatica é um reflexo da atividade luteinica (DE NICOLO et
al., 2009).

No presente estudo, as concentragdes de progesterona no 14° dia nos grupos
MAP-COM e MAP-ART, apenas, comprovaram as boas taxas de fertilidade
encontradas nos respectivos grupos de tratamentos. Este resultado era esperado,
pois, com o desenvolvimento e o amadurecimento do corpo Iuteo, principalmente por
acao do LH, ocorreu aumento na producdo de progesterona e, consequentemente,
elevacdo da sua concentragdo plasmatica (McCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999),
0 que possibilitou a manutencao da gestacao. Por outro lado, os grupos OEVACG60 e
OEVAC120 apresentaram baixas concentracdes de progesterona, o que foi
evidenciado pela taxa de fertilidade. Possivelmente, os constituintes quimicos da
Vitex agnus castus agiram em sinergismo com uma funcdo de progesterona o que
pode ter acarretado um bloqueio na liberacdo de FSH, enquanto que a secrecéo do

horménio luteinizante foi estimulada. De acordo com Alves; Freires; Castro, (2010) o
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Oleo essencial apresenta uma composicdo complexa e diversificada de varios
compostos quimicos, 0s quais apresentam acao sinérgica ou complementar entre si,
modalizando sua atividade.

Embora ambas as gonadotrofinas sejam produzidas pelo mesmo tipo celular,
séo secretadas de forma diferenciada. Enquanto o LH é secretado de forma pulsatil,
o FSH é secretado de maneira constitutiva, isto €, grande parte do horménio é
liberada na velocidade em que é produzida, embora uma pequena parcela possa ser
armazenada para ser liberada em resposta ao GnRH (FARNWORTH, 1995).
Sugere-se, entdo, que houve uma prematura luteinizagdo das células granulosa e
células da teca. A regulacao da proliferacdo e da diferenciacdo celular, bem como da
atresia, relacionadas a foliculogénese ovariana, € resultado de uma complexa
interacdo entre fatores locais e endocrinos (SILVA; VAN DEN HURK; FIGUEIREDO,
2006). Nesse contexto, observa-se uma grande importancia das gonadotrofinas no
que se refere ao desenvolvimento folicular normal e a esteroidogénese (LEVI-SETTI
et al., 2004).

Em um estudo, Camp et al. (1983) cria uma série de indagacdes e
possibilidades sobre monitoramento, estimulacdo e interrupgéo da fungao luteal na
cabra. Por exemplo, o predominio ou mesmo a presenca de corpo liteo pode levar a
cabra a sintese e secrecdo de progesterona em concentracfes sub-6timas para o
reconhecimento materno da gestacdo. A lutedlise parece ser iniciada em algum
momento a partir do dia 12 do ciclo estral e apresentar claras evidéncias no dia 17.
Visto que, se o odcito for fertilizado, o corpo liteo é mantido durante toda a
gestacdo, compondo a fonte de progesterona indispensavel a manutencdo da
mesma (GRANADOS, DIAS, SALLES, 2006).

No entanto, a queda nas concentracbes de progesterona em animais
gestantes, apods atingirem seu pico por volta dos dias 13 e 16 do ciclo estral, € um
fenbmeno conhecido em caprinos. Em um estudo realizado por Regueiro et al.
(1999) também observaram este comportamento. Os fatores que levam a esta
gueda ainda ndo sdo conhecidos. Nas condi¢cdes deste experimento, concentracdes
de progesterona elevadas no inicio da gestacédo pareceram nao ter efeito benéfico
sobre o reconhecimento e estabelecimento da gestacao.

A fertilidade encontrada no presente trabalho foi de 31,25%. Fonseca (2005),
na regido Sudeste do Brasil, observou taxa de gestacdo de cabras de 77,3% com

protocolo curto (seis dias) de sincronizagdo em cabras leiteiras, utilizando MAP,
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aplicacao de 22,5 ug de PGFyq, por via intra-vulvo-submucosal e 200 Ul de eCG, por
via intramuscular. Menchaca e Rubianes (2004), quando utilizaram um protocolo de
sincronizacao de estro de cinco dias, uma unica inseminacéao artificial em tempo fixo
(IATF) no mesmo momento do nosso estudo (54 horas apos o final do tratamento),
obtiveram uma taxa de gestacéo de 64,8%. Portanto, as taxas de fertilidade obtidas
neste trabalho podem ser consideradas baixas. Como as fémeas apresentaram um
curto intervalo entre o fim do tratamento com o dispositivo ao inicio do estro, pode
também ter antecipado a ovulacéo e a inseminacao artificial ocorrer de forma tardia.
Nogueira et al. (2008), utilizando cabras leiteiras sincronizadas com esponjas de 60
mg de (MAP) por seis dias, obtiveram um intervalo médio entre a retirada do
dispositivo e o inicio do estro de 23,3 + 10,6 horas.

Da mesma forma, a duracdo do estro foi de 44,33 £ 2,02 h, sendo mais curta
do que o observado por Maffili et al. (2005), os quais, ao trabalharem com cabras da
raca Saanen sincronizadas com esponjas de MAP por cinco dias, obtiveram uma
duracédo de 63,2 + 24,9 h. Assim, € provavel que as IA tenham ocorrido tardiamente,
nao coincidindo com o momento da ovulacédo, o que poderia ter levado a fecundacéo
de odcitos ja em degeneracao.

As cabras com estros sincronizados nos grupos MAP-COM e MAP-ART
apresentaram maiores taxas de gestacdo que aquelas dos grupos OEVAC6E0 e
OEVAC120. A baixa taxa de prenhez observada nesses grupos 25% (3/24), quando
comparada a taxa de 100% de manifestacdo do estro, sugere que, mesmo que as
esponjas impregnadas com 0Oleo da Vitex agnus castus L. tenham sido eficazes para
induzir o comportamento de estro, parecem ter sido insuficientes para induzir e/ou
sincronizar a ovulacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz et al.
(2010), que, trabalhando com cabras, obtiveram 100% de manifestacdo estral
guando as mesmas foram submetidas a um protocolo de sincronizacdo estral com o
dispositivo Norgestomet de 3° uso, obtendo, no entanto, uma taxa de prenhez de
14,3%. Acredita-se que a manifestacdo do estro anovulatério pode ser justificada por
um possivel estimulo neuro-hormonal insuficiente, o que acarreta no
comprometimento da liberagéo do pico pré-ovulatério de LH (CRUZ et al., 2010).

A proporcéo de inseminag0es artificiais intrauterinas foi superior que os demais
tipos de inseminagao artificial. Isso pode ter ocorrido devido habilidade dos
inseminadores na realizacdo da IA, uma vez que esse aspecto tem influéncia nos
resultados obtidos com esta técnica (WINDSOR et al., 1994). A facilidade de



73

transposicéo intrauterina pode estar relacionada ao momento do ciclo estral em que
a fémea se encontrava.

Durante o estro e ovulacdo, ocorre um relaxamento natural em decorréncia da
mudanca hormonal desencadeada por esses eventos. A elevacdo dos niveis de
estradiol e receptores de ocitocina no periodo pré-ovulatorio elevam a sintese de
prostaglandina E;, que remodela a matriz extracelular cervical, promovendo o
relaxamento da cérvix (STYS et al., 1981; LEDGER; ELLWOOD; TAYLOR, 1983;
SHEMESH, 1997). Além disso, muitas fémeas do estudo eram pluriparas, e,
segundo Almeida et al. (2002), a ordem de parto possui influéncia direta sobre a
penetracéo cervical.

Da mesma forma, a taxa de gestacdo nas fémeas inseminadas por via
intrauterina foi superior aquelas resultantes dos demais tipos de inseminacao
artificial. Frazdo Sobrinho et al. (2005) realizaram 13 inseminagdes artificiais
cervicais superficiais, 17 cervicais profundas e 10 uterinas, resultando em 23,10%,
23,50% e 70% de taxa de gestacdo, respectivamente. Esses resultados mostram
gue a deposicdo do sémen no corpo do Utero, através da técnica de inseminacgao
artificial em caprinos, influencia positivamente a taxa de fertilidade (TRALDI, 2006).
A influéncia do local de deposicdo do sémen no trato reprodutivo feminino sobre a
taxa de gestacao varia significativamente com a concentracdo da dose inseminante
e com a motilidade progressiva dos espermatozoides, pois estes sdo fatores
importantes que determinam a concentracdo de espermatozoides viaveis no local de
fertilizacédo (SIQUEIRA, 2006).

As proporgcdes de inseminagbes artificiais intrauterinas e intracervicais
profundas no grupo MAP-COM foram superiores as intracervicais superficiais. Tais
resultados indicam uma melhor eficiéncia desse grupo para induzir a manifestacao
de estro, uma vez que o estradiol é responsavel pela dilatagdo cervical, permitindo
uma maior penetrabilidade da cérvix (SHEMESH, 1997) Guimardes (2016),
trabalhando com ovelhas, obteve uma menor taxa de penetrabilidade cervical nos
animais que manifestaram estro mais tardio, quando comparados aqueles que
tiveram o estro manifestado mais precoce.

Ja no grupo OEVAC120, as inseminacOes artificiais intrauterinas foram
superiores as intracervicais superficiais e profundas. Isso pode ser elucidado devido
a habilidade da Vitex agnus-castus L. de se ligar aos receptores dopaminérgicos,

que podem promover a vasodilatacdo e, consequentemente, o relaxamento da
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cérvix, o que indicaria a facilidade na passagem do aplicador nesse grupo (TESCH,
2003; DANIELE et al., 2005; CARMICHAEL, 2008).
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3. CONCLUSOES

Portanto, podemos concluir que o0 uso de esponjas intravaginais impregnadas
com 60 e 120 mg de 6leo essencial da planta Vitex agnus castus L. em um protocolo
de sincronizacdo do estro a curto prazo e associado a administracdo de eCG é
capaz de sincronizar o estro. Além disso, o perfil de progesterona durante o
tratamento de sincronizacdo do estro mostrou que a Vitex agnus castus é capaz de
bloquear a atividade ovulatoria de cabras. Contudo, este protocolo associado a
inseminacao artificial realizada 54 h apo6s a retirada da esponja resulta em baixa
fertilidade em cabras.

Estudos adicionais devem ser realizados, avaliando doses alternativas do 6leo
essencial de Vitex agnus castus L. nos diferentes protocolos de sincronizacdo do

estro e associando a inseminacao artificial com base no inicio do estro sincronizado.
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ABSTRACT.- Silva H. A. L., Mudo G. A. M., Ribeiro L. G. M,, Silva E. G. S., Guimaraes A. L., Campinho D. S. P,,
Gongalves D. N. A, Cordeiro M. F.,, Maia G. L. A. & Lopes Junior E. S. 2016. [Use of intravaginal sponges
impregnated with essential oils of Vitex agnus castus L. on estrus synchronization and fertility of
goats.] Uso de esponjas intravaginais impregnadas com O6leos essenciais de Vitex agnus castus L. na
sincronizacdo do estro e fertilidade de cabras. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Campos
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Rodovia BR-407, KM 12 Lote 543 -
Projeto de Irrigagdo Nilo Coelho - S/N C1, 56300-000, Petrolina - PE, Brasil. E-mail:
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In order to evaluate the effect of using intravaginal sponges impregnated with essential oils of the plant
Vitex agnus castus L. the synchronization of estrus and fertility of goats, 48 female goats race Anglo Nubian
were divided into four groups (n=12) for estrus induction. In the group 1 (MAP-COM), It was administered
intramuscularly (im) 75 ug of D-cloprostenol and deposited one intravaginal sponge impregnated with 60
mg of medroxyprogesterone acetate (MAP), which was removed five days later. On the day of sponge
removal, the goats received (im) 300 IU eCG; In group 2 (MAP-ART), It was performed the same as in G1,
which, however, used intravaginal sponges prepared by hand and injected with 60 mg of MAP. Group 3
(OEVAC60) it was similar to MAP-COM, but intravaginal sponge was impregnated with 60 mg of essential
oil Vitex agnus castus L;and group 4 (OEVAC120) differs from OEVAC60 the impregnation 120 mg of the
essential oil the plant Vitex agnus castus L. intravaginal sponge. Transcervical artificial inseminations
were performed with semen diluted fresh and 54 hours after removal of the device. All females from the
four groups showed estrus. The beginnings of estrus in animals of groups MAP-COM or MAP-ART or
focused subtly earlier compared to OEVAC60 and OEVAC120 groups. On the 14th day after sponge
removal, progesterone concentrations in goats of MAP-COM and MAP-ART groups were higher (P <0.05)
to those of animals belonging to OEVAC60 and OEVAC120 groups. The goats with estrus synchronized
with MAP-COM and MAP-ART had higher pregnancy rates than those treated in OEVAC60 and OEVAC120
groups. Therefore, the use of intravaginal sponges impregnated with 60 and 120 mg of the essential oil of
the plant Vitex agnus castus L. it is able to synchronize estrus, but not ovulation goats.

INDEX TERMS: goat, device, plant, progestagen, vagina.

RESUMO.- A fim de avaliar o efeito do uso de esponjas intravaginais impregnadas com 6leos essenciais da
planta Vitex agnus castus L. na sincronizacio do estro e fertilidade de cabras, 48 fémeas caprinas da raca
Anglo Nubiana foram distribuidas em quatro grupos (n = 12) para indugdo do estro. No grupo 1 (MAP-
COM), foi administrado intramuscularmente (im) 75 pg de d-cloprostenol e depositado uma esponja
intravaginal impregnada com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP), a qual foi retirada cinco
dias depois. No dia da retirada das esponjas, as cabras receberam (im) 300 Ul de eCG; No grupo 2 (MAP-
ART), foi realizado o mesmo que no G1, sendo, porém, utilizadas esponjas intravaginais preparadas
artesanalmente e injetadas com 60 mg de MAP. O grupo 3 (OEVAC60) foi semelhante ao MAP-COM, mas a
esponja intravaginal foi impregnada com 60 mg de dleo essencial de Vitex agnus castus L; e o grupo 4
(OEVAC120) diferiu do OEVAC60 pela impregnacao de 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L.
na esponja intravaginal. Inseminagdes artificiais transcervicais foram realizadas com sémen a fresco
diluido e 54 horas apds a retirada do dispositivo. Todas as fémeas dos quatros grupos apresentaram estro.
Os inicios dos estros nos animais dos grupos MAP-COM ou MAP-ART se concentraram sutilmente mais
cedo comparado aos grupos OEVAC60 e OEVAC120. No 149 dia apdés a retirada das esponjas, as
concentragdes de progesterona nas cabras dos grupos MAP-COM e MAP-ART foram superiores (P<0,05)
aquelas dos animais pertencentes aos grupos OEVAC60 e OEVAC120. As cabras com estros sincronizados
com MAP-COM e MAP-ART apresentaram maiores taxas de gestacdo que aquelas tratadas nos srgrupos
OEVAC60 e OEVAC120. Portanto, o uso de esponjas intravaginais impregnadas com 60 e 120 mg de dleo
essencial da planta Vitex agnus castus L. é capaz de sincronizar o estro, mas ndo a ovulagao de cabras.

TERMOS DE INDEXACAOQ: caprino, dispositivo, planta, progestageno, vagina.

INTRODUGAO
E evidente a necessidade de aumentar a eficiéncia reprodutiva de caprinos explorados no Nordeste
do Brasil a fim de contribuir para o aumento do potencial genético e produtivo do rebanho caprino, visto
que a procura por produtos de origem dessa espécie vem crescendo nos ultimos anos.
Nesse contexto, tem-se buscado o avanco de biotecnologias da reprodugdo, visando obter melhores
resultados na produgio e reproducio dessa espécie. Dentre as biotécnicas da reprodugio, a sincronizagio
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de estro e ovulacdo permite que varias fémeas possam ser fecundadas em um curto espago de tempo
através do uso eficiente da Inseminacio Artificial, possibilitando o planejamento da época dos partos,
promovendo, assim, praticas de manejo eficientes, o fornecimento racional da racdo, a formacgio lotes
homogéneos e a significativa producio de leite e carne.

A sincronizagio do estro consiste na manipulagio do ciclo estral através da utilizacdo de hormdnios
ou associa¢cdes hormonais. Essa biotécnica tém como principios encurtar ou prolongar o ciclo estral,
provocando a lutedlise ou prolongando a fase litea, de modo que um grupo de animais entre em estro
e/ou ovule durante um curto periodo de tempo, ou até mesmo, num tnico dia (MAIA JUNIOR et al 2009).
Em caprinos, a técnica de prolongamento da fase luteal do ciclo estral, utilizando progesterona exdgena ou
progestagenos é a mais utilizada. Pode ser realizada com o uso de progestagenos, seja através de
implantes auriculares impregnados com norgestomet, seja por meio de esponjas intravaginais de
liberacdo impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) ou 45 mg de acetato de
fluorogestona (FGA). Também ¢é utilizado o dispositivo intravaginal de liberacdo controlada de
progesterona (CIDR) que contém 330 mg de progesterona natural (KNIGHTS et al 2001), de utilizacdo
idéntica a esponja de progestageno, porém de custo mais elevado. Os tratamentos progestagenos e
progeterdnicos sdo, comumente, associados com a gonadotrofina coridonica equina (eCG) e analogos da
prostaglandina F2a (PGF,«) (BARIL & SAUMANDE 2000).

No entanto, a sincronizacdo do estro e da ovulagdo tem seu uso limitado em funcao do elevado
custo e pequena disponibilidade de hormoénios no mercado nacional, em especial na regido Nordeste,
caracterizando, dessa forma, um dos entraves para um maior desenvolvimento das biotécnicas
reprodutivas (CARVALHO, 2009).

Diversos estudos tém mostrado que, em regides do semiarido nordestino, a populacdo possui um
amplo conhecimento sobre a utilidade medicinal de determinadas espécies de plantas da caatinga, o que
pode colaborar para o estudo mais intenso dessa flora para a permanéncia da biodiversidade e seu
emprego dentro do ecossistema desse bioma. A Vitex agnus castus (L), conhecida, popularmente, como
Liamba ou Alecrim-de-Angola, é utilizada para fins medicinais e religiosos. Também foi observado que seu
uso continuo reduz os problemas ocasionados pela sindrome pré-menstrual, que acomete um vasto
numero de mulheres e também pode minimizar os sintomas da menopausa (SCHELLENBERG, 2001;
LUCKS, 2003).

Segundo Milewicz et al. (1993), a Vitex agnus castus (L) tem sido testada com eficicia clinica na
normalizacdo dos defeitos da fase lutea e dos baixos niveis de progesterona desta fase. Estudos relatam
que a da referida planta e sua agdo como agonista dopaminérgico, diminua a secre¢do de prolactina,
ocasionando a uma supressdo de LH, onde permite o desenvolvimento do corpo luteo, o aumento dos
niveis de progesterona e a redugdo dos sintomas da sindrome pré-menstrual (TESCH, 2003).

Nesse sentido, a fim de esclarecer a possibilidade da utilizagdo de compostos naturais obtidos a
partir de plantas, diversos estudos tém sido realizados para avaliar a verdadeira funcdo da Vitex agnus
castus (L), principalmente no tocante aos fendmenos fisiologicos. Todavia, ndo existem estudos referentes
ao efeito do uso do 6leo essencial da Vitex agnus castus L. sobre a na sincronizacao do estro de cabras.
Tornando esse trabalho inédito. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de
esponjas intravaginais impregnadas com 6leos essenciais da planta Vitex agnus castus L. na sincronizagio
do estro e fertilidade de cabras.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos. O experimento foi realizado ap6s a aprovagio institucional do Instituto Federal de
Educacdo Ciéncia e Tecnologia do Sertio Pernambucano (IF-SERTAO), sendo todo o protocolo
experimental conduzido conforme os principios éticos de experimentacido animal adotado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais, do Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas da Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco, sob o Protocolo n2 0002/131014.

Local do experimento. O experimento ocorreu de maio a julho de 2015, no Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sertdo Pernambucano - I[F-Sertdo, em Petrolina, Pernambuco,
localizado a 9° 23’ 34” S, 40° 30’ 28” O e numa altitude de 376 m. A temperatura média anual é de 26,4 °C e
aumidade é de 58%.

Animais experimentais. Foram utilizadas 48 cabras da raca Anglo Nubiana, pluriparas, nio
lactantes, com idade (média * desvio padrdo) de 2,5 + 1,0 anos e escore de condi¢do corporal de 3,2 + 0,4.
Os animais foram submetidos a um regime semi-intensivo de produgio, onde, pela manha tinham acesso
ao pasto e, no perfiodo da tarde, eram recolhidas em instalagées cobertas, recebendo capim elefante
(Pennisetum purpureum) picado no cocho, bem como agua e sal mineral a vontade. As fémeas foram
selecionadas apds ultrassonografia, evitando assim, que algum animal prenhe, bem como portador de
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alguma patologia genital, fizesse parte do experimento. Foram utilizados, ainda, trés bodes da mesma raca,
de fertilidade comprovada, para detecgio de estro apos os tratamentos hormonais descritos a seguir.

Sincronizacdo do estro e delineamento experimental. As cabras foram divididas,
homogeneamente e ao acaso em quatro (n = 12) grupos de tratamento, segundo o protocolo de
sincronizacdo de estro. No grupo 1 (MAP-COM), foi administrado intramuscularmente (im) 75 pg de d-
cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, Brasil) e depositado uma esponja intravaginal impregnada com 60 mg
de acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Progespon®, Schering-Plough, Brasil), a qual foi retirada
cinco dias depois. No dia da retirada das esponjas, as cabras receberam (im) 300 Ul de eCG (Novormon®,
Coopers, Brasil); No grupo 2 (MAP-ART), foi realizado o mesmo tratamento que no G1, sendo, porém,
utilizadas esponjas intravaginais preparadas artesanalmente e injetadas com 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (DEPO-PROVERA®, Pfizer, Brasil); O grupo 3 (OEVAC60) foi semelhante ao MAP-
COM, mas a esponja intravaginal foi impregnada com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L; e o
grupo 4 OEVAC120 diferiu do OEVAC60 pela impregnacdo de 120 mg de dleo essencial de Vitex agnus
castus L. na esponja intravaginal.

Deteccdo do estro. Utilizando trés machos adultos, os quais ficaram expostos as fémeas por, no
minimo, 30 minutos, observaram-se as cabras quanto a ocorréncia de estro, a cada quatro horas, a partir
de doze horas ap6s o fim do tratamento. A fémea foi considerada em estro pelo reflexo de imobilidade em
relacio a monta pelo macho. Separaram-se as cabras identificadas em estro das demais para nio
interferirem nas proximas observagdes.

Obtencio do 6leo essencial do Vitex agnus castus L e preparo das esponjas intravaginais.
Para obtenc¢do do 6leo essencial de Vitex agnus castus L, as partes aéreas foram coletadas na Rodovia
Jatoba Carneiro, em Petrolina-PE (09223°06,00”’S; 40227°15,90”0), Brasil. A espécie foi identificada pelo
Dr. José Alves de Siqueira Filho e as exsicatas foram depositadas no Herbario Vale do Sdo Francisco, na
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco. Em seguida, as partes aéreas da Vitex agnus castus L.
recém-colhidas foram trituradas em pedagos menores e submetidas a hidrodestilacdo, em um aparelho do
tipo Clevenger modificado, durantes duas horas. Posteriormente, uma mistura de fase aquosa e oleosa foi
obtida, resultando no 6leo essencial de coloracdo e odor caracteristico. Essa mistura foi armazenada em
um frasco ambar e acondicionada em refrigeracdo, com uma temperatura inferior a 4°C. Quando a fase
aquosa congelou, retirou-se o 6leo obtido na extracdo e foram mantidas as mesmas condi¢des anteriores.
Apbs a extracdo, a identificacdo quimica foi efetuada em cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro
de massas (CG-EM), através de colaboradores na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). Os
constituintes foram determinados baseados na compara¢do dos espectros de massa obtidos com os
espectros de massa de compostos de referéncia.

Forma de preparo das esponjas artesanais. Para fabrica¢io artesanal das esponjas, foi utilizada
espuma de poliuretano com densidade 20 e altura de 3 cm. Para obter o formato cilindrico das esponjas,
foi utilizado um cano de ferro com 30 cm de comprimento e 2 a 3 cm de didmetro, cujas bordas foram
afiadas em esmeril, tornando-as cortantes. Em seguida, a borda cortante do cano foi pressionada contra a
espuma, o cano girado no sentido horario até a liberacdo total do cilindro de espuma. Depois, foi colocado
o fio de remog¢do da esponja, utilizando uma agulha de costura com 60 cm de fio de algoddo nimero zero.
Para tanto, a agulha foi inserida na parede lateral do cilindro de esponja (sentido horizontal) até
atravessa-la, sendo, em seguida, removida e realizada uma segunda perfuracido paralela a primeira (a,
aproximadamente, 1 cm de distdncia). Assim, a agulha foi removida, deixando apenas o fio preso a
esponja, sendo as pontas do fio igualadas.

Em seguida, foi puxada a por¢do do fio que estava envolvendo a esponja no lado oposto ao da saida
das pontas, de modo a formar uma alca que atingisse a borda superior do cilindro de esponja.
Posteriormente, houve o entrelacamento do fio, passando uma das pontas do mesmo por dentro da alga e
a outra por cima e por dentro da mesma. Depois, o fio foi ajustado no centro da extremidade superior da
esponja, sendo feitos alguns nds com as pontas, cuidando para que ficassem no centro da circunferéncia,
permitindo o equilibrio da esponja.

As esponjas permaneceram numa solug¢io contendo hipoclorito (Agua Sanitdria Tubardo®,
Raymundo da Fonte, Brasil) a 0,5% por 24 horas. Passado esse tempo, as mesmas foram lavadas
constantemente para retirar os residuos do hipoclorito. Apds esse processo, as esponjas foram colocadas
em estufa de esterilizacdo e secagem (Estufa de esterilizacdo e secagem, mod. 1.3®, Medicate, Brasil) para
secar por 24 horas. Em seguida, foi aplicado 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (Depo Provera®,
Pfizer, Bélgica) em algumas esponjas e 60 mg e 120 mg do 6leo essencial de Vitex agnus castus L. em
outras, conforme delineamento experimental ja descrito anteriormente. A aplicacdo do horménio e do
6leo foram realizadas em varios pontos da esponja sempre do centro para a periferia, evitando o
extravasamento dos produtos. Para secar as esponjas, as mesmas foram suspensas em um varal e
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colocadas em local protegido da luz solar e de poeira. Por fim, as esponjas foram armazenadas em saco
plastico vedado para ndo ter contato com o ar e estocadas em local protegido de luz solar direta.

Colheita de sémen e inseminacio artificial. Sémen foi colhido de um bode da raga Anglo Nubiana
através do método da vagina artificial, sendo, entdo, avaliado quanto aos parametros motilidade massal,
motilidade individual progressiva, percentual de espermatozoides vivos e concentracdo espermatica.
Foram utilizados ejaculados com valores minimos de 3 para motilidade massal, de 70% para motilidade
individual progressiva e percentual de espermatozoides vivos, bem como de 3 bilhdes de
espermatozoides/mL para concentracdo espermatica. Para a diluicdo do sémen, empregou-se o diluidor a
base de agua de coco (NUNES 1982), sendo a concentragdo espermatica ajustada para 2 x 10°
espermatozoides/mL. As inseminac¢Ges artificiais foram realizadas cinquenta e quatro horas apds a
retirada do dispositivo, por via transcervical com sémen a fresco diluido, envasado em palhetas plasticas
de 0,25 mL (Bainha francesa®, IMV, Fran¢a) e utilizando bainhas sanitarias (Bainha francesa®, IMV,
Franca) para palhetas de 0,25 mL e inseminagdo artificial de caprinos e ovinos, lanterna de cabeca
(Lanterna de cabega 12 leds®, Black Jack, Estados Unidos), espéculo vaginal de Collins longo (Espéculo
vaginal longo®, ERWIN GUTH, Brasil) e um aplicador para inseminagdo artificial de pequenos ruminantes
(Aplicador Universal Nacional®, Alta Genetics, Brasil). O tipo de inseminacdo artificial foi registrado de
acordo com a classificagdo de Chemineau et al. (1991), como Transcervical Superficial (sémen depositado
até o segundo anel cervical), Transcervical Profunda (sémen depositado apds o segundo anel cervical e
dentro da cérvice) e Intrauterina (sémen depositado no corpo do ttero).

Colheita de sangue e dosagem de progesterona. Foram efetuadas colheitas de sangue para
determinac¢do da concentracio de progesterona, a qual foi determinada para avaliar do status ovariano,
antes, durante e apés os tratamentos hormonais de sincronizacido do estro, bem como para detectar a
ocorréncia de ovulacdo seguida da formacdo de um corpo lateo funcional. As colheitas foram realizadas
nos seguintes momentos: sete dias antes a inser¢do do dispositivo intravaginal de sincronizacdo do estro
(D-7), na inserc¢do do dispositivo (D0) e, diariamente, sempre as 06:00 h, entre os dias 1 e 5 (D1, D2, D3,
D4, D5) (SOUZA 2010) e 14 dias ap6s a retirada dos dispositivos. O sangue foi colhido por meio de pungao
da veia jugular em tubos vacuolizados (Tubos para coleta de sangue®, BD Vacutainer, Brasil). Apos a
colheita, os tubos foram acondicionados em caixas de isopor sob gelo até a centrifugacdo em centrifuga
(Centrifuga Macro CSC24®, CentriBio, Brasil), a 52C, por 15 min, a 2.000 g. O soro foi aspirado utilizando
micropipeta e estocado em tubos plasticos de 1,5 mL (Tubo Eppendorf 1,5®, Eppendorf do Brasil, Brasil),
em freezer (Freezer Horizontal H400®, Electrolux, Suécia), a -202C, até a dosagem. A concentragao de
progesterona foi determinada pela técnica de eletroquimiluminescéncia, utilizando-se Kits comerciais
(Access Progesterone®, Beckman Coulter, Brea, Califérnia, EUA). A sensibilidade foi de 0,08 ng/mL. A
presenca de um corpo luteo funcional foi verificada quando a concentracdo de progesterona foi de, no
minimo, 1 ng/mL. Jd a presenca de um corpo luteo gestacional, no 142 dia apds a retirada das esponjas, foi
considerado quando a concentragdo de progesterona variou de 2,6 a 10,8 ng/mL (KHANUM et al 2008).

Diagndstico de gestacdo. Foram realizadas ultrassonografias transretais, 45 dias apds a
inseminacdo artificial, para aferir a propor¢do de fémeas gestantes, com um aparelho portatil (Aquila
Vet®, Piemedical, Holanda), equipado com um transdutor linear multifrequencial de 6 a 8 MHz (Probe
6/8 MHz®, Piemedical, Holanda), adaptado para pequenos ruminantes. Para a realizacdo dos exames as
cabras foram contidas em um tronco préprio. Em seguida, as fezes foram retiradas manualmente da
ampola retal e, com uma seringa de 60 mL, foram depositados entre 15 a 20 mL de gel
metilcarboxicelulose (Carbogel®, ULT, Brasil) para facilitar a transmissdo ultrassénica. Em seguida, o
transdutor linear foi introduzido até a visualizacdo da bexiga e utero. Para a obten¢do da imagem dos
ovarios, o transdutor foi rotacionado em sentido horario e anti-horario.

Analise estatistica. Os dados foram examinados para o teste de normalidade utilizando o Shapiro-
Wilk. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e percentagem. Para comparagdo dos
parametros entre os grupos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), a medida que as variaveis nao
apresentavam uma distribui¢do normal, mesmo apds transformacao logaritmica (log (x + 1)), estas foram
considerados ndo paramétricas, €, assim, as diferencas entre os tratamentos foram avaliadas pelo teste de
Friedman. Os dados expressos em porcentagem foram submetidos ao Teste Exato de Fisher. Toda a
analise foi realizada utilizando o software estatistico SAS® University Edition (Statistical Analyses System,
2014). Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando P<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Manifestacgao do estro

Com relagdo ao comportamento estral, todas as fémeas dos quatros grupos experimentais
submetidos a sincronizacdo apresentaram estro, conforme mostra a Tabela 1. Também foi observado que
ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre grupos para a porcentagem de animais em estro.

As taxas de ocorréncia de estro foram semelhantes aquelas observadas por Nogueira et al. (2008)
em que 100% das cabras apresentaram estro apds a sincronizagdo com protocolo de curta duragdo,
utilizando MAP e associado a eCG na retirada da esponja ou dispositivo. Isso porque, os dispositivos
intravaginais sdo capazes de realizar uma grande sincronia de estro, sobretudo quando integrados a
agentes luteoliticos (Lima et al 1997). Titi et al. (2010) observaram 77% de cabras da raga Damascus em
estro, quando utilizaram esponjas intravaginais impregnadas com 40 mg de acetato de fluorogestona
(FGA), associado a administracdo de 12,5 pg de prostaglandina F2a (PGF2.). Essa diferenca pode ser
explicada pela menor quantidade de PGF», utilizada por Titi et al. (2010), retardando ou impedindo a
regressado luteal em alguns dos animais.

A manifestacdo do estro em todas as cabras que estavam com esponjas impregnadas com 6leo
essencial de Vitex agnus castus L. (OEVAC60 e OEVAC120), esta de acordo com o uso tradicional de plantas
em tratamento de problemas relacionados ao sistema reprodutor (ALI et al, 2015). Segundo Lucks;
Sorensen; Veal (2002), o dleo essencial da folha da Vitex agnus castus mostrou ter uma acao terapéutica
efetiva nos sintomas da menopausa em mulheres. Podendo os componentes do 6leo atuar no eixo
hipotalamico hipofisario, diminuindo a secrecdo de FSH, FH e aumentando a liberagdo de progesterona
(LUCKS, 2003).

Fim do tratamento e inicio do estro

Com relacdo ao momento do inicio do estro, as cabras experimentais apresentaram comportamento
estral, 28,83 + 1,17 horas ap0s a retirada da esponja. As cabras do grupo OEVAC120 foram mais tardias
(P<0,05), quando comparadas aquelas do grupo MAP-COM. Contudo, as cabras do grupo OEVAC60
iniciaram seus estros no mesmo intervalo a po6s a retirada da esponja que os animais tratados com as
esponjas comerciais e impregnadas com MAP (grupo MAP-COM). Além disso, os estros tiveram a mesma
duracao entre grupos de tratamento (P>0,05), com os animais permanecendo em estro por 44,93 + 1,22
horas.

A Figura 1 mostra a distribuicdo de ocorréncia de estro nos quatros tratamentos realizados.
Inicialmente, foi observado que os inicios dos estros nos animais tratados com esponjas impregnadas com
MAP, sejam comerciais (grupo MAP-COM) ou artesanais (grupo MAP-ART) se concentraram sutilmente
mais cedo (16 a 32 horas ap6s a retirada as esponja) quando comparados aqueles registrados nos grupos
experimentais onde os estros foram sincronizados através de esponjas artesanais impregnadas com 6leo
essencial de Vitex agnus castus L (24 a 36 horas ap6s a retirada as esponja), seja na dose de 60 mg (grupo
OEVAC60) seja na de 120 mg (grupo OEVAC120). Além disso, as cabras com estros sincronizados através
de esponjas artesanais impregnadas com 120 mg de O6leo essencial de Vitex agnus castus L (grupo
OEVAC60) apresentaram estro de forma mais dispersa (8% das cabras iniciando seus estros em cinco
diferentes intervalos apés a retirada da esponja).

No presente estudo, o intervalo entre o fim do tratamento e o inicio do estro foi mais precoce
(26,00 + 2,02 horas) em relagdo a Leite et al. (2006) (34,8 + 10,4 horas), apds induzirem o estro de cabras
da raga Saanen com 60 mg de MAP, por nove dias, com a administracao de 200 Ul de eCG e 37,5 pg de d-
cloprostenol. Possivelmente, o menor intervalo entre a retirada da esponja e o inicio do estro em nosso
trabalho deve-se ao protocolo de sincronizagdo do estro utilizado, ou seja, de curto prazo. Os protocolos
curtos podem levar a um intervalo mais curto entre a retirada do dispositivo ao inicio do estro, pois o
crescimento folicular ocorre em padrio de ondas. (Rubianes et al 1998).

As cabras do grupo OEVAC120 foram mais tardias (P<0,05) em relacdo ao inicio do estro, quando
comparadas aquelas do grupo MAP-COM. Esses resultados podem ser elucidados admitindo que uma
menor dose de progestageno possa exigir menor tempo para sua metaboliza¢do, principalmente porque
essas substadncias caracterizam-se por uma meia vida curta e, assim, uma eliminagdo rapida. Dessa forma,
o desbloqueio do eixo hipotalamico-hipofisario acontece mais rapidamente, permitindo a liberagido do
GnRH e depois do LH, antecipando a manifestagido do estro.

Contudo, as cabras do grupo OEVAC60 iniciaram seus estros no mesmo intervalo apds a retirada
da esponja que os animais tratados com as esponjas comerciais e impregnadas com MAP (grupo MAP-
COM). Mostra que ambos os grupos conseguiram apresentar um aporte de progestageno suficiente,
possibilitando uma sincronia maior das cabras. Ja que os grupos em questdo mostraram uma pequena
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dispersao e, assim, um melhor sincronismo para o inicio da manifestagdo do estro, uma vez que 50% das
fémeas ja haviam manifestado estro até as 28 horas.

O presente estudo identificou valor de duragio do estro superior (44,33 = 2,02 horas) em
comparac¢do com o achado por Maffili et al. (2006) (35,00 = 5,89 horas), quando utilizou cabras
Toggenburg tratadas durante cinco dias com esponjas impregnadas com 60 mg de MAP e 50 ug de d-
cloprostenol no inicio do tratamento, além de 250 UI de eCG no final do tratamento. A maior dura¢do pode
ser explicada pela acdo da eCG no final do tratamento e a dose maior que foi usada no nosso estudo. Esta
diferenca, entdo, pode ser devida aos altos niveis de estrégeno no sangue produzidos apos a luteélise
induzida e o estimulo do crescimento folicular no ovario pela eCG exdgena. Parece que os altos niveis
séricos de estrégeno sdo responsaveis por uma duragdo prolongada do periodo estral verificado neste es-
tudo, o que esta de acordo com o observado por Ahmed et al. (1998). Assim, quanto maior a dose de eCG,
maior a tendéncia para antecipagdo da ocorréncia do estro apés o fim do tratamento.

Os inicios dos estros nos animais dos grupos MAP-COM e MAP-ART se concentraram sutilmente
mais cedo (16 a 32 horas apds a retirada da esponja) quando comparados aqueles registrados nos grupos
OEVAC60 e OEVAC120 (24 a 36 horas apo6s a retirada da esponja). Este aparecimento mais precoce do
estro pode estar relacionado ao fato dos dispositivos a base de progéstagenos estarem sendo absorvido
mais rapidamente, desbloqueando o eixo hipotaldmico-hipofisario mais cedo, antecipando e concentrando
melhor o inicio do estro.

Além disso, as cabras com estros sincronizados no grupo OEVAC120 apresentaram estro de forma
mais dispersa. Esses resultados podem ser elucidados, visto que a dose utilizada nesse grupo corresponde
a acdo de duas esponjas de MAP e, consequentemente, necessitando de um maior tempo de absorcao pelos
animais, gerando, dessa forma, corpos liteos de pior qualidade e resultando no aparecimento dos estros
de forma irregular e dispersa. Segundo Foote (1982), a insercao de duas esponjas pretendendo aumentar
os niveis de progesterona ndo melhorou os indices de fertilidade.

Concentragoes de progesterona

No tocante as concentracdes de progesterona antes, durante e apo6s os tratamentos de

sincronizacdo do estro, foi observado, inicialmente, que todas as cabras apresentavam concentracdes de
progesterona acima de 1 ng/mL sete dias antes do inicio dos tratamentos hormonais, sem (P>0,05),
contudo, diferenca significativa entre grupos experimentais. No dia do inicio dos tratamentos hormonais,
concentragdes de progesterona, embora presentes, eram mais baixas que aquelas observadas sete dias
antes, também sem diferenca significativa (P>0,05) entre grupos experimentais. A partir do primeiro dia
apos o inicio dos tratamentos de sincronizagdo do estro, houve uma queda (P<0,05) nas concentragdes de
progesterona em todos os grupos para 0 ng/mL e esta concentragido foi observada até o ultimo dia do
tratamento. A partir da retirada das esponjas até o dia 14 apés o final do tratamento hormonal, uma
elevacdo das concentragdes de progesterona foi observada em todos os grupos experimentais (P<0,05).
Além disso, no 142 dia apds a retirada das esponjas, as concentracdes de progesterona nas cabras dos
grupos MAP-COM e MAP-ART foram superiores (P<0,05) aquelas dos animais pertencentes aos grupos
OEVAC60 e OEVAC120 (Figura 2).
Foi observado, inicialmente, que todas as cabras apresentavam concentragdes de progesterona acima de 1
ng/mL sete dias antes do inicio dos tratamentos hormonais, sem, contudo, diferenca entre grupos
experimentais. Significa que as cabras estavam ciclicas, uma vez que é admitida como atividade ovulatéria
(presenca de corpo luteo ativo), quando as concentragdes de progesterona se apresentam = 1,0 ng/mL
(Thimonier 2000).

No dia do inicio dos tratamentos hormonais, concentragdes de progesterona eram mais baixas que
aquelas observadas sete dias antes, também sem diferenca entre grupos experimentais. Provavelmente, as
cabras ndo responderam a aplica¢do do analogo da prostaglandina F2a, com posterior aumento para nivel
luteal no transcorrer do experimento. Estudos realizados relatam que a prematura elevacio de
progesterona durante a fase inicial do ciclo estral, quando a administragao de andlogos da prostaglandina
F2a é ineficaz, impede a formagdo do corpo ldteo por promover inadequado suporte luteotréfico apds a
ovulacdo (Maffili 2004).

Além disso, o corpo luteo é uma estrutura heterogénea apresentando dois tipos de células
diferentes: as células luteais grandes e as pequenas. Estas duas populag¢des celulares mostram distinto
comportamento na resposta da estimulagdo gonadotréfica e também em relacdo a agdo das
prostaglandinas. As células luteais pequenas secretam grande quantidade de progesterona quando sao
estimuladas pelo LH, respondendo a ag¢do de outros agentes que estimulam a atividade da proteina
quinase-C e a PGF2, com um aumento na sintese de progesterona (Braden et al 1988). As células luteais
grandes, que sdo as que secretam maiores quantidades basais de progesterona, sofrem inibi¢do da sintese
de progesterona induzida pelo LH por agdo da PGF.. Embora a PGF,, exerca uma agdo luteolitica, os
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receptores para as prostaglandinas estdo presentes em ambos tipos de células, sendo as células luteais
grandes o local onde se inicia a a¢do luteolitica da prostaglandina F2a. A comunicagdo intercelular entre
células luteais grandes e pequenas, assim como entre células luteais e ndo luteais, sdo necessarios para
que seja processada a regressao do corpo liteo (Reynolds et al 2000).

A partir do primeiro dia apds o inicio dos tratamentos de sincronizacido do estro, houve uma queda
nas concentracdes de progesterona em todos os grupos para 0 ng/mL e esta concentragdo foi observada
até o ultimo dia do tratamento.

Vifioles et al. (1999) trabalhando com ovelhas, encontrou concentracdes subluteais de
progesterona, justificando pelo fato dos progestagenos promover excessivo crescimento e persisténcia de
foliculos maiores. Dessa forma, os progestagenos atuam no nivel do eixo hipotalamico hipofisario,
influenciando, de forma negativa, a secregio tonica e o pulsatil de LH, diminuindo assim sua amplitude e
frequéncia (Diskin et al 2002). Nao obstante, a presenca de progesterona ou de seus analogos sintéticos
promove um atraso no desenvolvimento folicular, por inibir a liberacdo de LH via feedback negativo no
eixo hipotalamico-hipofisario (Burns et al 1993). Este acontecimento foi reforcado por Uribe-Veldsquez et
al. (2008), onde relatou que os efeitos inibitérios da progesterona exégena na dindmica folicular ovina sao
mediados pelas alteracdes na frequéncia dos pulsos de LH, podendo afetar os programas de sincronizag¢io
do estro e da ovulagao.

A partir da retirada das esponjas até o dia 14 apos o final do tratamento hormonal, uma elevag¢io
das concentragdes de progesterona foi observada em todos os grupos experimentais. Ja é sabido que a
administracdo de um progestageno exdgeno durante o ciclo estral bloqueia a secre¢do hipofisaria de
gonadotrofinas e, ao final do tratamento, a desinibi¢do do eixo hipotdlamo-hipofisario permite a liberacdo
de gonadotrofinas e, por conseguinte, o estro e a ovulagio (Freitas & Lopes Junior, 2001). De acordo com
Greyling et al. (1994), a retirada da esponja remove o bloqueio da progesterona e induz instantaneamente
a liberacdo de gonadotrofina e a subsequente ovulagio nas fémeas tratadas. Além disso, o aumento nas
concentragdes de progesterona nesse periodo pode ser resultado da atividade do corpo ltiteo somado a
atividade de foliculos grandes luteinizados. No presente estudo, este ocorrido corrobora com Pearce &
Robinson (1985), trabalhando com ovelhas Merino, nas quais demonstraram a existéncia de aumento
linear na taxa ovulatdéria quando aumentaram a dose de eCG (300 e 600 UI), elevando as concentracgdes
plasmaticas de progesterona. Estabeleceu-se, possivelmente, uma relacdo direta entre a dose de eCG,
numero de corpos luteos e as concentragdes plasmaticas de progesterona (Evans & Robinson 1980).

Em ovinos, Leyva et al. (1998), ao dosar progesterona observou que a concentracdo plasmatica de
progesterona é aumentada no dia seguinte da ovulacdo (0,8 ng/mL), porém s significativa a partir do
segundo dia (2,4 + 0,3 ng/mL). Correlacionando a esses dados conclui-se que todos os grupos testados no
estudo nao foram eficientes na formagao de corpos liteo de boa qualidade.

Além disso, no 142 dia ap0s a retirada das esponjas, as concentragdes de progesterona nas cabras
dos grupos MAP-COM e MAP-ART foram superiores aquelas dos animais pertencentes aos grupos
OEVAC60 e OEVAC120. Isso é possivel devido ao desenvolvimento do corpo liteo que secreta
progesterona, aumentando seus niveis de concentracdo (RUBIANES, 2000), mostrando que esses grupos
foram mais efetivos na sincronizacio e ovulagdo dos animais. A mensuracdo da progesterona no D14 é
recomendada como um método de diagnéstico de gestacdo precoce com alta sensibilidade (88-100%)
(Barbato et al 2009). Os niveis séricos de progesterona na gestacio das cabras de nosso estudo foram, em
média, de 7,57 ng/mL, mantendo-se acima de 3,18 ng/mlL, similarmente aos encontrados em cabras
Damasco (Zarkawi & Sukouti 2001) no periodo gestacional. No entanto, a analise de perfis de
progesterona nos permite avaliar ndo somente se ocorreu ovulagdo, perda embrionaria e lutedlise
prematura, mas também indica a fun¢do litea, na medida em que a concentragdo de progesterona é um
reflexo da atividade luteinica (De Nicolo et al 2009).

No presente estudo, as concentragdes de progesterona no D14 nos grupos MAP-COM e MAP-ART, apenas,
comprovaram as boas taxas de fertilidade encontradas nos respectivos grupos de tratamentos. Este
resultado era esperado, pois, com o desenvolvimento e o amadurecimento do corpo luteo, principalmente
por acdo do LH, ocorreu aumento na producdo de progesterona e, consequentemente, elevacio da sua
concentragdo (McCracken et al 1999), o que possibilitou a manutencao da gestagdo. Por outro lado, os
grupos OEVAC60 e OEVAC120 apresentaram baixas concentragdes de progesterona, o que foi evidenciado
pela taxa de fertilidade. Possivelmente, os constituintes quimicos da Vitex agnus castus agiram em
sinergismo com uma fungdo de progesterona o que pode ter acarretado um bloqueio na liberacdo de FSH,
enquanto que a secrecdo do horménio luteinizante foi estimulada. De acordo com Alves; Freires; Castro,
(2010) o o6leo essencial apresenta uma composicdo complexa e diversificada de varios compostos
quimicos, os quais apresentam ac¢do sinérgica ou complementar entre si, modalizando sua atividade.
Embora ambas as gonadotrofinas sejam produzidas pelo mesmo tipo celular, sdo secretadas de forma
diferenciada. Enquanto o LH é secretado de forma pulsatil, o FSH é secretado de maneira constitutiva, isto
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é, grande parte do hormonio é liberada na velocidade em que é produzida, embora uma pequena parcela
possa ser armazenada para ser liberada em resposta ao GnRH (Farnworth 1995). Sugere-se, entdo, que
houve uma prematura luteinizacdo das células granulosa e células da teca. A regulacdo da proliferagio e
da diferenciacdo celular, bem como da atresia, relacionadas a foliculogénese ovariana, é resultado de uma
complexa interacdo entre fatores locais e endécrinos (Silva et al 2006).

Em um estudo, Camp et al. (1983) criaram uma série de indagac¢des e possibilidades sobre
monitoramento, estimulacdo e interrup¢ao da fungao luteal na cabra. Por exemplo, o predominio ou a
presenca de corpo luteo pode levar a cabra a sintese e secrecdo de progesterona em concentra¢des sub-
6timas para o reconhecimento materno da gestacdo. A lutedlise parece ser iniciada em algum momento a
partir do dia 12 do ciclo estral e apresentar claras evidéncias no dia 17. Visto que, se o odcito for
fertilizado, o corpo liteo é mantido durante toda a gestacdo, compondo a fonte de progesterona
indispensavel a manuten¢do da mesma (Granados et al 2006). No entanto, a queda nas concentragdes de
progesterona em animais gestantes, ap6s atingirem seu pico por volta dos dias 13 e 16 do ciclo estral, é
um fendomeno conhecido em caprinos. Os fatores que levam a esta queda ainda ndo sdo conhecidos. Nas
condi¢cdes deste experimento, concentracdes de progesterona elevadas no inicio da gestacdo pareceram
ndo ter efeito benéfico sobre o reconhecimento e estabelecimento da gestacao.

Fertilidade

Com relacdo a fertilidade apos os diferentes tratamentos de sincronizacdo de estro e inseminag¢io
artificial transcervical, foi observado apenas 31,25% de taxa de gestacdo. Considerando os grupos de
sincroniza¢do do estro, as cabras com estros sincronizados com esponjas impregnadas com MAP (MAP-
COM e MAP-ART) apresentaram maiores taxas de gestacdo que aquelas tratadas com esponjas artesanais
impregnadas com 6leo essencial de Vitex agnus castus L. (OEVAC60 e OEVAC120) (Tabela 2).

A fertilidade encontrada no presente trabalho foi de 31,25%. Fonseca (2005), na regido Sudeste do
Brasil, observou taxa de gestacdo de cabras de 77,3% com protocolo curto (seis dias) de sincronizacdo em
cabras leiteiras, utilizando MAP, aplicacdo de 22,5ug de PGF»q, por via intra-vulvo-submucosal e 200 UI de
eCG, por via intramuscular. Menchaca & Rubianes (2004), quando utilizaram um protocolo de
sincronizacdo de estro de cinco dias, uma Unica inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) no mesmo
momento do nosso estudo (54 horas apds o final do tratamento), obtiveram uma taxa de gestacio de
64,8%. Portanto, as taxas de fertilidade obtidas neste trabalho podem ser consideradas baixas. Como as
fémeas apresentaram um curto intervalo entre o fim do tratamento com o dispositivo ao inicio do estro,
pode também ter antecipado a ovulagio e a inseminagao artificial ocorrer de forma tardia.

A duracgido do estro foi de 44,33 + 2,02 h, sendo mais curta do que o observado por Maffili et al.
(2005), os quais, ao trabalharem com cabras da raga Saanen sincronizadas com esponjas de MAP por cinco
dias, obtiveram uma duracdo de 63,2 + 24,9 h. Assim, é provavel que as IA tenham ocorrido tardiamente,
ndo coincidindo com o momento da ovulacdo, o que poderia ter levado a fecundagao de odcitos ja em
degeneracgao.

As cabras com estros sincronizados nos grupos MAP-COM e MAP-ART apresentaram maiores taxas
de gestacdo que aquelas dos grupos OEVAC60 e OEVAC120. A baixa taxa de prenhez observada nesses
grupos 25% (3/24), quando comparada a taxa de 100% de manifestacdo do estro, sugere que, mesmo que
as esponjas impregnadas com 6leo da Vitex agnus castus L. tenham sido eficazes para induzir o
comportamento de estro, parecem ter sido insuficientes para induzir e/ou sincronizar a ovulagao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz et al. (2010), que, trabalhando com cabras, obtiveram
100% de manifestagdo estral quando as mesmas foram submetidas a um protocolo de sincronizagao estral
com o dispositivo Norgestomet de 32 uso, obtendo, no entanto, uma taxa de prenhez de 14,3%. Acredita-se
que a manifestacdo do estro anovulatoério pode ser justificada por um possivel estimulo neuro-hormonal
insuficiente, o que acarreta no comprometimento da liberacdo do pico pré-ovulatério de LH (Cruz et al
2010).

Tipo de inseminacao artificial transcervical

Considerando o tipo de inseminacgao artificial transcervical e independente do grupo experimental,
a proporg¢do de inseminagdes artificiais intrauterinas foi significativamente superior (P<0,05) que as
demais (Tabela 2). Da mesma forma, a taxa de gesta¢do nas fémeas inseminadas por via intrauterina foi
superior (P<0,05) aquela resultante dos demais tipos de inseminacio artificial (Tabela 2).

No tocante ao tipo de inseminacao artificial e considerando o grupo experimental de sincronizacao
do estro, as proporg¢des de inseminac¢des artificiais intrauterinas e intracervicais profundas no grupo MAP-
COM foram significativamente superiores (P<0,05) as intracervicais superficiais (Tabela 2). J4 no grupo
OEVAC120, as proporgdes de inseminagdes artificiais intrauterinas foram significativamente superiores
(P<0,05) as intracervicais superficiais e profundas (Tabela 2).
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A proporcdo de inseminagdes artificiais intrauterinas foi superior que os demais tipos de
inseminacdo artificial. Isso pode ter ocorrido devido habilidade dos inseminadores na realizacdo da IA,
uma vez que esse aspecto tem influéncia nos resultados obtidos com esta técnica (Windsor et al 1994). A
facilidade de transposi¢do intrauterina pode estar relacionada ao momento do ciclo estral em que a fémea
se encontrava. Durante o estro e ovulagdo, ocorre um relaxamento natural em decorréncia da mudanga
hormonal desencadeada por esses eventos. A elevacao dos niveis de estradiol e receptores de ocitocina no
periodo pré-ovulatério elevam a sintese de prostaglandina E2, que remodela a matriz extracelular
cervical, promovendo o relaxamento da cérvix (Stys et al 1981, Ledger et al 1983, Shemesh 1997). Além
disso, muitas fémeas do estudo eram pluriparas, e, segundo Almeida et al. (2002), a ordem de parto possui
influéncia direta sobre a penetragio cervical.

Da mesma forma, a taxa de gestacdo nas fémeas inseminadas por via intrauterina foi superior
aquelas resultantes dos demais tipos de inseminacdo artificial. Frazdo Sobrinho et al. (2005) realizaram
13 inseminacoes artificiais cervicais superficiais, 17 cervicais profundas e 10 uterinas, resultando em
23,10%, 23,50% e 70% de taxa de gestagdo, respectivamente. Esses resultados mostram que a deposi¢do
do sémen no corpo do utero, através da técnica de inseminacdo artificial em caprinos, influencia
positivamente a taxa de fertilidade (Traldi 2006). A influéncia do local de deposicdo do sémen no trato
reprodutivo feminino sobre a taxa de gestacdo varia significativamente com a concentracdao da dose
inseminante e com a motilidade progressiva dos espermatozoides (Siqueira 2006).

As proporgdes de inseminagdes artificiais intrauterinas e intracervicais profundas no grupo MAP-
COM foram superiores as intracervicais superficiais. Tais resultados indicam uma melhor eficiéncia desse
grupo para induzir a manifestacdo de estro, uma vez que o estradiol é responsavel pela dilatagdo cervical,
permitindo uma maior penetrabilidade da cérvix (Shemesh, 1997). Guimaraes (2016), trabalhando com
ovelhas, obteve uma menor taxa de penetrabilidade cervical nos animais que manifestaram estro mais
tardio, quando comparados aqueles que tiveram o estro manifestado mais precoce.

Ja no grupo OEVAC120, as inseminagdes artificiais intrauterinas foram superiores as intracervicais
superficiais e profundas. Isso pode ser elucidado devido a habilidade da Vitex agnus-castus L. de se ligar
aos receptores dopaminérgicos, que podem promover a vasodilatacio e, consequentemente, 0
relaxamento da cérvix, o que indicaria a facilidade na passagem do aplicador nesse grupo (Tesch, 2003;
Daniele et al 2005, Carmichael, 2008).

CONCLUSAO

Portanto, podemos concluir que o uso de esponjas intravaginais impregnadas com 60 e 120 mg de
6leo essencial da planta Vitex agnus castus L. em um protocolo de sincronizacdo do estro a curto prazo e
associado a administracdo de eCG é capaz de sincronizar o estro, mas nio a ovulacdo de cabras. Contudo,
este protocolo associado a inseminacdo artificial realizada 54 h apds a retirada da esponja resulta em
baixa fertilidade em cabras.

Estudos adicionais devem ser realizados, avaliando doses alternativas do 6leo essencial de Vitex
agnus castus L. nos diferentes protocolos de sincronizacdo do estro e associando a inseminacgao artificial
com base no inicio do estro sincronizado.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Percentual de cabras Anglo Nubiana em estro apés o fim de tratamentos hormonais utilizando
esponjas industrialmente impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-COM), além de
esponjas artesanalmente preparadas e manualmente injetadas com acetato de medroxiprogesterona
(MAP-ART), com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60) e com 120 mg de 6leo
essencial de Vitex agnus castus L. (OEVAC120).

Figura 2. Concentragdes séricas de progesterona (ng/mL) antes, durante e apos os diferentes tratamentos
hormonais, utilizando esponjas industrialmente impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-
COM), além de esponjas artesanalmente preparadas e manualmente injetadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60) e com
120 mg de bleo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).
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Tabela 1. Porcentagens de cabras em estro, intervalo médio (% e.p.) entre o fim do tratamento e o
inicio do estro (FT-IE) e duracio média (+ e.p.) do estro de cabras Anglo Nubiana com estros
sincronizados utilizando esponjas industrialmente impregnadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-COM), além de esponjas artesanalmente preparadas e manualmente
injetadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de dleo essencial de Vitex
agnus castus L. (OEVAC60) e com 120 mg de dleo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).

Tratamentos

Variaveis MAP-COM MAP-ART OEVAC60 OEVAC120

Porcentagem de
cabras em estro (n)
FT-IE (h)
Duracgado do estro (h)

100% (12) 100% (12) 100% (12) 100% (12)

26,00 + 2,022 28,67 1,872 29,00 + 2,062b
44,33 £ 2,02 43,33 £1,47 47,33 £1,55

31,67 +2,84b
48,67 + 1,47

ab Valores com letras minusculas sobrescritas distintas entre linhas, diferem (P<0,05).

Tabela 2. Taxa de fertilidade (%) e proporcio (%) de tipos de inseminacdes artificiais
(intracervical superficial - ICS; intracervical profunda - ICP; e intrauterina - IU), apds tratamentos
hormonais de sincronizaciao de estro, utilizando esponjas industrialmente impregnadas com
acetato de medroxiprogesterona (MAP-COM), além de esponjas artesanalmente preparadas e
manualmente injetadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de 6leo
essencial de Vitex agnus castus L. (OEVAC60) e com 120 mg de dleo essencial de Vitex agnus castus L
(OEVAC120).

Tipos de inseminacao artificial (IA)

Fertilidade por
Tratamento ICS (%) ICP (%) IU (%) grupo de

tratamento (%)

MAP-COM 16,67 (2/12)4a 25,00 (3/12)ABa 58,33 (7/12)Ba 58,00 (7/12)b
MAP-ART 33,34 (4/12)ABa 8,33 (1/12)4a 58,33 (7/12)Ba 41,66 (5/12)b

OEVAC60 25,00 (3/12)4 25,00 (3/12)4 50,00 (6/12)Aa 8,33 (1/12)2
OEVAC120 25,00 (3/12)4a 8,33 (1/12)4a 66,66 (8/12)Ba 16,67 (2/12)
TOTAL 25,00 (12/48)A 16,67 (8/48)A 58,33 (28/48)" 31,25 (15/48)

Fertilidade por
tipo de 1A (%)

8,33 (1/12)A

25,00 (2/8)A

42,85 (12/28)F

a b Valores com letras minudsculas sobrescritas diferentes entre linhas indicam diferenca significativa

(P<0,05).

A B Valores com letras maidsculas sobrescritas diferentes entre colunas indicam diferenga significativa

(P<0,05).
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Figura 1. Percentual de cabras Anglo Nubiana em estro apés o fim de tratamentos hormonais
utilizando esponjas industrialmente impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-
COM), além de esponjas artesanalmente preparadas e manualmente injetadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC60)
e com 120 mg de 6leo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).
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Figura 2. Concentragdes séricas de progesterona (ng/mL) antes, durante e apds os diferentes
tratamentos hormonais, utilizando esponjas industrialmente impregnadas com acetato de
medroxiprogesterona (MAP-COM), além de esponjas artesanalmente preparadas e manualmente
injetadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP-ART), com 60 mg de dleo essencial de Vitex
agnus castus L (OEVAC60) e com 120 mg de dleo essencial de Vitex agnus castus L (OEVAC120).
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Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIVASF



e, 20

FIJ!-IDAG@D UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
COMITE DE ETICA E DEONTOLOGIA EM ESTUDOS E PESQUIAS - CEDEP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAILS- CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito do uso de esponjas
intravaginais impregnadas com oOleos essenciais da planta Vitex agnus
castus L. na sincronizagao do estro e fertilidade de cabras”, Protocolo n2
00027131014, que utilizam 50 animais da espécie Caprao Hircus, sob a
responsabilidade de Edilson Soares Lopes Janior, estando de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal do Comité de Etica e Deontologia
em Estudos e Pesquisas da Universidade Federal do Vale do S3o Francisco.

Certify that the project entitled “Effect of use of intravaginal sponges
impregnated with essential oils of Vitex agnus costus L. plant in estrus
synchronization and fertility of goats", protocol number 0002/131014,
utilizing 90 animals species Capra Hircus, under the responsibility Edilson
Soares Lopes Janior, being in accordance with the ethical principles of animal
experimentation adopted by Committee of Ethics and Deontology Studies and
Research at the Federal University of Vale do S50 Francisco.

Petrolina, 21 de janeiro de 2015.

Profa. Marcia Bento Moreira
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animiais — CEUA/UNIVASF

Prof. Alexandre H. Reis
Coordenador do Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas — CEDEF /UNIVASF

Av. José de 53 Manigoba, s/ — Centro — Petrolina - PE
CEP 56.304-205 - Peiroling — PE TelFax: (87) 2101-68%6 E-mails: cedepiEnmivast end br
censEnmivastedu br
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