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RESUMO

STELLA, E.D. Avaliacédo da taxa de ovulacdo em bufalas (Bubalus bubalis)
submetidas a protocolo de sincronizagdo da ovulagcdo a base de
norgestomet. 2005. 59p Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu —
SP, 2005.

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a taxa de ovulagdo em fémeas
bubalinas submetidas a trés diferentes protocolos hormonais com CRESTAR®
na estacao reprodutiva favoravel (Fevereiro — Margo). A avaliagdo da dinamica
folicular pos-retirada do implante e ovulagao foi realizada através da ultra-
sonografia transretal com transdutor de 5SMHz (Aloka 500) a cada 12 horas.
Vinte e quatro bufalas Murrah em lactagdo com idade entre 3 e 8 anos, com
mais de 45 dias de periodo pés-parto foram aleatoriamente divididas em trés
grupos: (Grupo 1=G1, n=8; Grupo 2=G2, n=8 e Grupo 3=G3, n=8). Todos o0s
animais (G1, G2 and G3) receberam um implante intra-auricular de liberacao
de progesterona (3mg of norgestomet, CRESTAR®, Intervet) mais 2.0mg de
benzoato de estradiol (IM; Benzoato de Estradiol-, Index) em momento
aleatdrio do ciclo estral (Dia 0, PM). Os implantes permaneceram por 9 dias
(Dia 9, PM) e no momento da remog¢ao houve administracdo de uma dose
luteolitica de um analogo da PGF,, (0.15mg d-cloprostenol, Croniben:,
Biogenesis) em todos os animais, sendo que os grupos G1 e G3 receberam
também 500 Ul de eCG IM (Novormon-, Syntex). Dois dias apds (D11), as
bufalas dos grupos 1 e 2 (G 1 e G2) receberam 1000Ul of hCG (IM, Vetecor,
Calier) 42 horas ap6s a remogao do implante. A analise estatistica foi realizada
pelo teste de Qui-Quadrado e as taxas de ovulagéo nos trés grupos (G1, G2 e
G3) foi de 62,5, 50,0 e 75,0% respectivamente. Nao havendo diferengas

estatisticas na taxa de ovulagao entre os trés grupos até o dia 13 (P>0,05).



ABSTRACT

STELLA, E.D. Ovulation rates in buffaloes (Bubalus bubalis) submitted to
a synchronization of ovulation with norgestomet. 2005. 59p Dissertagéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista — UNESP, Botucatu —SP, 2005.

The objective of the present study was to evaluate the responses of three
diferents hormonal protocols with CRESTAR® in buffaloes cows in the breeding
season (February — March) aiming ovulation rate. Transrectal ultrasonography
using a 5.0 MHz transducer probe (Aloka 500), were done daily in order to
study follicular dynamics at each 12 hours after implant removal to verify the
moment of ovulation. Twenty four cows with more than 45 days of post partum
period were randomly allocated into three groups (Group 1=G1, n=8; Group
2=G2, n=8 and Group 3=G3, n=8). All buffaloes (G1, G2 and G3) received an
auricular implant progesterone releasing device (3mg of norgestomet,
CRESTAR®, Intervet) plus 2.0mg estradiol benzoate (IM; Benzoato de
Estradiol®, Index) at random stages of estrous cycle (Day 0, PM). The implants
remained for 9 days. CRESTAR® was removed and a luteolytic dose of PGFy,
analog (0.15mg d-cloprostenol, Croniben®, Biogenesis) was administered on
Day 9 (D9, PM). On this day, only buffaloes in G1 and G3 received 500 Ul of
eCG IM (Novormon®, Syntex). After two days (D11), buffaloes in groups 1 and 2
(G1 and G2) received 1000UI of hCG (Vetecor, Calier) 42 hours after implant
removal. The statistics analysis was made by Chi-square tests (X?), ovulation
rates in three groups (G1, G2 and G3) was 62.5, 50 and 75% respectively. No
differences in ovulation rates among the groups until day 13 were found
(P>0.05).
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1.0 Introducéo

Os bufalos foram introduzidos na Asia, Egito, Grécia, Russia, india,
Paquistao, China, Bulgaria, Italia e diversos paises do Ocidente. Sua entrada
no Brasil ocorreu, quer pelo Norte, quer pelo Sul, e em meados de 1960 no
Estado de S&o Paulo. Os bubalinos hoje ocupam espagos que os bovinos nao
o fazem tao eficientemente, sendo assim explorados na producao de carne e
leite (OBA, 2003a).

Dada sua rusticidade, longevidade, grande capacidade adaptativa, e
resisténcia as doencgas infecto-contagiosas e aos endo e ecto-parasitas a sua
fama tem-se estendido a todos os paises do mundo. Além disso, o rebanho
bubalino brasileiro tem-se multiplicado a uma taxa de 85% de eficiéncia
reprodutiva (RAMOS, 2003).

Hoje, esse animal responde por 20 a 30% de toda a energia utilizada na
agricultura nos paises da Asia; onde é o classico animal de trabalho e faz parte
integrante de pequenas propriedades e, devido a sua grande docilidade, pode
ser manejado por mulheres e criangas, atuando como montaria, tragdo em
arado ou até no escoamento da producdo de arroz devido a poderosos e
deliberados movimentos, cascos largos e flexibilidade de membros sendo
incapazes de ficarem retidos em areas alagadas ou pantanosas (RAMOS et al.,
2003)

O rebanho bubalino brasileiro, segundo o Instituo Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2005), apresenta crescimento anual de 1,5%, girando em
torno de 1 milhdo de bubalinos distribuidos por todo o territério nacional, a
maioria concentrada na regiao norte (59,7%) e sul (16,34%), além de outros
pequenos nucleos de criacéo (23,95%) nas demais regides. Durante os ultimos
25 anos a populagdo mundial de bufalos cresceu em torno de 50%, associado
a aumento por volta de 200% na produgéao de leite de bufala, o que representa
10% da produc&o mundial de leite (CARVALHO et al., 2002).

A espécie ndo atinge produgbes leiteiras tdo grandes para se
estabelecer comparagdes com ragas bovinas especializadas. Contudo,
levando-se em conta sua dupla aptidao, podem preencher grandes espacgos na

pecuaria nacional por ocuparem areas praticamente improdutivas como terras



inundaveis e semi-inundaveis, banhados e campos pobres (RAMOS, 2003). A
carne dos bubalinos é consumida normalmente pela populagdo, sem distincdo
de qualidade e palatabilidade, em relagao aos bovinos (BARUSELLI, 2000).

As Biotécnicas da Reproducao representam uma forma de aumentar a
eficiéncia produtiva e reprodutiva — quantitativa e qualitativa do rebanho e,
através da Inseminagéao Artificial (1.A.), permitir o desenvolvimento de criagdes
de alto valor zootécnico. Porém, para um programa de Inseminacéao Artificial ter
sucesso € necessario que varios fatores sejam rigorosamente controlados,
como a detecgdo do cio, o qual depende de fator humano, numero de
observacgoes diarias, duracdo das observacdes, proporcao rufido:fémea e libido
dos rufides (OBA, 2003b).

Associado a essa gama de contra-tempos nas quais esbarram os
programas de |.A., a espécie apresenta alguns problemas reprodutivos como
maturidade sexual tardia, cio silencioso (principalmente no verdo), longo
periodo de anestro pés-parto e baixas taxas de concepg¢dao (MADAN et al.,
1996; CRUZ, 2000; SINGH et al., 2000).

Considerando-se entdo, que ha algumas peculiaridades basicas na
fisiologia reprodutiva de bufalas, a aplicacdo de tecnologias como a
sincronizagao de cio e I.A., ja costumeiras em outras espécies, necessitam o
desenvolvimento de mais estudos nesta area especifica (MADAN et al., 1996),
devido as informagdes sobre o controle farmacolégico do ciclo estral na
espécie bubalina serem limitadas (BARUSELLI, 2000).

Alguns pesquisadores (ZICARELLI et al., 1997; BO, 2004; ULLAH et al.,
2004) propuseram estudos com o propésito de sincronizar a ovulagao,
desenvolvendo assim, protocolos que permitiram a realizacdo da inseminacao
artificial em tempo fixo, ou seja, sem a necessidade de observacdo do estro,
com taxas de concepgao aceitaveis, além de facilitar o manejo do rebanho e
otimizar o emprego desta biotecnologia a campo. Assim, foram observadas
grandes economias de mao-de-obra, otimizando o trabalho em dias pré-
determinados (Baruselli, 2000).

A grande vantagem da sincronizagao da ovulagdo na bubalinocultura, é
que esta pode proporcionar uma distribuicdo dos partos uniformemente ao

longo do ano, evitando-se picos de producéo leiteira seguidos de periodos de



baixa produc¢do, mantendo-se constante a oferta de derivados lacteos de valor
mercantil diferenciado como acontece com a mussarela.

Muitas propriedades conhecem os beneficios produtivos oriundos do
correto manejo reprodutivo do rebanho, porém nao lancam mao desses
recursos por se tratar de um énus a mais a cadeia produtiva.

Assim, para baratear o custo de protocolos a base de progesterona que
utilizam tanto a Gonadotrofina Coribnica Equina quanto a Gonadotrofina
Coribnica Humana, conforme tratamento proposto por Porto-Filho (2004) o
presente trabalho teve como objetivo:

- Avaliar a taxa de ovulagdo em protocolo de sincronizacdo da
ovulagdo a base de norgestomet, sem a administracdo da Gonadotrofina
Coribnica Equina;

- Avaliar a taxa de ovulagdo em protocolo de sincronizacdo da
ovulagdo a base de norgestomet, sem a administragdo da Gonadotrofina
Coridénica Humana;

- Avaliar as concentragdes plasmaticas de progesterona e cortisol

nos animais.



2.0 Revisao de Literatura

2.1 Estacionalidade Reprodutiva

Barile (2005) destacou que na ltalia a sazonalidade reprodutiva tem
fortes implicagdes econbmicas, onde a totalidade da producdo leiteira é
utilizada para a produgao de queijo tipo mussarela. A demanda deste tipo de
queijo € basicamente concentrada na primavera e verdo, enquanto que a
grande produgéo de leite acontece no outono e inverno.

Isto deve-se ao fato que a espécie apresenta um comportamento
reprodutivo influenciado positivamente pela diminuicido de horas de luz do dia.
Segundo Barnabe et al. (1995), os bufalos sao poliéstricos estacionais de dias
curtos semelhantes aos ovinos.

A glandula pineal tem importante fungcéo na regulagdo das respostas dos
diferentes fotoperiodos por intermédio da liberagdo de melatonina, horménio
responsavel por transferir a informacao do periodo de horas de luz do dia para
o eixo hipotalamico-pituitario. Esse horménio é secretado no periodo “escuro”
do dia e sua concentragcdo é baixa durante o periodo de “luz” do dia. O
aumento na duragao do periodo noturno (horas de “escuro”), aumenta os niveis
de melatonina e constituiu a mensagem do fotoperiodo na glandula pineal para
que esta regule a secregao hormonal (GORDON, 1999).

O maior papel biolégico da melatonina € na regulagdo do eixo
reprodutivo, incluindo a secre¢do de gonadotrofinas e inicio da puberdade,
logo, apresentando maior concentragdo em animais sazonais. Este tipo de
estratégia reprodutiva, de acordo com Larsen et al. (2003), envolve a sincronia
do periodo de luz do dia com o periodo gestacional, assegurando desta forma,
que a prole nasga em periodo favoravel do ano e, desta forma, venha a
favorecer a sobrevivéncia do neonato, porém, o exato mecanismo de regulagao
do GnRH pela melatonina ndo é totalmente esclarecido. Malpaux et al.(1996),
citam a influéncia da melatonina na secrecao de LH, regulando a pulsatilidade
de liberacdo do GnRH.

Quanto maior a distancia entre as areas de criagdo de bufalos e a linha

do Equador, maior é o efeito estacional sobre a atividade reprodutiva. Assim no



sul do Brasil foi observado maior concentracdo de manifestacédo de cio no
periodo do outono, sendo que durante os meses de marc¢o a julho, concentram-
se 93,03% dos estros anotados durante todo o ano. Provavelmente o foto-
periodo seja o fator responsavel pela regulagdo da ciclicidade reprodutiva na
espécie bubalina, influindo o fator nutricional com menor intensidade
(BARUSELLI, 1993).

Baruselli et al. (2001) compilaram os dados oriundos da Associagao
Brasileira dos Criadores de Bufalos, referentes a distribuicdo de partos durante
o ano em funcéo da latitude do local de paricdo, com prenhezes oriundas de
monta natural. As datas de paricao de 16.487 nascimentos, de trés diferentes
ragcas (Jafarabadi, n=1.771; Murrah, n=10.824; Mediterraneo, n=3.831) no
periodo de 1975 a 2000 foram analisadas. Os dados indicaram uma alta
influéncia da latitude na distribuicdo dos partos durante o ano. Para os animais
mantidos em baixas latitudes (de 0° a 8°), proximos a Linha do Equador, o
numero de nascimentos teve menor variacdo durante o ano. Entretanto,
animais criados em regides distantes da Linha do Equador (de 24° a 32°),
apresentaram a maior concentracido das pari¢des no primeiro trimestre do ano.
Essa distribuicdo de partos foi independente da raga do animal.

Em outra analise de dados nacionais (Regido Centro-Oeste, numero de
nascimentos=452), no periodo de 1998 a 2000; onde Vale et al. (2001),
averiguaram que a maior proporgéo de partos ocorreu no periodo entre Janeiro
e Junho, com pouca ocorréncia de paricdo nos outros meses e nenhuma no
més de Outubro.

Fortes correlagbes entre os fatores nutricional e estacionalidade
reprodutiva foram encontrados por BARNABE et al. (1995), os quais
promoveram a inducdo da ciclicidade em 20 novilhas bufalas, com peso inicial
entre 250 e 336 quilos, através de suplementagdo alimentar com 9,8% de
proteina bruta e 60% de nutrientes digestiveis totais, fornecida por 267 dias. O
touro foi posto com as novilhas a partir do momento que cerca de 50%
apresentaram sintomas de estro. Obtiveram no total 70% de prenhez cujos
partos ocorreram entre o final do inverno e inicio da primavera (agosto e

setembro).



2.2 INFLUENCIA DO ESTRESSE NA REPRODUCAO

O sistema enddcrino pode ser alterado por intermédio do estresse de
trés maneiras possiveis. Primeiro como resposta a um estimulo especifico
como ocorre com os horménios envolvidos na regulagdo do fluido corpéreo
mediante uma hemorragia ou alteragdo metabdlica. Por outro lado alguns
sistemas hormonais apresentam respostas generalizadas mediante um
estimulo, donde a amplitude de resposta € correlacionada a severidade do
estimulo, como é o caso do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal. E por ultimo,
quando o hormdnio tem um papel importante na fungcdo corpérea normal e o
estresse pode trazer alteragbes deletérias as fungdes normais a exemplo do
sistema reprodutivo. O estresse através da ativacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal promove a liberagcédo de corticoesterodides, o principal deles é o
cortisol, aumentando as concentragdes plasmaticas desse corticoide. (SMITH &
DOBSON, 2002).

Os corticéides sao sintetizados e liberados quando necessario, nao
sendo estocados nas células adrenais. O principal estimulo para sua secrecao
€ 0 horménio adrenocorticotrofico (ACTH). A secregdo do ACTH é regulada
principalmente pelo horménio liberador de corticotropina (CRH), de origem
hipotalamica. A secrecdo de CRH, por sua vez, é controlada pelos niveis de
glicocorticéides e por estimulos do sistema nervoso central. Os glicocorticoides
possuem acao hiperglicemiantes por antagonismo da agéo da insulina e por
promogao da gliconeogénese a partir de aminoacidos e acidos graxos livres
(SPINOZA et al., 2002)

Dobson e Smith (2000) e Smith e Dobson (2002), revisaram os efeitos
do estresse sobre a fertilidade. Sugeriram que este interfere negativamente na
fertilidade através de alteracbes nos mecanismos que regulam precisamente a
fase de crescimento folicular e ovulagao de trés diferentes formas. Primeiro,
durante um prolongado periodo de estresse (estresse crbénico), a frequéncia de
liberagdo e pulsatilidade do GnRH/LH apresenta-se abaixo do normal,
ocorrendo a fase inicial de recrutamento folicular porém nao sendo capaz de
promover o adequado desenvolvimento folicular, logo, ha uma falha na

manutencgao do ciclo estral culminando num periodo de anestro. Num segundo



plano, em situagdes de curtos periodos de estresse (menor intensidade), o
padrao de liberagdo de GnRH/LH pode ser suficiente para o desenvolvimento
folicular, porém, susceptivel a alteracdes ou interrupgcdes por quaisquer outros
estimulos. Neste caso ha comprometimento na qualidade das células da
granulosa e do odcito, desta forma, mesmo que ocorra a ovulagédo e
fertilizacdo, ha falha no desenvolvimento do concepto até a gestagéo. Por fim,
ha a chance de desenvolvimento folicular até foliculos ovulatérios, todavia, com
padrées gonadotréficos insuficientes que ndao permitam a adequada produgao
de estradiol pelo foliculo, promovendo um pico de LH insuficiente, incapaz de
causar ovulagao e luteinizagao, ocasionando clinicamente um cisto ovariano.

A concentragao plasmatica de cortisol no periodo pré-parto (parto = DO)
em bufalas foi objeto de estudo de um grupo de pesquisa brasileiro (RIBEIRO
et al., 2001), que durante os ultimos 7 dias da gestagdo obtiveram amostras
sanguineas a cada 12 horas. Os valores de cortisol foram mensurados pela
técnica de RIA, em fase sodlida, e mantiveram-se a niveis basais nos dias
(0,350,224 no dia -7 e 0,331£0,21ng/mL no dia -1; p>0,05) durante o periodo
avaliado, com aumento significativo (p<0,05) no dia do parto (0,69+0,39
ng/mL).

Recente estudo comportamental na espécie bubalina foi realizado por
Thomas et al.,, (2005), com animais da raga Murrah (n=6) que foram
submetidos a trés tratamentos antes da ordenha sendo: sem estimulagdo
mamaria prévia, estimulagdo prévia da glandula mamaria e estimulagdo
mamaria com fornecimento de concentrado protéico. Os autores mostraram
padrées de cortisol diferentes e variados de acordo com o0 manejo
proporcionado aos animais e fase da ordenha em que estes se encontravam.
Frisaram que mesmo procedimentos rotineiros com a ordenha, sdo capazes de

promover aumentos plasmaticos de cortisol.



2.3 FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

Os foliculos nos bubalinos desenvolvem-se em ondas tais como nos
bovinos (BARUSELLI et al., 1997; SING et al., 2000), onde cada onda folicular
€ caracterizada pelo crescimento sincrénico de um grupo de foliculos onde
apenas um (ou numero espéecie-especifico) continua seu crescimento enquanto
os outros regridem em intervalos variados (EVANS, 2003). Durante cada onda
um foliculo é selecionado, tornando-se maior e dominante sobre os outros, pela
inibicdo de seus crescimentos através da secrecdo de inibina. Depois da
dominancia, o foliculo pode ovular (foliculo dominante ovulatério) ou sofrer
atresia (foliculo dominante ndo ovulatério), dependendo se a fase de
dominancia é associada a lutedlise ou ndo (TANEJA et al., 1996; MANIK et al.,
1998).

Segundo Cruz (2000), a transformacédo de foliculos primordiais até
foliculos em crescimento e foliculos terciarios, aparentaram ser muito
ineficientes. Esta ineficiéncia foi também observada no numero relativo de
foliculos atrésicos mensurados como porcentagem dos foliculos totais maiores
que 1.0mm de diametro, sendo que a quantidade de foliculos atrésicos foi
maior em bufalas, se comparada aos bovinos.

Com o uso da ultra-sonografia, Taneja et al. (1996); monitoraram 7 ciclos
de 5 animais, observaram a ocorréncia de uma (n=3 animais) e duas (n=4
animais) ondas de crescimento folicular, sendo que cada uma é caracterizada
pelo desenvolvimento de um grande foliculo, chamado dominante, e um
variado numero de foliculos menores (ndo dominantes). Os autores nao
notaram diferenga significativa na duragdo do ciclo estral com uma onda
(23,0£1.0 dias) ou duas (21,3+0,9 dias). Para o padrdo de uma onda, esta
comegou no dia 1,3x0,7 com diametro maximo do foliculo ovulatério de
15,7£0,3mm no dia 24,0+1,2 do ciclo; para o padrao de duas, elas iniciaram,
respectivamente, nos dias 1,8+0,6 e 7,8+2,0; com média do didmetro maximo
do foliculo dominante na primeira e segunda onda, respectivamente, de
14,5£0,.9mm e 15,5£0,9mm (p>0,05) nos dias 11,3x1,3 e 22,5+0,5.
Constataram também que animais avaliados por dois ciclos apresentaram duas

ondas no primeiro e uma no segundo ciclo de crescimento folicular,



demonstrando que essa alteragcdo no padrao de ondas nao € reportada para os
bovinos.

Ja Baruselli et al. (1997), empregando a mesma técnica, avaliaram a
dinamica folicular em bufalas e notificaram em sua maioria (63,3%, n=19) o
padrdo de duas ondas foliculares com emergéncias de onda nos dias
1,16+£0,50 e 10,83+1,09 (ovulagdo = dia zero), tendo também encontrado
padrao de trés ondas por ciclo (33,3%, n=10) com emergéncia de ondas nos
dias 1,10+0,32; 9,30+1,25 e 16,80+1,22; sendo o numero de ondas
correspondente a duracao do ciclo. Ciclos de duas ou trés ondas diferiram-se
entre si (p<0,05) no que diz respeito ao diametro maximo do primeiro foliculo
dominante (15,10£2,33 vs 11.90+1,68mm) e didmetro do foliculo ovulatério
(15,50+1,60 vs 13,40+1,30mm).

Presicce et al. (2004) pesquisaram comparativamente a dinamica
folicular entre vacas pluriparas (n=10) e novilhas nuliparas (n=11) no ciclo
seguinte a sincronizagao da ovulagdo com protocolo a base de progesterona
(PRID®). Estes autores mostraram diferengas significativas nas taxas de
crescimento folicular do primeiro foliculo dominante (ndo ovulatério) (1,6+0,0 vs
1,220,0 mm/dia; p=0,005) e no maximo diametro deste (13,8+0,6 vs
10,5+0,6mm; p=0,006) respectivamente para vacas e novilhas. A taxa de
crescimento folicular do foliculo dominante da segunda onda (ovulatério) e o
didmetro maximo também foi maior para vacas (1,27+0,0 vs 0,9+0,1mm/dia
[p=0,032] ; 13,8+0,6 vs 11,0+0,7mm [p=0,013]) do que para novilhas.

Observagdes histologicas oriundas de ovarios de abatedouros foram
verificadas por Kumar et al. (1997), onde os autores avaliaram as populagdes
foliculares presentes em 250 ovarios de animais abatidos com diferentes
idades e encontraram as proporgdes de area de foliculos primordiais e estroma
ovariano, respectivamente, de 38.1+2,5% vs 61,8£2,5% em novilhas pré-
puberes e 28,7+5,1% vs 58,7t7,1% para animais senis. Ovarios de animais
adultos continham 14,4+6,2% de tecido luteal ao passo que 40,62+3,6%
compunha-se de estroma ovariano, sendo esta relacao (tecido luteal - estroma
ovariano) apontada pelos autores como razao das baixas taxas de recuperagéo
de odcitos de ovarios contendo corpo luteo, devido a alta propor¢cdo ovariana

ocupada por células luteinicas, deste modo restringido o crescimento folicular.
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Outro estudo da dinamica folicular ovariana foi realizado por Ali et al.
(2003), utilizando-se ovarios de abatedouro, dividindo o ciclo estral das bufalas
em quatro estagios: metaestro (dias 1° ao 4°), diestro precoce (5° ao 10°),
diestro tardio (11° ao 17°) e proestro/estro (18° ao 21°). Através de estudos
histologicos observaram que o numero de foliculos pequenos (<5mm) é maior
no metaestro se comparado aos outros estagios do ciclo indicando que a onda
folicular comega neste periodo. Nao houve variagdo estatistica (p>0.05) na
quantidade de foliculos de 5-8mm durante o metaestro e diestro tardio,
sugerindo o padrao de duas ondas de crescimento folicular. Foliculos maiores
que 8 a 12mm de didmetro sdo mais numerosos no diestro (tanto precoce,
quanto tardio) do que no metaestro, proestro/estro. Foram encontrados maiores
percentuais de foliculos dominantes nao atrésicos durante o diestro prematuro
se comparado ao tardio (70% vs 43,8%), porém durante o proestro/estro, 100%
dos foliculos dominantes eram viaveis.

Presicce et al. (2005), com uso da ultra-sonografia, monitoraram por 60
dias a atividade ovariana de bufalas primiparas (G1, n=10) e pluriparas (G2,
n=10) no periodo de pos-parto. Notaram que o tempo necessario para a
completa involucéo uterina e foi de 31+1,0 dias para primiparas e de 33%1,3
dias para multiparas (p=0,1). A primeira ovulagao p6s parigdo ocorreu 25,5+6,9
dias para G1 e 15,5+1,3 dias para G2 e em 66,6% dos casos (8/12) ocorreu no
ovario contra-lateral ao do corno gravidico. Os autores n&o observaram
diferencas estatisticas entre os grupos 1 e 2 no que se diz respeito,
respectivamente, as taxas de crescimento folicular do foliculo ovulatério
(0,95+0,18 vs 1,07+£0,07 mm/dia [p=0,4]) e didmetro maximo deste (13,515 vs
14,1£0,4 mm [p=0,4]).

2.3.1 ESTRO E OVULACAO

Dias et al. (2001), trabalharam com diagnostico ultra-sonografico
do momento ovulatério em bufalas inseminadas no estro espontaneo (Grupo
Testemunha) e induzido por protocolos de inseminacéao artificial em tempo fixo
com uso de progestagenos (Grupo Tratamento). Ambos os grupos foram

inseminados artificialmente no momento da observacdo do maior diametro
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folicular medido em milimetros, a partir das manifestacbes de estro. Estes
autores verificaram que o intervalo médio entre o estro e a ovulagao, aferido
em horas, foi estatisticamente menor (p<0,01) para as bufalas que ficaram
gestantes se comparado as nao gestantes, independente se tratadas ou nao
(271,44 vs 35,66%4,0h). O intervalo (horas) médio entre a inseminagao artificial
e a ovulagdo (horas) para os animais gestantes e ndo gestantes foi de
12,55+5,68 vs 19,10£2,79 (p<0,01), ndo encontrando diferengas estatisticas
entre os tratamentos. Concluiram que a variabilidade do intervalo entre o inicio
do estro e a ovulagdo ndo permitiu a obtencdo de taxas mais elevadas de
prenhez com |A pré-determinada e que, a |.A. realizada proxima a ovulagao,
em torno de 12 horas, foi eficaz na obtenc¢ao de prenhez.

A Inseminacgao Atrtificial com deposi¢ao cervical profunda de sémen foi
objeto de estudo proposto por Jacomini et al. (1991), utilizaram 21 bufalas e
demonstraram que 56,45% dos estros iniciaram-se no periodo noturno. Com
observacédo a cada quatro horas, 100% dos estros foram detectados. Ja para
observacdo a cada oito ou a cada doze horas, foi de 96,82 e 82,54%,
respectivamente. A ovulagdo ocorreu em média, 21,04+4,56 horas apds o final
do estro e 17,06+7,71 horas apdés a inseminagao artificial, sugerindo uma
duragcdo média do estro de 16 horas. Para as fémeas que ficaram gestantes a
ovulacdo ocorreu 14,51£5,21 horas apos a inseminagao.

O intervalo entre o estro e a ovulagcdo foi notificado por Baruselli em
1993, no Vale do Ribeira, estado de Sao Paulo. Foi constatado que a ovulacéo,
ocorreu em média 17 horas apés aceitacdo da monta.

A manipulagcdo do desenvolvimento folicular e o controle da duragao do
ciclo estral e ovulacdo possibilitaram maior precisdo e controle da
sincronizacao de cio assim como da ovulagcdo, sendo bom o suficiente para
permitir a inseminacao artificial em tempo fixo sem a necessidade da deteccao
do comportamento de cio (ABDULLAH et al., 2001). Além de que, nas
averiguagcdes do comportamento de estro na espécie bubalina ter sido menos
marcante se comparado aos bovinos, talvez devido as concentracbes de
estradiol-17p encontradas durante o ciclo estral normal serem relativamente
mais baixas que a dos bovinos (CARVALHO et al., 2002).
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Na ltalia, Barile (2005) em revisdo, descreveu que a variagdo da
duracao do comportamento de estro foi desde periodos curtos como 9 horas
até periodos de 56 horas e que o melhor indicador que o animal esta em cio foi
a aceitagdo do macho; além de outros sinais mais fracos como micgao
frequente, mugidos, edemaciacdo de vulva e descarga de muco vaginal.
Indicaram como fatores determinantes na duragao do ciclo estral e no grau de
expressao comportamental de estro, o clima, a temperatura, o fotoperiodo e a

nutricdo, aos quais os animais sao submetidos.

2.4 HORMONIOS UTILIZADOS PARA MANIPULACAO DO CICLO ESTRAL

2.4.1 PROSTAGLANDINA (PGFyy)

Prostaglandinas enddgenas sdao metabdlitos do acido aracdbnico e
sintetizadas principalmente pelas células do epitélio do endométrio uterino
(FERNADES et al.,, 1994). Exercem uma grande variedade de acgdes
fisiolégicas em todo o corpo, sendo que sua liberagdo ocorre em pulsos pelo
endométrio uterino, sendo este o sinal luteolitico em algumas espécies,
incluindo os bovinos (HAYASHI et al., 2003); sua agdo é mediada por
receptores de superficie celular no corpo luteo (TSUBOI et al., 2002).

Seu efeito luteolitico € mencionado em diversos trabalhos (KOTWICA et
al., 2002; WEBB et al., 2002), assim como o efeito luteolitico de seus analogos
sintéticos tais como etiproston (COSTA et al., 2000), cloprostenol (ABDULLAH
et al.,, 2001; WATTS et al., 2001; COLAZO et al., 2002), dinoprost (BRITO et
al., 2002) e luprostiol (MISRA, 2003); sendo considerado a maior contribuigéo
no processo de controle reprodutivo, pois a regressao do corpo luteo €
essencial para a ciclicidade normal, além de permitir o desenvolvimento de um
novo foliculo ovulatério (OKUDA et al., 2002; RUBIANES et al., 2003).

A utilizacdo da prostaglandina e seus andalogos sintéticos para a
sincronizagao de cio tém sido uma técnica amplamente difundida em rebanhos
bovinos (COSTA et al., 1997), sendo utilizada em diferentes doses e rotinas de
aplicacéo. O efeito luteolitico de uma dose diminuida de cloprostenol (100 mg)

administrada por via intra-vulvar em bufalas foi citada por Cruz (2000), tendo
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igual eficacia de uma dose superior (500mg) administrada por via

intramuscular.

2.4.2 PROGESTAGENOS

Segundo Spinosa et al. (2002), para promover a sincronizagéo de
animais que se encontram em periodos distintos do ciclo, é necessario trata-los
com progesterona por um periodo equivalente a duragéo do ciclo estral, porém
tratamentos de longa durag&o resultam em baixas taxas de gestacao devido a
alteracbes adversas no ambiente intra-uterino que inibem o transporte
espermatico, e para tratamentos de curta duragdo, se faz necessaria a
eliminagao do corpo luteo pré existente com utilizagdo de um agente luteolitico.

A partir da década de 90, com base nos conhecimentos de dinamica
folicular, alteraram-se o0s principios na concep¢cdo de protocolos com
progestagenos devido a atresia do foliculo dominante, impedindo a formacéao
de foliculos persistentes e possibilitando o desenvolvimento de uma nova onda
folicular, resultando num foliculo apto a fertilizagcdo (MADUREIRA, 2000).

Os tratamentos comumente usados para a reestabilizagao da ciclicidade
ovariana nos bovinos, incluem a inser¢cao de dispositivos de liberacdo de
progesterona por 5 a 10 dias. Esses dispositivos mantém as concentragdes de
progesterona por um periodo determinado (BARUSELLI et al., 2004b).

A retomada da atividade normal ovariana mediante curta exposicdo a
progesterona foi revisada por Day (2004) e se da em parte ao efeito desta no
aumento da secregdao de LH em vacas no periodo pds parto, onde foram
encontradas maiores concentragdes deste horménio em torno de 72 horas
apés a remocgao do implante nas vacas em anestro e durante a permanéncia
do progestageno em novilhas pré puberes. O aumento dos niveis de LH devido
a pré-sensibilizacao do eixo hipotalamico hipofisario pela progesterona, simula
a condicdo normal de proestro, onde ocorre o pico pré ovulatério de LH.

Com a avaliagdo da concentragcdo de progesterona plasmatica, pode-se
registrar a ocorréncia de eventos como estro e prenhez, entre outros, além de
se estimar aspectos como a duragdo do ciclo estral e reinicio da atividade

ovariana, cujo conhecimento se faz necessario para a aplicagdo de técnicas
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como a inseminagdo artificial (RAMOS et al.,, 2001). Os mesmos autores
mensuraram por 42 dias, a cada 48 horas, as concentracdes plasmaticas de
progesterona de 7 bufalas pluriparas pela técnica de radioimonuoensaio em
fase solida e verificaram valores de 0,242+0,121 ng/mL para a fase de estro;
0,324+0,217 ng/mL para metaestro; 1,211+0,621 ng/mL, diestro e de
1,098+0,580 ng/mL durante o proestro.

Hernandez et al. (2001) observaram que as concentracbes de
progesterona de 29 fémeas em lactagdo mantiveram-se inferiores a 1ng/mL
até 60 dias pos-parto. Para esta observacdo, dosaram as concentracdes de
progesterona presentes no leite a partir dos 20 dias pés-parto, em amostras
colhidas duas vezes por semana. Porém, as pluriparas (3 crias) apresentaram
uma ligeira atividade luteal (0,24ng/mL) por volta do dia 37 pds-parto.

No entanto, Presicce et al. (2005), acompanharam com amostragens
diarias os perfis de progesterona, a partir do dia da pari¢gao (periodo pos-parto).
Relataram que os valores desse hormdnio mantiveram-se a niveis basais de
0,1910,0ng/mL para primiparas e 0,17+0,0ng/mL para pluriparas (p=0,6), até a

ocorréncia de ovulagao.

2.4.3 ESTRADIOL

O estradiol € um estrégeno primario, biologicamente ativo, que age
sobre o sistema nervoso central (SNC) induzindo o cio comportamental na
fémea, agindo também no utero para aumentar a amplitude e a frequéncia de
contracdo, potencializando os efeitos da ocitocina e da PGF,,, induzindo assim
a lutedlise (HAFEZ et al., 1995).

Os sinais de estro sdo induzidos pela elevada concentragao de estradiol
na circulagéao, proveniente do foliculo pré ovulatorio sendo a agédo do estradiol
potencializada pela pré-exposicéo a progesterona (GONSALVES et al., 2002),
ocorrendo desta forma durante o cio espontaneo, no qual a lutedlise é seguida
pelo desenvolvimento e maturagdo do foliculo dominante, que secreta altas
concentracdes de estradiol, desencadeando a liberagdo do GnRH e LH pré-

ovulatérios estimulando a ovulagédo (ABDULLAH et al., 2001).
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As formas mais citadas na literatura sdo o estradiol-17f3, valerato de
estradiol e benzoato de estradiol, sdo comumente usadas para sincronizar a
emergéncia das ondas foliculares e a ovulagdo em bovinos em tratamento
associando-os a implantes hormonais como o CIDR® (Controlled Internal Drug
Release) (RYAN et al., 1999; COLAZO et al., 2003).

Martinez et al.(2001), demonstraram em estudos na espécie bovina, que
os tratamentos com estradiol (e progesterona), causaram atresia dos foliculos
antrais existentes e a emergéncia de wuma nova onda folicular
aproximadamente 4 a 5 dias apos o tratamento e que podem ser usadas para a
sincronizagao tanto da emergéncia de ondas foliculares quanto da ovulagao.

Ja na espécie bubalina, Bartolomeu (2003) averiguou que a emergéncia
de nova onda de crescimento folicular ocorreu tardiamente para o grupo animal
tratado com valerato de estradiol (5mg) se comparado ao grupo tratado com
benzoato de estradiol (1mg) (8,7+0,27 [3/15] vs 3,0+0,0 dias [7/7]), nado
variando a fonte de progesterona (CRESTAR®).

2.5 SINCRONIZACAO DA OVULACAO COM HORMONIO LIBERADOR DE
GONADOTROFINAS (GnRH), HORMONIO LUTEINIZANTE (LH)
ASSOCIADO A PROSTAGLANDINA PARA INSEMINAGCAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

O protocolo Ovsynch consiste de uma aplicagao intramuscular de GnRH
independente do dia do ciclo estral em que as fémeas se encontram,
provocando a ovulagdo do foliculo dominante presente e iniciando ou
coincidindo com o inicio de uma nova onda de crescimento folicular,
sincronizando o desenvolvimento do préoximo foliculo dominante. Uma
administragao intramuscular de PGF,, € realizada sete dias apés o GnRH,
levando a regressao do corpo luteo. Aplica-se a segunda dose de GnRH 24 a
48 horas ap6s a PGF,,. Como os foliculos pré-ovulatérios estdo sincronizados
em termos de desenvolvimento, a ovulagao é sincronizada em um periodo de 8
horas em bovinos, 24 a 32 horas apos esta segunda aplicagdo de GnRH
(BARROS, 2000; VASCONCELOS, 2000).
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Baruselli et al. (1999) estudaram a resposta ovariana de bufalas
sincronizadas com protocolo Ovsynch (n=33). Os animais receberam 10ug
(Grupo 1, G1; n=16) e 20ug (Grupo 2, G2; n=17) de GnRH (D0) no periodo
pos-parto. Sete dias depois (D7) os animais receberam 15mg de
prostaglandina. Dois dias depois (D9) os animais tiveram nova administragao
de GnRH (10ug, G1 e 2), e foram inseminados 16 horas depois. Observaram
taxa de ovulagao apds a primeira administragcédo de GnRH de (50% vs 75%, G1
vs G2). Verificou-se que os animais que ovularam apresentavam foliculos de
maior didmetro do que aqueles que nao ovularam (0,95+£0,17 vs 0,67+0,24 mm,
p<0,01). O intervalo entre a primeira e segunda aplicagcdo de GnRH e ovulagao
foi 33,0£8,3h (n=20) e 32,0x5,7h (n=26), respectivamente. Houve
sincronizagao da ovulagcdo em 75,8% (25/33) dos animais dos protocolos (G1,
68,7% [11/16]; G2, 82,3% [14/17])(p>0,05). A porcentagem de ovulagdes
sincronizadas foi de 25% (4/16) para o G1 e 11,7%(2/17) para o G2.

Baruselli (2000) averiguaram que este tipo de protocolo sincroniza a
ovulagao, eliminando a necessidade de observagao de cio, facilitando o manejo
do rebanho e otimizando o emprego da IA a campo, possibilitando agrupar as
inseminagdes em dias programados.

De acordo com o trabalho desenvolvido por Berber et al. (2002), na
especie bubalina, conseguiram bons resultados com o programa Ovsynch, com
taxas de ovulagdo apos a primeira e a segunda administracdo de GnRH de
86,6% e 93,3%, respectivamente, obtiveram indices de prenhez de 56,1% para
fémeas lactantes e 56,9% para nao lactantes. Também afirmaram que a
inducdo da lutedlise com a PGF,, no D7 do tratamento proporcionou aumento
nas concentragdes plasmaticas de estradiol, entretanto, apés o aparecimento
dos pulsos endogenos de LH, houve um decréscimo na expressao do RNAm
para a aromatase P450 nas células da granulosa, e que na sincronizagao da
ovulacdo com GnRH, houve a liberagao de LH, o qual provavelmente inibiu a
liberagao de estradiol pelo foliculo pré-ovulatério.

Recentemente o protocolo Ovsynch foi utilizado por De Rensis et al.
(2005) em 83 bufalas pluriparas (12ug GnRH, DO e D9; 15mg PGF,,, D7) com

inseminagao artificial de 16 a 20 horas apdés a segunda administragcdo de
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GnRH, atingindo taxas de concepcgédo de 35,7% (22/62) para animais com
ciclicidade e 4,7% (1/21) para animais em anestro (p<0,05). No estudo
proposto animais que apresentaram foliculo grande no dia da primeira
administracdo de GnRH resultaram em taxas maiores de concepcao,
demonstrando que este tipo de protocolo foi afetado por algumas variaveis tais

como idade, intervalo pos-parto e estagio de desenvolvimento folicular.

2.6 ASSOCIACAO DE PROGESTERONA OU PROGESTAGENOS COM
ESTROGENOS NA SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

Bartolomeu et al. (1999), testaram dois protocolos hormonais com o uso
de implantes, relataram que no Grupo 1 (n=15) foi utilizado CIDR-B®
(Controlled Internal Drug Release) que € um implante intra-vaginal contendo
1,99 de progesterona por 9 dias, com administragcdo de 1mg de benzoato de
estradiol no momento da insercdo do implante e prostaglandina (15mg de
luprostiol) no momento da retirada do implante. Para o grupo 2 (n=15) foi dado
CRESTAR® por 9 dias, com aplicacdo de 5 mg de valerato de estradiol e 3 mg
de norgestomet via IM no momento da insercdo do implante. Os autores
observaram para os Grupos 1 e 2, respectivamente, taxas de ovulacdo de
66,6% e 6,7%, nao observando eficiéncia luteinica do valerato de estradiol para
bubalinos.

Implantes auriculares de liberacdo lenta de progestagenos foram
estudados por Hattab et al. (2000). Avaliaram a utilizacdo do CRESTAR®
consistindo de uma injecao intra-muscular de valerato de estradiol (5mg) e um
implante auricular de silicone com norgestomet (3mg), tendo este permanecido
por 9 ou 10 dias nos animais, concluiram que a utilizacdo deste protocolo nao
foi eficiente na sincronizagao do estro na espécie bubalina visto que apenas um
de cada seis animais respondeu com cio 2 dias apds a retirada do implante,
além do tratamento ter se demonstrado ineficaz nos 3 animais em anestro. Os
autores discutiram ainda que a demora no aparecimento do cio apos a retirada

do implante pode ser atribuido a um efeito inibitério do norgestomet no
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crescimento e desenvolvimento folicular pela supressdo das secre¢des de LH
ou FSH.

BARTOLOMEU (2003) em estagdo favoravel a reprodugcdo dos
bubalinos, avaliaram o emprego de dois dispositivos de liberacdo de
progesterona; CIDR® (9 dias; DO, 1mg de BE; D9, 15mg de PGFy,; n=15) e
CRESTAR® (9dias; DO, 3mg de norgestomet e 5mg de valerato de estradiol,
n=15). O intervalo obtido entre o inicio do tratamento hormonal e a emergéncia
da onda de crescimento folicular foi de 5,5+0,24 vs 8,7+0,27 dias para os
grupos CIDR® (n=14/15) e CRESTAR® (n=3/15) (p<0,0001). O diametro do
maior foliculo no dia da retirada da fonte de progesterona foi de 1,06+£0,07
(14/15) para o grupo CIDR® e 0,56+0,06 (2/15) para o grupo CRESTAR. O
intervalo entre o final do tratamento e ovulagdo foi de 70,2+7,4 (8/15) vs
64,0+0,0 (3/5) horas para os grupos CIDR® e CRESTAR®, respectivamente,
com taxas de ovulagao de 53,3% para o primeiro e 6,7% para o segundo.

A emergéncia de nova onda de crescimento folicular com o uso de
estradiol associado a progesterona na espécie bubalina foi avaliada por Moura
(2003), que administrou diferentes doses de benzoato de estradiol no momento
da insergdo do implante de progesterona (CIDR®) em 24 animais (Grupo 1, n=8
— 1,0mg; Grupo 2 n=8 — 2,5mg e Grupo 3, n=8 — 5mg). Em seu experimento
encontrou, na estacdo reprodutiva favoravel a reproducédo, intervalos entre a
inser¢cao do implante do dispositivo intravaginal e a emergéncia da nova onda
de 5,8+0,8; 6,1+0,7 e 6,8+0,7 dias para os grupos 1, 2 e 3 respectivamente
(p<0,05); o intervalo entre a retirada do implante e a ovulagao foi de 79,3+16,5h
para o G1, 68,7+24,6h para o G2 e de 66,7t£16,5 para o G3 (p>0,05), com
respectivas taxas de ovulagao de 37,5%(3/8), 37,5%(3/8), 37,5%(3/8); para G1,
2 e 3. A mesma metodologia foi repetida na estacao reprodutiva desfavoravel,
com um menor numero de animais por grupo (Grupo 1=2=3, n=5). A
emergéncia da nova onda ocorreu nos dias 4,910,8 (G1); 3,7t0,6 (G2) e
3,61£0,6 (G3) (p>0,05) apdés a insercao do implante, os intervalos entre a
retirada do implante e a ovulagao foram de 0,0+0,0h para G1, 72,00+0,0 para
G2 e 40,0+0,0h para G3, com taxas de ovulagdo de 0,0% (0/5), 20% (1/5),
20%(1/5) respectivamente para G1, 2 e 3.
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Os protocolos Ovsynch e PRID® (Progesterone Releasing Intravaginal
Device) foram comparados por Neglia et al. (2003). O Grupo A (n=111) foi
tratado com Ovsynch (100ug de GnRH/ PGFy,,/ 100ug de GnRH) e Grupo B
(n=117) recebeu um implante intravaginal contendo 1,55g de progesterona e
uma capsula de 10mg de benzoato de estradiol por 10 dias sendo que ao final
deste periodo os implantes foram removidos e os animais receberam um
agente luteolitico e eCG (1000Ul). Os grupos foram comparados quanto aos
indices de prenhez e concluiram que eles, no geral tenderam a ser superiores
em bufalas sincronizadas com Ovsynch (36,0%) se comparados ao grupo que
recebeu progesterona (PRID®; 28,2%) porém, relataram que essa diferenca
nao foi significativa devido ao experimento ter sido efetuado em um periodo
que corresponde a transigado para o anestro sazonal dos bubalinos no sul da
Italia. Assim os autores sugeriram que ambos 0s protocolos proporcionaram
uma sincronia adequada do estagio do ciclo estral haja visto a presenga de
foliculos >1cm no ovario ao final dos tratamentos, porém tratamento com
PRID® induziu a ovulacdo num maior numero de animais em anestro se
comparado ao protocolo Ovsynch.

Dispositivos de progesterona foram associados ao protocolo Ovsynch na
espécie bubalina por De Rensis et al. (2005). Oitenta e seis animais receberam
em momento aleatério do ciclo estral 12ug de GnRH (D0) mais a inser¢cédo de
um dispositivo de liberagdo lenta de progesterona (PRID®). Ap6s sete dias (D7)
foi administrada uma dose luteinica de PGF,, (D7) e no nono dia (D9), ocorreu
a segunda dose de GnRH (12ug) comcominante com a remogéao do dispositivo.
Todos os animais foram inseminados entre 16 e 20 horas a partir da ultima
aplicagdo hormonal. Os autores observaram taxas de concepgédo de 30,0%
(6/20) para animais em anestro e 51,5% (34/66) para animais ciclando.
Discutiram que a suplementagcdo do protocolo Ovsynch com progesterona
causou efeito benéfico no aumento da taxa de concepgao, devido a importancia
do contato prévio do foliculo com este hormdnio para que possa ser responsivo

ao protocolo.
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2.7 GONADOTROFINAS PLACENTARIAS (hCG/eCG)

Na espécie humana, ocorre a producédo de hCG a partir do oitavo dia da
gestacdo, sendo este horménio constituido de duas sub unidades (o e B) de
natureza glicoprotéicas, com meia vida de 12 a 24h apresentando bioatividade
semelhante ao LH, com alta especificidade e afinidade a receptores
especificos presentes nas células da camada da granulosa, teca e corpo luteo,
produzindo assim condi¢gdes favoraveis a ovulacdo e/ou luteinizacdo dos
foliculos (SPINOZA et al., 2002).

A Gonadotrofina Coridnica Equina (Equine Chorionic Gonadotropin) é
um hormonio glicoprotéico produzido pelos calices endometriais da égua
prenhe e € encontrada na circulagdo sanguinea até o 130° dia da gestacgao.
Consiste de duas sub-unidades (oo com 96 aminoacidos e [ com 149
aminoacidos sendo esta idéntica ao LH equino) e sua glicolisagao confere uma
maior meia vida (até 3 dias) se comparado a outros horménios glicoprotéicos,
com uma bioatividade de FSH e LH em outras espécies que ndo o equino
(MURPHY E MARTINUK, 1991).

Takahashi et al. (2002) observaram em seus ensaios que as fémeas que
receberam eCG mostraram aumento significativo nas concentragdes
plasmaticas de estrégeno devido ao estimulo que esse hormoénio realiza tanto
no sistema de sintese de andrégenos nas células da teca como na
aromatizacdo nas células da granulosa. Os autores discutem que essas
diferencas padrées de esteroidogénese podem ser dependentes da diferenca
da atividade biolégica semelhante ao LH em cada preparagdo hormonal do
eCG. Nao foram observadas alteracbes na esteroidogénese quando da
administracao de hCG.

O eCG cria condicdes de crescimento folicular e de ovulagao o seu uso
tém se mostrado compensador em rebanhos bovinos com baixa ciclicidade em
animais recém paridos (periodo pds parto inferior a 2 meses) e em animais
com baixas condi¢des de escore corporal (BARUSELLI et al., 2004a).

BARUSELLI et al., (2004b); revisaram em bovinos de corte, que
conforme a severidade do anestro, aumenta-se o efeito positivo da droga,

tendo-se um aumento significante na producdo de progesterona total pelo
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corpo luteo, porém sem aumento de tamanho deste. Embora o mesmo autor
com outro grupo (BARUSELLI et al., 2000), em experimentagdo com novilhas
mesticas (Bos taurus x Bos indicus) que receberam 800Ul de eCG cinco dias
apos a insergao de implante de progesterona (CIDR), ou seja no momento
esperado de emergéncia da onda, apresentaram area de corpo luteo

(2,86+0,63 vs 2,151£0,46cm? [p<0,05]) maior que as do grupo controle.

2.7.1 ASSOCIACAO DE PROGESTERONA OU PROGESTAGENOS E
GONADOTROFINAS PLACENTARIAS (hCG/eCG) NA SINCRONIZACAO DA
OVULACAO PARA INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

O efeito de diferentes momentos da inseminacao artificial sobre a taxa
de concepcao foi estudado por Barile et al. (2001b) em bufalas italianas (n= 56)
sincronizadas com PRID®, conforme protocolo anterior (PRID®, 10dias; 1000UI
eCG + PGF,,, D7) e submetidas a duas inseminagdes (n=30; 72 e 96h) ou trés
(n=26; 48, 72 e 96h). Encontraram taxas de concepg¢ao menores nos animais
inseminados trés vezes se cotejados aos com duas inseminagdes (38,5% vs
56,7%, p>0,05). Dentre os 56 animais, 89,3% apresentaram foliculo ovulatério
até 96 horas a partir da remocéo da fonte de progesterona (42,3% dos animais
até 48 h; 53,6% até 72h e 35,7% até 96 horas). Discutiram ainda que em
estudo anterior os autores obtiveram intervalo entre a remogao do dispositivo e
ovulagao de aproximadamente 86 horas.

O mesmo autor com outro grupo de estudo (BARILE et al., 2001a),
trabalharam com 40 novilhas bubalinas em dois grupos; Grupo A (n=20, idade
<20 meses [16-20]) e Grupo B (n=20, idade > 20 meses [21-26]), sendo os dois
grupos tratados igualmente com PRID® (1,55g de progesterona) e 10mg de
benzoato de estradiol, incluido no mesmo implante, estes permanecidos por 10
dias, com a administragao de 1.000Ul de eCG no sétimo dia e inseminacgao
artificial 48 a 72 horas apds a retirada do implante e presenca de
sintomatologia de estro. Como resultado obtiveram taxa de concepgao de
37,5% (15 concepgdes / 40 inseminagdes) sendo nado significativas as

diferencas etarias entre os grupos. Discutiram que o tratamento com PRID® e
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eCG foi eficaz tanto na indugédo do estro como na sincronizag&o do ciclo, sendo
habil para induzir ciclos férteis em novilhas em anestro.

Campo e Jairo (2001) observaram taxa de resposta a sincronizagao do
estro com progestagenos (CRESTAR®™ 10 dias; D9: 500Ul eCG, n=20) de 85%,
considerada alta. O intervalo de tempo entre o fim do tratamento e a
apresentacao do estro foi de 33 horas. Dos animais que apresentaram cio,
26,6% foi entre 25 a 36 horas, 33,3% de 37 a 48 horas, 33,3% de 49 a 60
horas e 6,6% de 61 a 72 horas ap0ds o final do tratamento.

Na estacdo reprodutiva desfavoravel a reprodugcao da espécie bubalina,
Pacelli et al. (2001), avaliaram os efeitos da reducédo de dose de eCG em
novilhas néo ciclicas com idade média de 19,841,3 meses. Dividiram 30
animais em dois grupos (Grupo 1, n=15; Grupo 2, n=15). O tratamento
hormonal constituiu-se da insercdo de implante de progesterona (PRID®) por
10 dias, com a administracdo de eCG no sétimo (Grupo 1, 1000Ul; Grupo 2,
750 Ul). Os dois grupos foram inseminados por duas vezes, com 48 e 72
horas apds a remocgao do implante. Com esses tratamentos obtiveram 66,6%
de indugao do estro para o Grupo 1, e 73,3% para o Grupo 2, com taxas de
concepgao de 40,0 e 33.3% respectivamente. Discutiram os autores que doses
menores de eCG sao melhores para a indugcdo do estro e consequente
concepcao em novilhas aciclicas, se comparadas a doses elevadas.

No estado do Para (Brasil), Martins et al. (2002) correlacionaram as
diferengas no periodo de resposta ao estro a partir da remocgao do implante de
progesterona com a fase do ciclo estral das fémeas. Para tal, os autores
aplicaram em 14 bufalas um implante auricular (CRESTAR®) com norgestomet
(3mg) e 5mg de valerato de estradiol (IM) no dia zero (D0), no dia 9 (D9), junto
da remogao do implante, os animais receberam 700Ul de eCG (IM) com
inseminagao artificial 12 horas apés a detecgao do estro. Independentemente
da fase do ciclo estral (proestro, diestro ou anestro) 97,68% dos animais
apresentaram estro 48 horas apds a remocao do implante, com exceg¢ao de um

animal em proestro que apresentou cio dentro de 24 horas.

Marques et al. (2003) estudaram os efeitos da administragdo de 400Ul

de eCG no dia da remocgdo do dispositivo intra-vaginal de liberacdo de
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progesterona. Vacas zebuinas no periodo pds-parto (n=50) foram divididas em
dois Grupos (Grupo1: com eCG, n=25; Grupo 2: sem eCG, n=25). Granjearam
taxas de ovulagao e intervalo entre a retirada do implante e ovulagao de 76,0%
(19/25) e 74,2+4,0 horas para o Grupo 1 e 60,0% (15/25) e 78,0+3,1 horas
(p>0,05).

Barile et al. (2004) com a espécie bubalina, no inicio da estagéo
reprodutiva desfavoravel, em protocolo com fonte exdégena de progesterona
(PRID® com 10mg de benzoato de estradiol) mantida por 10 dias, utilizaram
1000Ul de eCG como indutor de ovulagao, associado a dose luteinica de
PGF2, (0,15mg de cloprostenol) no sétimo dia, e inseminacgao artificial 72 e 96
horas apds a remogao do dispositiivo, obtiveram taxa de concepgao de 51,11%
para animais ciclando e 38,46% para fémeas em anestro.

O hCG foi administrado em bufalas no quinto dia apds a inseminacao
artificial na dose de 1500Ul por Neglia et al., (2004); que almejaram a
diminuicdo da taxa de mortalidade embrionaria. Observaram maiores
concentragbes plasmaticas de progesterona apos 5 dias da administragéo
desta gonadotrofina, se comparado a outros horménios tais como GnRH (12ug)
e progesterona (PRID® — 1,55g). Este fato foi legado & atuacdo do hCG no
corpo luteo existente e na formacado de corpo luteo acessorio resultado da
ovulacdo do foliculo dominante presente no momento da administracdo dessa
gonadotrofina.

Porto Filho (2004), testou a reducdo na dose de hCG para 1000UIl. O
trabalho foi conduzido nas condigdes brasileiras em estacdo reprodutiva
desfavoravel, com experimentagdo em dois grupos (Grupo 1=G1, n=21; DIB® -
9dias, DO - 2mg de BE, D9 - 500Ul eCG + PGF;,, D11 - 1500 Ul hCG) versus
(Grupo 2=G2, n=21; DIB® - 9dias, DO - 2mg de BE, D9 - 500Ul eCG + PGFy,,
D11 - 1000 Ul hCG). Os diametros maximos do foliculo dominante (D9) e
ovulatdrio formam respectivamente, 85,+2,2 e 12,6£2,3mm para G1; 8,4+2,2 e
12,5+2,7mm para G2 (p>0,05). Os intervalos entre a retirada do dispositivo
intravaginal e entre a administragdo de hCG e ovulagdo foram de 67,7+18,1 e
26,6+9,3 horas para o G1 (p>0,05); 72,8+16,7 e 27+14,8 horas para o G2
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(p>0,05). Ambos os grupos apresentaram a mesma taxa de ovulagdo (66,7
[14/21]).

Na mesma publicagdo, mas com metodologia diferenciada, Porto Filho
(2004) comparou o efeito da administragdo da gonadotrofina equina (eCG,
500Ul) no nono dia do tratamento em fémeas em anestro estacional (G1, n=9;
DIB® - 9dias, DO - 2mg de BE, D9 - 500Ul eCG + PGF2a, D11 - 1500 Ul hCG)
versus (G2, n=10; DIB® - 9dias, DO - 2mg de BE, D9 - PGF2a, D11 - 1500 Ul
hCG). Obteve como diametro do foliculo dominante no D9; 7,8+2,9mm para o
G1 e 8,5£2,2mm para o G2. Os intervalos entre a retirada do dispositivo
intravaginal e a ovulagado, e as taxas de ovulagao, respectivamente, para os
dois grupos foram: 78,0£12,0 horas, 44,4% (4/9); 68+9,0 horas, 70% (7/10)
[p>0,05]. O autor observou ainda que, a adicdo do eCG ao protocolo,
promoveu aumento numérico no didmetro maximos do foliculo dominante
(13,4+1,7mm; G2 vs 12,6+3,0mm, G1; p>0,05).

Sa Filho et al. (2004) analisaram a dinamica folicular de vacas Bos
indicus em anestro, sincronizadas com progestagenos e eCG. Os animais
foram tratados com CRESTAR® e 5mg de valerato de estradiol associado a
3mg de norgestomet (IM) no dia 0, permanecendo com o implante durante 9
dias, com administracdo de 400Ul de eCG no grupo experimental, no momento
da retirada do implante, obtiveram como resultados aumento no didmetro
maximo do foliculo dominante (1,22+0,06 vs 1,04+0,07mm) se comparado ao
grupo controle (sem eCG); além de aumentar as taxas de ovulagao (71,3%
[19/26] versus 50,0% [12/24]) e de concepgdo (46,2% [12/26] versus
20,8%[5/24]).
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

Os diferentes protocolos hormonais referentes a avaliagdo das taxas de
ovulagdo de bufalas submetidas a sincronizagdo da ovulagdo em tempo fixo
foram realizados no Vale do Ribeira, Fazenda Barra do Capinzal (Rodovia
Régis Bittencourt, km 456 — Sul), Municipio de Registro, Estado de Sao Paulo,
regido Sudeste do Brasil, no periodo de fevereiro de 2005 a margo de 2005. A
propriedade possui solos tanto do tipo arenoso, quanto argiloso tendo como
principal atividade a pecuaria leiteira a pasto; os pastos sao constituidos de
capins do género Brachiaria sp, com grandes areas de varzea. No manejo da

propriedade esta ndo acrescenta mineralizacdo aos animais.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 24 bufalas mesticas Mediterraneo-Murrah com idade
entre 3 e 8 anos, intervalo médio de 45 dias de periodo pds parto e escore de
condigao corporal (ECC) médio de 3,51£0,5 (1 a 5, 1=magra e 5=muito gorda).
Os animais eram ordenhados todos os dias pela manha a partir das 04:00
horas e apds as avaliagbes ultra-sonograficas eram liberados para o pastejo
juntamente com sua prole. Todos os animais foram previamente submetidos a
exame clinico reprodutivo e ndo apresentaram quaisquer alteragées que por

ventura pudessem interferir nos dados da pesquisa.

3.3 DELINAMENTO EXPERIMENTAL

3.4 DIVISAO EM GRUPOS

As 24 fémeas foram distribuidas ao acaso em trés grupos experimentais

com 8 animais cada, sendo Grupo 1 (G1), Grupo 2 (G2) e Grupo 3 (G3).
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3.5 TRATAMENTOS HORMONAIS

As aplicagdes hormonais foram realizadas com seringa plastica (BD®) de
3mL e agulha 40x12, via intramuscular profunda, assim como o implante intra-
auricular foi introduzido no tecido subcutaneo por meio de aplicador apropriado
(Aparelho aplicador de Crestar®, Intervet), apds a anti-sepsia local da pele com

solugédo aquosa de permanganato de potassio na diluicdo de 400mg/litro.
3.6 GRUPO 1 (G1)

Em momento aleatorio de ciclo estral, os animais receberam um
implante intra-auricular de liberagdo de progesterona (3mg de norgestomet,
CRESTAR®, Intervet) mais 2.0mg de benzoato de estradiol, intra-muscular (IM)
(Benzoato de Estradiol®, Index), este dia considerado como dia zero (DO,
13:00h). Os implantes permaneceram por 9 dias (D9, 13:00h) e no momento da
remoc¢ao foi administrado dose luteolitica de um analogo da PGF,, (0,15mg d-
cloprostenol, Croniben®, Biogenesis) associada a 500 Ul de eCG, IM,
(Novormon®, Syntex). Dois dias apds (D11, 06:00h), as bufalas receberam
1000UI de hCG, IM (Vetecor®, Calier), 42 horas apds a remocao do implante. O

esquema da administragao hormonal esta representado na Figura 1.

4 CRESTAR
PGF,, 0,15mg (M)
¥CRESTAR 500 Ul eCG (IM)

2mg BE (IM) (13:00h) +1000 Ul hCG (IM)
{13:00h) Q} {06:00h)
*lll.l F
Do D8 D10 DM

FIGURA 1: Tratamento hormonal administrado ao Grupo 1 (n=8), com a
aplicagao de eCG (500Ul) no dia 9 e hCG (1000Ul) no dia 11 do protocolo para

sincronizacao da ovulacgao.
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3.7 GRUPO 2 (G2)

Em momento aleatério do ciclo estral, os animais receberam um
implante intra-auricular de liberagdo de progesterona (3mg de norgestomet,
CRESTAR®, Intervet) mais 2,0mg de benzoato de estradiol, IM, (Benzoato de
Estradiol®, Index), este dia considerado como dia zero (DO, 13:00h). Os
implantes permaneceram por 9 dias (D9, 13:00h) e no momento da remocéo foi
administrada dose luteolitica de um analogo da PGF,, (0,15mg d-cloprostenol,
Croniben®, Biogenesis). Dois dias apés (D11, 06:00h), as bufalas receberam
1000UI de hCG, IM (Vetecor®, Calier), 42 horas apds a remocao do implante. O

esquema da administragao hormonal esta representado na Figura 2.

£ CRESTAR
+CRESTAR | |PGF2, 0,15mg (IM)
Zmg BE (IM) (15:00m 41000 UIhCG (IM)
(13:00h) ¥ (06:00h)
*.... I I
D D9 n!n D11

FIGURA 2: Tratamento hormonal administrado ao Grupo 2 (n=8), somente com
a aplicacdo de hCG (1000Ul) no dia 11 do protocolo para

sincronizagao da ovulagao.

3.8 GRUPO 3 (G3)

Independentemente da fase do ciclo estral, os animais receberam um
implante intra-auricular de liberagdo de progesterona (3mg de norgestomet,
CRESTAR®, Intervet) mais 2,0mg de benzoato de estradiol, IM (Benzoato de
Estradiol®, Index), este dia considerado como dia zero (DO, 13:00h). Os
implantes permaneceram por 9 dias (D9, 13:00h) e no momento da remogéo foi
administrada dose luteolitica de um analogo da PGF,, (0,15mg d-cloprostenol,

Croniben®, Biogenesis) associada a 500 Ul de eCG, IM (Novormon®, Syntex).



28

O esquema da administracdo hormonal e do acompanhamento ultra-

sonografico (US) esta representado na Figura 3.

4#CRESTAR
PGF,, 0,15mg (IM)
¥CRESTAR 500 Ul eCG (M)

2mg BE (IM) (13:00h)
{13:00h)
Pereee
9 D10

FIGURA 3 — Tratamento hormonal administrado ao Grupo 3 (n=8), somente

com a aplicagao de eCG (500Ul) no dia 9 do protocolo.
3.9 EXAMES ULTRA-SONOGRAFICOS

A avaliagdo da dindmica folicular apdés a remocdo do implante e a
determinagcao do momento ovulatério foram realizadas através da analise ultra-
sonografica pela técnica transretal com o auxilio de sonda linear de 5MHz
(Alloka® 500). Foram realizados exames nos dias 0, 9 e 10 do protocolo, uma
vez ao dia as 13:00h; ja nos dias 11, 12, 13 e 14; o exame foi realizado duas
vezes ao dia, ou seja, a cada 12 horas as 06:00 e 18:00 horas (Figura 4).
Considerou-se como indicativo de ovulacdo o desaparecimento de foliculos
>10,0mm, sendo o horario da ovulagdo determinado como meédia entre o

penultimo e ultimo exame, no qual foi diagnosticada a ovulagéo.

13:00h 06:00 ¢ 18:00h

13:00h A
—HHH

Do Ds D10 D11 D'L D13 D14

FIGURA 4: Representagao esquematica da avaliagéo ultra-sonografica durante

os diferentes protocolos de sincronizacédo da ovulacéo.
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3.10 COLHEITA DE SANGUE E ANALISE HORMONAL

Para a determinagdo das concentragbes de progesterona e cortisol
plasmaticas, foi colhido sangue de todos os animais dos 3 grupos nos dias
zero (DO), nove (D9) e 11 (D11), ou seja, nos dias de administragdo dos
protocolos hormonais para nao interferir no manejo, evitando estresse aos
animais.

O sangue foi colhido por puncédo da veia jugular com sistema a vacuo
(Sistema Vaccuntainer®) e depositado em tubos heparinizados, mantidos em
temperatura ambiente por 1 hora para sedimentagdo e entdo submetidos a
centrifugacdo por 5 minutos a 3.500g. O plasma foi armazenado a 20°C
negativos em tubos plasticos de 2 mililitros (Ependorff® 2,0mL) previamente
identificados.

Foram utilizados kits para deteccdo das concentracbes plasmaticas de
progesterona pelo método de radioimunoensaio em fase sélida (Coat-a-
Count®-Progesterone Diagnosis Products Co., MedLab), contados por um
minuto no contador Gama Count Cobra Il e para o cortisol foi utilizada a mesma
técnica, com kit comercial (Coat-a-Count®-Cortisol Diagnosis Products Co.,
MedLab), no Laboratério de Anadlises Hormonais do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu
— SP. A sensibilidade dos testes para progesterona e cortisol foi,
respectivamente, de 0.01 ng/mL e 0,01ug/mL, e os coeficientes de variagao
intra e interensaio foram, respectivamente, de 6,4 e 1,3% para a progesterona

e de 2,7 e 1,6% para o cortisol.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram dispostos em planilha eletrénica e dispostos aos
seguintes tratamentos: média aritmética, desvio padrdo e porcentagem. Para
confrontar duas porcentagens foi utilizado o teste do Qui-Quadrado. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), através do programa
computacional Statistical Analysis System (SAS, Intitute Inc., 2002). Para as
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diferengas que implicavam em proporgdes entre as médias, adotou-se o teste
de Tukey com 5% de probabilidade (p=0,05), considerando-se como
significancia P<0,05. Para a averiguagao de possiveis correlagbes estatisticas
entre eventos como por exemplo ovulagao e concentragao de cortisol, utilizou-

se o teste de correlacéo pelo Produto de Person.
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4.0 RESULTADOS
As taxas de ovulagcédo para os trés diferentes grupos de bufalas até o dia

13 foram de 62,5% (5/8) para o Grupo 1 (G1, eCG + hCG), 50% (4/8) para o
Grupo 2 (G2, hCG) e 75% (6/8) para o Grupo 3 (G3, eCG) (Figura 5).

100

N
(@)
|

(o)
o
|

Taxa ovulacao (%)
o
|

Gl G2 G3

Figura 5: Taxa de ovulagao (%) até 101 horas (D13, 18:00h) apds a remogao

do implante de progesterona em cada grupo experimental.

A sincronia da ovulagdo para os animais que ovularam entre os dias
11,5 (D11, 18:00h) e 13 (D13, 18:00h) foi de 50% (3/6) para o G1, 100% (4/4)
para o G2 e 85,71% (6/7) para o G3 (p>0,05). Levando-se em conta a
totalidade de animais por grupo (n=8), ocorreu diferenga estatistica na sincronia
da ovulagao neste determinado intervalo: G1, 37,5%(3/8); G2, 50% (4/8) e G3,
75% (6/8); p<0,05 (Tabela 1).

Nos trés grupos a sincronia dos foliculos responsivos ao hCG, ou seja
foliculos que no momento da administracdo desta gonadotrofina apresentavam-
se com didmetro >10mm, foi de 37,5% (3/8, D11 - 06:00h) para o G1, 62,5%
(5/8, D12 — 18:00h) para o G2 e de 100% (8/8, D11 — 18:00h) para o grupo 3.
Esta sincronia foi estatisticamente maior no grupo 3 comparando-se ao 1
(p<0,01) (Tabela 2).
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TABELA 1: Sincronia da ovulacido: animais que apresentaram ovulacdo no
intervalo compreendido entre D11(18:00h) a D13(18:00h) nos trés

grupos experimentais.

Sincronia da Ovulacao
Ovulacéo entre D11(18:00h) e D13 (18:00h)

Somente animais Totalidade de animais

que ovularam / Grupo
Grupo 1 50% (3/6) 37,5%" (3/8)
Grupo 2 100% (4/4) 50%2 (4/8)
Grupo 3 85,71% (6/7) 75%C (6/8)
p>0,05 p<0,05

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (A,B) indicam diferencga estatistica (p<0,05)

TABELA 2: Animais (%) com foliculos responsivos a indugéo da ovulagéo no
momento da administragdo (D11, 18:00h) e momento étimo para a

administragao de hCG.

Responsividade ao hCG
(foliculos de didametro >10mm)

Momento 6timo para a

[5) i i
%o @animais administragdo de hCG

Grupo 1 37,5%" D11 - 06:00h
(3/8)

Grupo 2 62,5%" D12 - 18:00h
(5/8)

Grupo 3 100%"” D11 - 18:00h
(8/8)

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (A,B) indicam diferenga estatistica (p<0,05)



33

Os diametros maximos em milimetros (mm) do foliculo pré-ovulatorio
dos animais que ovularam, independentemente do dia da ovulagdo, nos
diferentes protocolos do Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3, foi respectivamente, de
12,9+2,9 (n=6); 14,2+1,8 (n=4); 14,3t1.4 (n=7) (p=0,47). No momento da
remogao do implante (D9), o diametro dos foliculos que se tornaram ovulatérios
e posteriormente ovularam foi de 5,8+2,7mm (n=6); 8,9+1,6mm (n=4) e
9,241,4mm (n=7) para G1, G2 e G3 respectivamente (p<0,019); ja para os
foliculos que nao ovularam foram de 5,0£2,1mm (G1, n=2); 8,9+1,6mm (G2,
n=4) e 0,910 (G3, n=1) (p=0,332; Tabela 3, Figuras 6 e 7).

As taxas de crescimento folicular do foliculo dominante, a partir da
indugdo da ovulacdo com hCG (D11 — 06:00 horas), até a ovulagdo, com
medidas aferidas pelo menos trés vezes foram de 2,840,9mm para o Gf1;

2,2+1,4mm para o G2 e 1,8+£0,3mm para o G3, com p=0,221.

TABELA 3: Médias (z erro padréo) dos diametros foliculares de bufalas (& F1)
no dia da remog¢do do implante (D9) nos 3 diferentes grupos

experimentais, expressos em milimetros.

G1 G2 G3
Ab Aab Aa
2 F1owlatérionoDg 2827 8,9+1,6 9,214
(p<0,019) (n=6) (n=4) (n=9)
Aa Aa Aa
@ F1 n&o ovulatério no 5,0+2,1 6,9+1,9 9,00
D9 (p=0,332) (n=2) (n=4) (n=1)

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (A,B) indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Letras minusculas diferentes na mesma linha (a, b) indicam diferenga estatistica (p<0,05)

O dia da detecc¢do da ovulagéo, a partir do inicio do protocolo (DO) foi de
12,08+1,36 (n=6); 12,5+0,71 (n=4); 12,86+0,63 (n=7) para os Grupos 1, 2 e 3;
nao revelando no entanto diferengcas estatisticas significativas (p=0,377).
Também nao foram encontradas diferengas significativas no intervalo entre a
administragdo de hCG e a ovulagéo para os grupos 1 (26+13,86 horas, n=3) e
2 (30£16,97 horas, n=4) (p=0,754).
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FIGURA 6: Avaliagdo do diametro folicular ovariano de bufala (553), no
momento da indugdo da ovulagdo (D11, 18:00h) através do uso da ultra-
sonografia.

FIGURA 7: Avaliagdo do diametro folicular ovariano de bufala (038), no
momento da indugdo da ovulagdo (D11, 18:00h) através do uso da ultra-
sonografia.
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O intervalo em horas entre a retirada do implante e a ovulagao foi de
63+30,77 no G1, 72+16,97 no G2 e 68,57+15,04 no G3 (p=0,812) (Tabela 4).

As concentragbes plasmaticas de progesterona, mantiveram-se abaixo
de 1ng/mL indicando que os protocolos descritos foram utilizados em animais
no periodo de anestro pos-parto, com exceg¢ao dos animais de numero 91 (G1,
D0) e 511 (G2, D9), os quais apresentaram atividade luteal (P4 > 1ng/mL). N&o
houve diferengas estatisticas significativas entre os grupos, porém as
concentracdes deste hormonio diferem estatisticamente entre os dias 0, 9 e 11
no Grupo 1 (p=0,022). Os valores médios das concentragdes de progesterona
com seus respectivos erros padrdes estédo representados na Tabela 5 e Figura
8.

As concentragdes plasmaticas de cortisol (ug/dl) foram crescentes no
decorrer do experimento (Tabela 6 / Figura 9). Nao foram encontradas
diferencas estatisticas significantes entre os grupos (G1, G2 e G3), mas os
grupos 1 e 3, mostraram-se estatisticamente diferentes entre seus dias (G1:
D0<D9<D11, p=0,014; G2: D0<D9<D11, p=0,01).

Houve correlacido estatistica inversa entre as concentracdes individuais
de cortisol e a ocorréncia de ovulagdo quando os trés grupos foram avaliados
em conjunto (n=24), com coeficiente de correlagdo de —0,48; obtido atraveés do
Produto de Person (Tabela 7).

TABELA 4.: Intervalo em horas entre a remog¢ao do implante e a ocorréncia da

ovulagao nos trés diferentes grupos experimentais.

Intervalo (em horas) entre a remocgéao do implante e a ovulagao

G1 G2 G3

63 + 30,77 72 + 16,97 68,57 + 15,04

p=0,812
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TABELA 5: Concentragdes médias (+ erro padrdo) de progesterona (ng/mL)

nos diferentes grupos experimentais de bufalas durante os protocolos

hormonais.
G1 G2 G3
P4 DO (p=0,505) 0,49 + 0,13 0,35 + 0,07 0,34 + 0,09
P4 D9 (p=0,968) 0,29 + 0,072 0,29 + 0,12"° 0,32 + 0,09"°
P4 D11 (p=0,976) 0,11+ 0,04 2 0,10 + 0,04"° 0,10 + 0,03"°
(p=0,022) (p=0,111) (p=0,066)

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (A,B) indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Letras minusculas diferentes na mesma linha (a, b) indicam diferenca estatistica (p<0,05)

EES 51
G2
- L
] 2 @ fa fa o
l ~Ba
é fa fa
oo A9 11

FIGURA 8: Concentragbes plasmaticas de progesterona (ng/mL) nos 3
diferentes protocolos, com diferenca estatistica entre os dias do mesmo
grupo (letras maiusculas) e no mesmo dia entre os tratamentos (letras

minusculas) em bufalas.
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TABELA 6: Médias (terro padrao) das concentragdes de cortisol (ug/dL) nos

diferentes grupos (G1, G2 e G3) de bufalas durante os protocolos

hormonais.
G1 G2 G3
Cortisol DO Ba As Ba
(p=0,460) 0,42 + 0,05 0,48 +0,13 0,32 + 0,07
p=0,
Cortisol D9
(0=0,547) 0,68 + 0,10"B2 0,62 + 0,15 0,50 + 0,097
p=0,
Cortisol D11 A A A
(p=0,338) 0,83 +0,11"@ 1,22 + 0,372 0,76 + 0,117
p=0,
(p=0,014) (p=0,096) (p=0,010)

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (A,B) indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Letras minusculas diferentes na mesma linha (a, b) indicam diferencga estatistica (p<0,05)

16 Aa G1

] I G2
= ] H G3
B12
=4
:/1.0 ] Aa
$0.8 - ABa Aa %

= Aa ABa
S 0.6
(&)

:0.4
0.2
0.0

1
>
o

DO D9 D11

FIGURA 9: Concentragdo plasmatica de cortisol (ug/dl), com diferenca
estatistica entre os dias do mesmo grupo (letras maiusculas) e no

mesmo dia entre os tratamentos (letras minusculas) em bufalas.
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TABELA 7: Concentragbes médias (xerro padréo) de cortisol (ug/dL) dos

animais de acordo com a ocorréncia da ovulagcdo nos 3 diferentes

grupos experimentais.

Animais que Animais que nao Nivel de
ovularam ovularam Significancia
0,75+0,12 0,96+0,20

Grupo 1 (n=8) 0,37
(n=5) (n=3)
0,71+0,24 1,7£0,63
Grupo 2 (n=8) 0,18
(n=4) (n=4)
0,73+0,14 0,84+0,10
Grupo 3 (n=8) 0,70
(n=6) (n=2)
Totalidade de 0,73+0,08 1,211£0,30 0.04
animais (n=24) (n=15) (n=9) ’
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5.0 DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento, a discusséo dos resultados foi iniciada
pela taxa de ovulagdo em cada grupo experimental..

A taxa de ovulagao obtida no Grupo 1 (62,5%), foi semelhante a obtida
por Sa filho et al.,(2004) (60%) em fémeas Bos indicus, porém foi inferior a
reportada por Porto Filho (2004), na estagao reprodutiva desfavoravel para a
reproducao dos bufalos, o qual observou taxa de ovulagdo para o mesmo
tratamento de 66,7% (14/21). Os didmetros foliculares do foliculo dominante no
momento da remoc¢do da fonte de progesterona (D9) foram inferiores aos
obtidos pelo mesmo autor (8,5+2,2mm vs 5,8+2,7mm), no entanto, dados
similares foram encontrados por Bartolomeu (2003), (5,6+0,6mm); com o
mesmo tipo de dispositivo de liberagdo de progestageno (CRESTAR®) mas
sem o uso de gonadotrofinas.

O diametro maximo dos foliculos ovulatérios do grupo 1 (Gf1,
12,9+2,9mm) foram semelhantes aos descritos por Baruselli et al. (1997)
durante o ciclo estral de animal com trés ondas de crescimento folicular
(1,34+0,13cm), por Presicce et al. (2004) em vacas apés tratamento hormonal
para sincronizagdo da ovulacdo com PRID® (13,8+0,6mm) e por Porto Filho
(2004) com o mesmo protocolo em questado (12,5+2,7mm).

No grupo 1, o intervalo entre a retirada do implante (CRESTAR®, D9) e a
ovulagdo (63+30,77 horas); mostrou-se compativel aos achados de Moura
(2003), com emergéncia de onda induzida com 5mg de BE e CIDR® como fonte
de progesterona (66,7+16,5 horas), j@a o mesmo intervalo, no Grupo 2
(72+16,97 horas) do presente trabalho chegou préximo ao relatado pelo autor
em questdo durante a estacdo reprodutiva desfavoravel com utilizacdo de
2,5mg de BE em mesma fonte progesterona. Porém, para o grupo 2, o intervalo
€ superior ao obtido por Bartolomeu (2003) (64,0+0,0 horas), que utilizou
CRESTAR® associado a 5mg de VE.

A taxa de ovulagao obtida no Grupo 2, também foi constatada por Porto
Filho (2004) (50 vs 44,4%) em protocolo sem administracdo da eCG;

entretanto, foi inferior a estudos prévios em condi¢des italianas (ZICARELLI et
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al.; 1997) onde 59,4% das bufalas ovularam num intervalo de 96 horas apos a
remocao da fonte de progesterona. O didmetro maximo do foliculo ovulatério
desse grupo (14,2+1,2mm, n=4) foi maior que o encontrado por autores como
Porto Filho (2004) (12,6+3,0mm) e Presiccer et al., (2004) (13,8+0,6mm),
porém a taxa de ovulagao foi a menor dos trés grupos, possivelemnte devido
as concentragbes plasmaticas de cortisol serem maiores neste grupo se
comparado aos outros. O estresse interferiu na taxa de ovulagéo
provavelmente através de alteragbes endocrinolégica que culminaram na
diminuigdo dos niveis de GnRH circulantes causando alteracdo da frequéncia
de liberagcdo e amplitude dos pulsos de LH, privando o foliculo do suporte
adequado desse horménio (SMITH & DOBSON, 2002). Porém esse aumento
nas concentragdes de cortisol do grupo 2 deve-se ao fato de que 3 animais
apresentaram niveis deste corticoesterdide entre 1,0 e 1,4ug/dL, ademais, uma
bufala deste grupo (516) apresentou a maior concentracdo de todas
(3,57ug/dL). Todavia, foi averiguado aumento nas concentragdes de cortisol no
decorrer do experimento, nos trés grupos experimentais. Provavelmente pela
interferéncia do manejo inadequado da propriedade, onde os animais n&o eram
condicionados a passar no tronco de contengao.

Notou-se, nos trés tratamentos hormonais, correlagdo inversamente
proporcional entre a concentragdo plasmatica de cortisol e a ocorréncia de
ovulagdo, porém esta analogia ndo se aplica quando se compara o diametro
maximo do foliculo pré ovulatério e as concentragdes de cortisol devido ao fato
que o primeiro dado foi calculado apenas com base nas bufalas que ovularam
e 0 seguinte, na totalidade dos animais por grupo.

A taxa de ovulagdo referente ao Grupo 3 (75%) foi numericamente
superior aos dados de Barile et al. (2001a), porém esses autores trabalharam
com indugao do estro em novilhas e obtiveram em dois ensaios distintos 85% e
80% (n=20) de manifestagcbes de estro num intervalo de 72 horas pos remogéo
do implante tipo PRID®. Porém, em outro experimento (BARILE et al. 2001b)
verificaram taxa de ovulagdo de 60,9% até 96 horas pés remocdo do PRID®
Na espécie bovina (Bos indicus), Marques et al. (2003) observaram taxa de
ovulagédo de 76% (19/25) com 400Ul de eCG e, Sa Filho et al.(2004), 73,1%
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(19/26). O aumento no didametro do foliculo ovulatério encontrado no G3,
também sao similares com os achados no experimento desses ultimos autores
provavelmente devido ao efeito benéfico do eCG na taxa de crescimento
folicular por sua bioatividade semelhante ao FSH (BOLAND et al. 1991),
embora esse efeito ndo tenha sido observado no Grupo 1 . O intervalo de
tempo entre a retirada do progestageno e a ovulacéo (68,57+15,04 horas) foi
de acordo com os dados obtidos por Campo e Jairo (2001) os quais relataram
que a maior porcentagem de manifestacdo de cio ocorreu 60 horas apds a
remocdo do implante (CRESTAR®), permanecendo por 9 dias € no momento
da retirada os animais receberam 500Ul de eCG. O Grupo 3 apresentou a
maior taxa de ovulacao talvez devido as concentracdes de cortisol serem as
menores dos trés grupos e a emergéncia da onda ter acontecido precocemente
pelo que indicam os didmetros dos foliculos dominantes no dia 9.

Os animais com eCG (G1 e G3) apresentaram intervalo médio entre a
remoc¢ao do implante e ovulagdo numericamente menor quando comparados
ao Grupo 2 (G1, 63£30,77; G2, 72+16,97 e G3, 68,57+15,04 horas). Neste
sentido, Marques et al. (2003), também manifestaram a ocorréncia do mesmo
fato em vacas Bos indicus onde os animais do grupo que recebeu 400Ul de
eCG apresentaram ovulagado anterior aos que nao receberam (74,2+4,0 vs
78,0+£3,1 horas). Takahashi et al. (2002) observaram em seus ensaios que as
fémeas tratadas com eCG mostraram aumento significativo nas concentragdes
plasmaticas de estrogeno, no entanto ndo foram observadas alteragdes na
esteroidogénese quando da administracéo de hCG.

O periodo do ano no qual foi realizado o experimento foi considerado
favoravel a reproducdo da espécie bubalina conforme destacou BARUSELLI
(1993); no entanto, pela afericdo das concentracbes plasmaticas de
progesterona e pela data da ultima paricdo, os animais apresentavam-se em
anestro pés-parto (P4<1ng/mL), com exceg¢dao dos animais de numero 91
(Grupo 1, DO) e 511 (Grupo2, D9). Os resultados das concentragbes
plasmaticas de progesterona foram semelhantes aos encontrados por
Hernandez et al. (2001), verificando que as concentracbes de progesterona em
fémeas em lactacao (n=29) mantiveram-se inferiores a 1ng/mL até 60 dias pos-

parto. Os dados obtidos nas dosagens hormonais de progesterona também
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concordam com os de Ramos et al.(2001), que verificaram concentragbes de
0,24+0,12 ng/mL para animais em estro, fase do ciclo onde sabidamente n&o
ha atividade luteal; e, recentemente, por Presicce et al., (2005); os quais
constataram niveis basais desse horménio (0,17+0,0ng/mL) para vacas
pluriparas, até a ocorréncia de ovulacio.

Os protocolos nos quais ocorreu a administracdo da Gonadotrofina
Coribnica Equina pareceram promover melhores taxas de ovulagao em bufalas
em anestro pés-parto; ja o administrado ao Grupo 3, ou seja somente com a
administracao de eCG, apresentou maior taxa de ovulagado, foi eficiente na
sincronizacao da ovulacgao.

Novos estudos com este ou outros protocolos devem ser realizados para
obtencdo de melhores taxas de ovulagdo e consequentemente melhores

indices de prenhez.
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6.0 CONCLUSOES

Nas condicdes de realizacao do presente trabalho concluiu-se que:

e Os trés protocolos foram eficazes para a indugcdo da ovulacdo em

bufalas em anestro pés-parto;

e O protocolo utilizado no Grupo 3, somente com a administracdo de eCG
no momento da remogao do implante de progestageno proporcionou

maior taxa de ovulagéo;

e As concentragbes de progesterona nos trés grupos experimentais
indicaram que 0s animais apresentavam-se no periodo de anestro pés-

parto;

e As concentragcbes plasmaticas de cortisol exerceram influéncia

inversamente proporcional a ocorréncia de ovulacéao;
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