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CONTROLE DA OVULACAO EM NOVILHAS BUBALINAS EM
CLIMA TROPICAL FORA DA ESTACAO REPRODUTIVA

RESUMO: A espécie bubalina apresenta sazonalidade reprodutiva, esta caracteristica
resulta em heterogeneidade na oferta de leite durante 0 ano ao mercado consumidor, com
oscilacdes drasticas nos precos dos produtos lacteos. A inducdo de ovulacdo em novilhas
durante a estacdo reprodutiva desfavoravel por meio de hormonioterapia, seguida de
inseminacao artificial em tempo fixo, € uma alternativa capaz de tornar a producdo lactea
estavel. Objetivou-se avaliar a dinamica folicular e inducdo de ovulagdo sincronizada em
novilhas bubalinas da raca Murrah utilizando diferentes indutores exdgenos de ovulacédo
durante estacdo reprodutiva desfavoravel. Utilizou-se protocolos de sincronizacdo de
ovulagédo baseados no uso de GnRH, progesterona, prostaglandina e eCG, em 48 novilhas
bubalinas da raca Murrah divididas em G1 (n=14), G2 (n=17) e G3 (n=17). Para avaliacdo de
dindmica folicular foram selecionadas aleatoriamente oito novilhas de cada grupo. Como
indutor de ovulagdo o G1 recebeu apenas 0,25 mg de Acetato de Gonadorelina; 0 G2 0,25 mg
de Acetato de Gonadorelina e 0,75 mg de d-Cloprostenol, e 0 G3 apenas, 0,150 mg de d-
Cloprostenol. Os dados da dindmica folicular foram analisados por ANOVA. Ndo se observou
diferencas estatisticas (P > 0,05) entres os grupos referentes a taxa de crescimento do foliculo
dominante, diametro do foliculo pré ovulatério, diametro do corpo luteo, intervalo entre
retirada do implante de progesterona e ovulagdo e taxa de ovulagdo. A concentracdo serica de
P4, no D18, foi maior para 0 G2. A inducdo de ovulacdo durante estacdo reprodutiva
desfavoravel foi possivel, e se evidenciou a capacidade do d-Cloprostenol em induzir
ovulacdo em novilhas bubalinas, associado ou ndo ao GNRH, sendo que em associa¢do ndo
houve maximizacao da taxa de ovulacao.

Palavras-chave: bufalas, caracteristicas foliculares, estro.



CONTROL OF OVULATION IN BUFFALO HEIFERS IN TROPICAL WEATHER
DURING UNFAVORABLE BREEDING SEASON

ABSTRACT: The buffalo species present reproductive seasonality, such trace results in
heterogeneity in milk supply to the consuming market during the year, with radical variations
in the price of milk-related products. Induction of ovulation in heifers during adverse
reproduction season through hormontherapy followed by TAI, is an alternative capable of
making milk production stable. It was aimed to assess follicular dynamics and induction of
ovulation synchronized in buffalo heifers from Murrah breed making use of different external
inductors of ovulation during unfavorable breeding season. It was used protocols of
synchronization of ovulation based on the use of GnRH, progesterone, prostaglandin and
eCG, in 48 buffalo heifers of the Murrah breed divided in G1 (n=14), G2 (n=17) and G3
(n=17). For evaluation of follicular dynamics, eight heifers from each group were randomly
selected. As an inductor of ovulation G1 received only 0,25 mg of Gonadorelin Acetate; G2
received 0,25 mg of Gonadorelin Acetate and 0,75 mg of d-Cloprostenol, and G3, only 0,150
mg of d-Cloprostenol. Data from follicular dynamics were analyzed by ANOVA. No statistic
difference (P > 0,05) was observed among groups referring to the growth rate of the dominant
follicle, diameter of the pre-ovulation follicle, diameter of the corpus luteum, interval between
the removal of the progesterone implant and ovulation and the rate of ovulation. The serum
concentration of P4 at D18 was higher for G2. The induction of ovulation during adverse
reproduction season was possible, and the d-Cloprostenol capacity for inducing ovulation in
buffalo heifers was evidenced, being it associated with GNRH or not, whereas in association

there was not the maximization of the ovulation rate.

KEY WORDS: buffalo, follicular characteristics, estrus.
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1. INTRODUCAO

O rebanho bubalino brasileiro é estimado em 1,37 milhdes de animais, e vem
apresentando aumento expressivo em seu efetivo nos Gltimos anos comparado ao rebanho
bovino (3,5% versus 1,3%, respectivamente), sendo a regido Norte detentora de maior parte
deste rebanho, onde 66,3% do efetivo encontra-se, mais especificamente, em dois estados,
Pard e Amapa, que, em conjunto, detém 59,1% do efetivo nacional dessa espécie, estando o
Nordeste em terceiro lugar com 9,5% do rebanho (IBGE, 2017).

Esta espécie tem grande potencial como produtora de carne e leite de alto valor
bioldgico, com alto rendimento industrial, principalmente na fabricacdo de queijos e iogurtes,
guando comparados ao o leite bovino, além de se caracterizar por extrema rusticidade e alta
capacidade de adaptacdo, o que permite sua criagdo em regides alagadas, muitas vezes
inadequadas a bovinocultura (AMARAL; ESCRIVAO, 2005), podendo sobreviver em
diversos ambientes com grandes variaces de clima, relevo e vegetacdo (BERNARDES,
2007). Essas caracteristicas, atreladas ao bom retorno financeiro, garantem a expansao e o
sucesso da criagdo bubalina em todo o mundo (MACHADO, 2014).

Como ocorre em qualquer exploracdo econdmica de espécies zootécnicas, 0
crescimento do rebanho bubalino deve estar associado ao controle da produtividade mediante
a identificacdo dos individuos que possuem mérito genético e multiplicacdo destes animais
melhoradores, 0 que somente € possivel por meio das biotecnologias da reprodugdo como
inseminacdo artificial (IA), superovulacdo (SOV), transferéncia de embrides (TE) e
desestacionalizacdo sazonal, que devem estar presentes para maximizar a produtividade dos
rebanhos e consequentemente o retorno financeiro da atividade pecuaria (VALE, 1998 e
SOUSA, 2016).

A bufala é classificada como poliéstrica estacional de dia curto, o que resulta em
concentra¢do dos partos (BARUSELLI, 1994 e ZICARELLI, 1990). Consequentemente ha
também concentragcdo na producdo de leite restringindo-se a apenas trés meses do ano, época
em que a producdo chega a atingir o triplo da quantidade ofertada, quando comparado aos
demais trimestres do ano, saturando o mercado consumidor e inviabilizando a cadeia
produtiva dos derivados de leite bubalino (BARUSELLI et al., 2003). Os bubalinocultores de

leite do Brasil vém buscando estratégias para desestacionalizar as pari¢fes de suas bufalas a
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fim de atingir maior regularidade na oferta de matéria prima durante todo ano (MONTERIO,
2015).

Apesar da sua importancia econémica e social, a produtividade das bufalas permanece
negativamente afetada por caracteristicas reprodutivas, incluindo a puberdade tardia em
novilhas, mé& expressao de estro, intervalos entre partos longos e sazonalidade reprodutiva
(SINGH et al., 2000). Para superar essas limitagdes, tratamentos hormonais estdo sendo
usados para controlar o ciclo estral e aperfeicoar a gestdo reprodutiva (PFIEFER et al., 2017).

O estudo da viabilidade de novos protocolos de inseminacédo artificial para novilhas
bubalinas pré-puberes ou puberes em periodo reprodutivo desfavoravel é uma alternativa para
tornar a producéo de leite homogénea durante todo o ano, fazendo com que a comercializagdo
dos produtos lacteos seja estavel, sem oscilac@es drasticas de precos (FRARES, 2013).

Protocolos comercias de inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) em bovinos e
bubalinos no Brasil utilizam como agentes indutores de ovulagéo principalmente o Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), este apresenta custo elevado, e o estradiol e seus
ésteres, com custo acessivel, contudo proibido em alguns paises da Europa, por ser
considerado como agente carcinogénico completo pelo SCVPH (Scientific Committee on
Veterinary Measures relating to Public Health) (SCHMIDT et al., 2013).

O d-cloprostenol é utilizado em protocolos reprodutivos com o objetivo de promover
regressdo do corpo luteo funcional (LEONARDI et al., 2012). Contudo este € um analogo
sintético das prostaglandinas que desempenha varias fun¢bes no controle da reproducéo,
estando relacionadas com a fisiologia do parto e a ovulacdo (PFEIFER et al., 2009 e
GABRIEL, 2011). Leonardi et al. (2012) usando 500 pg de d-cloprostenol, dose Unica,
obtiveram sucesso na inducdo da ovulacdo de novilhas bovinas pré-puberes, descartando o
uso de hormonios como progesterona e estrogeno, e consequentemente reduzindo o custo de
protocolos utilizados para esta finalidade. Pfiefer et al. (2016), trabalhando com fémeas
bovinas, constatou a eficacia do d-cloprostenol como indutor de ovulacdo em protocolos de
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), em substituicdo a ésteres de estradiol, em
fémeas bovinas multiparas.

A inducdo de ciclicidade em fémeas bubalinas durante estacdo reprodutiva
desfavoravel apresenta maior viabilidade em nuliparas, quando comparado a multipara em um
mesmo rebanho, tendo em vista o objetivo de incrementar a producéo leiteira no periodo de
entressafra (CARVALHO, 2016). Neste contexto objetivou-se avaliar a inducdo de ovulagéo
em novilhas bubalinas da raga Murrah durante estacdo reprodutiva desfavoravel, utilizando

diferentes indutores de ovulacgéo.



13

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bubalinocultura no Brasil

O bdfalo foi introduzido no Brasil proveniente dos continentes europeu (Itélia),
asiatico (India) e americano (Caribe) ha pouco mais de um século(MARQUES, 1999, 2000).
Com varias importacdes no inicio, de animais da raca Mediterraneo, principalmente da Italia,
que foram a base da populacdo de bdfalos do Pais (MARQUES, 1999, 2000). Sua
adaptabilidade ao ecossistema encontrado, segundo Bernardes (2007) fez o rebanho, que nédo
passava de duzentos animais, resultasse em um plantel de 495 mil bufalos em 1980, com
crescimento médio anual de 10,8% entre os anos de 1961 e 1980.

O bafalo vem se difundindo mundialmente devido a superioridade que pode apresentar
em relacdo a outros ruminantes domésticos, quanto a rusticidade e adaptacdo as variadas
condicGes climéticas e de manejo, sendo classificado como um animal de maltiplas aptiddes,
0 que resultou em aumento de 91% no efetivo mundial de bubalinos entre 1961 e 2001, (FAO,
2005). No Brasil, a bubalinocultura se caracteriza principalmente pela producdo de carne e
leite, sendo também o bufalo utilizado, como animal de trabalho (sela, tracdo, aracéo e afins),
meio de transporte e atracdo turistica (MARQUES et al., 2013).

A exploracdo econémica dos bubalinos no Brasil teve inicio na década de 1980,
guando alguns criadores passaram a avaliar e a quantificar as caracteristicas zootécnicas nesta
espécie (ANDRIGHETTO, 2005). O leite produzido foi classificado como excelente para a
preparacdo de produtos e derivados, pois sua composicao quimica apresenta maiores valores
de solidos totais, gordura, proteina, e lactose, com alto valor nutritivo e rendimento
(VERRUMA et al., 1994). Laticinios capacitados no Brasil para o processamento deste leite,
ainda séo poucos, porém existe grande interesse, por parte das indUstrias em reter e aumentar
a producdo do leite de bufala, para fabricacdo de queijos, tendo em vista suas qualidades que
agregam alto valor nutritivo e econdmico aos derivados (BERNARDES, 2006).

No segmento de corte, o Brasil dispde de animais com desempenho bem mais
expressivo que as existentes nos paises de origem (BERNARDES, 2007). A carne bubalina
em comparagao a bovina tem coloragéo vermelha mais forte, sua gordura é totalmente branca,
além disso, possui excelentes caracteristicas nutricionais, com menor teor de colesterol
(JORGE, 2005). A carne bubalina pode ser classificada como um commodity, porém em

nosso pais, quando comercializada, é tratada sem forma definida de identificagcdo de suas
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proprias caracteristicas, principalmente relacionadas a qualidade, desestimulando a producéo
e impossibilitando a competitividade dentro do mercado nacional (SILVA et al., 2014;
JORGE, 2005).

As pesquisas com bufalos no Brasil foram iniciadas ha aproximadamente 50 anos,
fator responsavel pelo pouco conhecimento sobre esta espécie, que embora apresente
rebanhos consideravelmente menores em comparagdo ao de bovinos, representa uma fonte
importante de renda em determinadas regides, especialmente no regido norte, com destaque
para os estados do Pard e Amap4, onde a proporcdo de bubalinos é consideravelmente maior
do que no resto do pais (EMBRAPA, 2007; CASTRO, 2015; IBGE 2017).

2.2 Caracteristicas reprodutivas da fémea bubalina

Os bubalinos sdo influenciados positivamente pela diminui¢do da luminosidade. Sendo
classificados como poliéstricos estacionais de dia curto, assim como a ovelha e a cabra, onde
a variacdo na concentracdo sanguinea de melatonina sinaliza a estacdo do ano para o sistema
reprodutivo, especialmente quando criados distantes da regido equatorial (BARUSELLI,
1994; ZICARELLI, 1990; OHASHI et al., 2012; BARUSELLI et al., 2013; CARVALHO et
al., 2016).

Esta estacionalidade reprodutiva influencia diretamente as caracteristicas produtivas,
como a producdo de leite, j& que pode alterar os padrGes de manifestacdo de ciclo estral e
distribuicdo de partos nesta espécie, o que interfere no ciclo da lactacdo (DI FRANCESCO et
al., 2012; BARUSELLI et al., 2013; CARVALHO et al., 2016).

Ja em regides tropicais, onde o fotoperiodo é relativamente constante, como no
Nordeste do Brasil, outros fatores como a umidade, temperatura ambiental, disponibilidade e
qualidade das forragens também estéo relacionadas com esse padrdo ciclico de reproducdo, e
parece influenciar a ciclicidade estral diminuindo as taxas de concepgdo e a qualidade e
competéncia dos o6citos (PERERA et al., 1987; BRITT, 2008).

A sazonalidade na bufala é comandada pela agdo da melatonina, horménio sintetizado
pela glandula pineal, que inibe a producdo dos horménios GnRH, FSH e LH. A melatonina é
secretada no periodo noturno (auséncia de luz), estando associada a inumeras funcGes
fisiolégicas nas bafalas (REITER et al., 1993; SKENE; ARENDT, 2006). Sua sintese ocorre a
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partir do triptofano, sendo controlada “a distancia” via ciclo circadiano localizado no nucleo
supraquiasmatico e “proximamente” por noraepinefrina em respostas aos sinais do ciclo
circadiano (CHATTORAJ et al., 2009).

A glandula pineal, através da sintese de melatonina, é responsavel pela traducdo do
fotoperiodo ambiental em sinalizacdo hormonal endocrina (ZETOUNI, 2012). O anestro nas
bafalas esta relacionado com a insuficiéncia de LH pulsatil para suportar o desenvolvimento
folicular final e ovulacdo com liberacdo de um odcito competente para fertilizacdo e geracéo
de uma prenhez (KHAN et al., 2010).

Em vérios paises do mundo o periodo de outono corresponde a estacdo de monta,
resultando na concentracao de partos de julho a dezembro, no hemisfério norte, e de janeiro a
marco, no hemisfério sul (ZICARELLI; VALE, 2002). Em regibes equatoriais a funcdo
reprodutiva € influenciada principalmente pela oferta de alimentos, que resulta em
concentracdo do periodo fertil nas épocas de melhor disponibilidade de forragens
(BITTMAN; KARSCH, 1984; ZICARELLI, 1994; ZICARELLI; VALE, 2002). A
concentracdo de partos resultante da estacdo reprodutiva faz com que a producéo de leite seja
heterogénea durante o ano, prejudicando a atividade e lucratividade do setor (BARUSELLI,
CARVALHO, 2003).

A duracdo do ciclo estral na bufala varia entre 16 a 33 dias, com maior concentracéo
entre 21 a 24 dias. J& a duracdo do estro € cerca de cinco a 27 h (média de 20 h), e a ovulacao
ocorre entre 24 a 48 h apds o inicio do estro ou seis a 21 h apés o final do estro (VALE;
RIBEIRO, 2005). Em novilhas bubalinas, Porto-Filho et al. (2005), observaram grande
variacdo com relagdo a duragdo dos estros (1 a 25 h). A frequéncia de estros noturnos é mais
elevada que em bovinos, especialmente em regides tropicais Umidas, e os sinais clinicos sdo
menos evidentes (VALE et al., 1984).

A idade a puberdade nas buafalas € bastante contraditoria, sendo considerada mais
tardia que em ragas de Bos taurus (VALE; RIBEIRO, 2005). Vale (2000) reportou que a
puberdade foi atingida, em novilhas da raga Murrah, com a idade meédia de 17,6 (14,5 - 20)
meses com peso corporal médio de 391 + 33 (365 - 444) Kg. Ja Sousa et al. (1999) estudaram
a puberdade em 12 novilhas da ragca Murrah criadas no Vale do Ribeira, encontraram que 0s
valores medios para idade ao primeiro estro, foi de 659 + 21,49 dias (~ 22 meses) com peso
corporal de 372,58 £+ 24,37 Kg. Novilhas bubalinas mantidas sob as condi¢cGes de manejo
extensivo, sem os devidos cuidados profilaticos sanitarios, atingem a puberdade com idade
nunca inferior a 30 meses (VALE et al., 1990).
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2.3 Controle exdgeno da ovulacédo em bufalas

O desempenho da 1A em bubalinos é fortemente prejudicado pela baixa eficiéncia de
deteccdo de estros, esse entrave, resulta em aumento do periodo de servico e intervalo entre
partos, e consequentemente muitos criadores ndo utilizam essa biotecnologia para o
melhoramento genético de seus rebanhos (BARUSELLI et al., 2009).

Desde o final da década de noventa vérias pesquisas foram desenvolvidas com o
objetivo de avaliar a eficacia de diferentes protocolos de sincronizagdo da ovulagdo para IATF
em bdfalas, com intuito de aumentar a eficiéncia da 1A e facilitar 0 manejo reprodutivo
(BARUSELLI, 1999; BARTOLOMEU, 2003). O protocolo Ovsynch (Dia 0: GnRH; Dia 7:
PGF2a; e Dia 9: GnRH; IATF 16 horas apds a segunda injecdo de GnRH) (WILTBANK
1994) foi amplamente utilizado e estudado proporcionando taxas de concepcdo em torno de
50% (BARUSELLLI et al., 2009; BARUSELLLI et al., 2016). Entretanto as taxas de prenhez
resultantes destes protocolos sdo reduzidas no periodo de anestro sazonal, e sofrem forte
influéncia de fatores como escore de condi¢do corporal e ordem de partos, e fémeas
multiparas respondem melhor que primiparas (CARVALHO et al., 2016).

Com intuito de aumentar a taxa de ovulacdo e prenhez, estudos utilizando tratamentos
com dispositivos intravaginais de progesterona, associados ao uso de eCG, foram
desenvolvidos para serem utilizados durante a estacdo reprodutiva desfavoravel em bufalas
(BARRUSELLI et al., 2002; BARTOLOMEU 2003; CARVALHO et al.,, 2007). Com a
possibilidade de usar benzoato de estradiol como indutor de ovulacdo, em substituicdo ao
GnRH, com semelhantes taxas de ovulacédo e de prenhez (CARVALHO 2012).

Para sincronizacdo da ovulagéo atualmente séo realizadas associacGes hormonais entre
uma fonte de progesterona e um indutor de ovulagdo no inicio do protocolo com intuito de
induzir nova onda folicular, uma dose luteolitica de prostaglandina geralmente no D7 ou D9,
e um indutor de ovulacdo no final do protocolo, com finalidade de induzir as ovulagdes no
menor intervalo de tempo possivel. Um indutor de ovulacdo ideal € aquele que promove,
dentro de um intervalo maximo de 24 horas, todas as ovulacGes, sendo esta 0 mais
aproximado possivel do momento da inseminac¢do (CASTRO, 2015).

Deve-se programar as inseminagdes, de acordo com o indutor utilizado, j& que o
mecanismo de acdo varia de acordo com o hormonio aplicado(CASTRO, 2015). Os indutores

de ovulagdo mais utilizados no Brasil para sincronizacao de ovulagédo e IATF, em bubalinos,
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sdo os analogos de GnRH (ex. buserelina, lecirelina), o estradiol 17 e os ésteres de estradiol
(Benzoato, Valerato e Cipionato de estradiol) (CASTRO, 2015).

Os ésteres de estradiol sdo amplamente utilizados no Brasil, devido ao seu baixo custo
(CASTRO, 2015). Contudo apresenta um poder residual em produtos carneos e lacteos, sendo
seu uso proibido em alguns paises (COMUNIDADE EUROPEIA, 2008). J& GnRH é o
principal indutor de ovulagdo utilizado nos protocolos aplicados nos EUA, Canada e nos
paises da Europa, onde o0 uso de estrdgenos é proibido (CASTRO, 2015).

2.4 Prostaglandinas na reproducéo animal

As prostaglandinas tém como precursor o acido araquidénico e fazem parte de um
grupo de compostos denominados eicosanoides, ao contrario de outros agentes humorais,
estas ndo estdo localizadas em um Unico tecido em particular, sendo produzidas em
praticamente todos os tecidos animais, exercendo diversas fungdes, e podem ser transportadas
na corrente circulatéria para atuar em tecidos-alvos distantes do sitio de producdo (HAFEZ et
al., 2004; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

As prostaglandinas possuem como acdo de destaque a inducdo de contracdes ou
relaxamento das células musculares lisas em diversos 6rgdos (FERNANDES; FIGUEIREDO,
2007), sendo que a propriedade terapéutica mais utilizada em medicina veterinaria é a
capacidade de algumas prostaglandinas da série F provocarem a lutedlise (TSAI,
WILTBANK, 1997), causando a regressao morfologica e funcional do corpo luteo (CL)
(KOTWICA et al., 2002). Com esta finalidade, na década de 70, varios compostos anélogos a
Prostaglandina F2o natural foram sintetizados, como o Cloprostenol, e implementados nas
rotinas de programas de reproducdo animal (COOPER; FURR, 1974).

Nas ultimas décadas, a prostaglandina (PGF) tem sido associada & ovulagdo em
diversas especies (BRIDGES; FORTUNE, 2007; DAVIES et al., 2006; PEIFER et al., 2009,
2014; NEGLIA et al., 2012; LEONARDI et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a
PGF esta diretamente ligada & ovulacdo em novilhas e vacas, atuando por um mecanismo
independente da lutedlise (PFEIFER et al., 2014; LEONARDI et al., 2012). Entretanto, o

mecanismo de atuagdo deste hormdnio ainda nédo foi totalmente esclarecido, tendo diversos
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estudos buscado compreender como ocorre a inducdo da ovulacdo pela PGF (MURDOCH et
al., 1993; RANDEL et al., 1996; NAOR et al., 2007; FORTUNE et al., 2009).

O primeiro mecanismo de acao sugerido foi que a PGF poderia estar envolvida na
liberacdo de GnRH (ZOR et al., 1970). Posteriormente, diversos experimentos relacionaram a
administracdo exdgena de PGF ao aumento na liberagcdo de LH em ovelhas (CARLSON et al.,
1973), camundongos (RATNER et al., 1974) e vacas pds-parto (RANDEL et al., 1988, 1996).
De acordo com Weems et al. (2006), a PGF exerce um efeito direto sobre a hipofise anterior
aumentando a capacidade de resposta da hipofise ao GnRH, resultando, assim, na maior
liberacdo de LH (RANDEL et al., 1996).

Contudo, h& controvérsias referentes aos efeitos da PGF sobre a secrecdo de LH, pois
embora sua administracdo cause ovulacdo em vacas e ovelhas em anestro (CRUZ et al., 1997;
DAVIES et al., 2006), a relacdo com o aumento na liberacdo de LH é citada apenas em vacas.
Logo acredita-se que a PGF pode atuar localmente no ovario induzindo a ovulagdo
(CASTRO, 2015).

O foliculo pré ovulatério produz prostaglandinas E2 ¢ F2a, nas células da granulosa,
estando ligadas intimamente com o processo ovulatéorio (MURDOCH et al. 1993). Assim,
pode-se considerar o fato da PGF atuar de duas formas distintas, agindo sobre os receptores
de GnRH presentes na hipéfise e também de forma direta nas células do foliculo pré-
ovulatorio (CASTRO, 2015).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

As atividades de campo foram desenvolvidas na Agropecuaria Tapuio, localizada a 50
km de Natal — RN, municipio de Taipu. Em clima tropical chuvoso com estagcdo chuvosa no
outono, sendo o periodo de chuva de abril a junho, temperatura media anual de 25,3 °C,
umidade relativa média anual de 79% e 2.700 horas de insolacdo, a uma altitude de 41 metros,
latitude 05° 37’ 18” e longitude 35° 35°48” (IDMA, 2005). Durante o experimento o indice

pluviométrico foi de 74 mm.
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3.2 Delineamento experimental

Foram e utilizadas nesta pesquisa ap6s avaliacdo clinica ginecoldgica, 48 novilhas
bubalinas da raca Murrah (Bubalus bubalis), com idade media de 21+2,1 meses e peso médio
de 335+0,7 kg, com escore corporal trés em escala de um a cinco, conforme Jefferies (1961);
entre 0s meses de meses de janeiro a marco de 2017, estacdo reprodutiva desfavoravel para
espécie.

Os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢fes de manejo e ambiente, de forma
extensiva em pasto de capim Panicum maximum cv. Massai, recebendo suplementacdo
mineral e 4gua ad libitum. Estando todo rebanho vermifugado com endoectocida a base de
ivermectina, e vacinado com vacina antirrabica, anti leptospira, e para clostridioses. As
fémeas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos (G1, G2 e G3). Onde o G1 foi
composto por quatorze animais, 0 G2 e G3 por dezessete.

Todas as novilhas receberam tratamento hormonal para sincronizacdo de onda
folicular e ovulacdo, onde um dispositivo intravaginal de progesterona (P4), foi inserido na
porcdo cranial da vagina e 0,25 mg de Acetato de Gonadorelina (Gestran, Agener ®)
administrado por via intramuscular (IM), para induzir emergéncia e sincronia de onda
folicular (DO0), as dezessete horas (17:00 h); 0,150 mg de d-Cloprostenol IM (Prolise, Agener
®) e 300 Unidade Internacional (Ul) de Gonadotrofina corionica equina (eCG) (Novohormon,
Zooetis ®), foram administrados no D7 (17:00 h), e no D8 foi procedida a remocdo do
dispositivo de P4 (D8; 17:00 h); no D10 (17:00 h) foi feita a inducdo da ovulagdo com 0,25
mg de Acetato de Gonadorelina (G1). Nos demais grupos as novilhas foram submetidas ao
mesmo tratamento hormonal, alterando-se apenas os indutores de ovulacdo, onde no G2 foi
usado (D10; 17:00 h) 0,25 mg de Acetato de Gonadorelina, seguido de 0,75 mg de d-
Cloprostenol no D11 (9:00 h), e no G3 apenas 0,75 mg de d-Cloprostenol no D11 (9:00 h).

Os implantes intravaginais de progesterona utilizados eram do modelo em “T” com
1,9 g de progesterona, antes do experimento, estes foram utilizados por oito dias em bufalas
multiparas, ou seja, utilizou-se implantes de segundo uso. Apds uso foi feita higienizacdo com
agua e detergente desengordurante, seguida de acondicionamento em embalagens revestidas
internamente com aluminio, sendo estocados sob refrigeracdo em geladeira a temperatura
entre 2 a 8°C.
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Figura 1: Desenho experimental do protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo e
acompanhamento da dindmica folicular por meio de ultrassonografia, utilizado nas novilhas

bubalinas, durante estacdo reprodutiva desfavoravel.

3.3 Exames ultrassonograficos

O acompanhamento da dinamica folicular foi realizado com auxilio do Aparelho de
Ultrassom Veterinario PIE Medical, equipado com transdutor linear de 7,5 MHz, pelo mesmo
operador para minimizar erros. Os exames por ultrassonografia trans-retal foram realizados
em intervalos de 24 horas até 0 D8, em seguida em intervalos de doze horas até o D10 e
posteriormente em intervalos de seis horas até o momento da ovulacdo nas fémeas que
ovularam, para as que ndo ovularam até 48 horas ap6s inducdo da ovulacdo (GINTHER et al.,
1989) (Fig.1).

O momento da ovulacdo foi estimado pelo intervalo médio entre a observacdo do
maior diametro do foliculo dominante e seu desaparecimento na imagem ultrassonografica do

exame seguinte, seguido pela formacdo de um corpo IGteo na mesma posicdo
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(BARTOLOMEU, 2003). A emergéncia da onda folicular foi determinada quando se
identificou o surgimento de um pool de foliculos entre trés a cinco milimetros (mm).

O transdutor foi introduzido no reto, sendo movimentado sobre o aparelho reprodutor
e deslocado lateralmente para exame dos ovarios. A imagem adequada foi congelada no
monitor para mensuragdo do tamanho do primeiro e segundo maior foliculo e registro do
namero de foliculos (BARTOLOMEU, 2003).

3.4 Colheita de sangue para dosagem hormonal

Amostras de sangue foram colhidas por venopuncdo da veia jugular, em tubos estéreis
sem anticoagulante, para avaliacdo dos niveis hormonais de progesterona, sete dias apos a
IATF. Foi coletado o soro de cada amostra, e armazenado em microtubos de 2 mL
acondicionados sob refrigeracdo em freezer a vinte graus Celsius negativos (— 20 °C).

As amostras foram colhidas no dia dezoito (D18) ap6s inicio do protocolo de IATF,
em todos os animais do experimento (n =48). As concentracdes plasmaticas de progesterona
foram determinadas por meio da eletroquimioluminiscéncia em analisador Access 2 da
Beckman Coulter no Laboratério do Cenapesq da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), localizado em Recife-PE.

3.5 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SPSS
16.0. Os dados referentes a varidveis continuas foram avaliados por Analise de variancia —
Fatorial ANOVA. J& dados de varidveis descontinuas, como taxa de ovulacdo, foram
analisados pelo teste do Qui-quadrado. A taxa de ovulacdo sincronizada foi calculada pelo
numero de novilhas que ovularam em intervalo de 24h sobre o total de ovulagdes. Os valores
foram considerados significativos quando a probabilidade (valor de P) foi menor ou igual a
0,05 (P <0,05).
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4. RESULTADOS

Os grupos G1, G2 e G3, ndo apresentaram diferencas referentes as respostas
ovarianas. A taxa de ovulacdo néo diferiu (P > 0,05), onde esta foi de 87,5% (7/8) para os trés
grupos. O momento da ovulacdo também nao diferiu entre os Grupos (P = 0,85), sendo que
ocorreu, em média aproximadamente 71 horas ap6s a remoc¢do do implante de progesterona
(Tab. 1).

O intervalo de sincronizacdo de onda em dias ndo diferiu entre os grupos com media
de dois dias ap6s o inicio do tratamento hormonal (P = 0,91). Assim como a taxa de
crescimento do maior foliculo do D3 ao D8 (P = 0,09), sendo esta em média 1,08 mm/dia
(Figura 3), e a taxa de crescimento do foliculo dominante do D8 ao D11 (P = 0,42), com
média de 1,08 + 0,07 mm/dia (Tab. 1). A concentracdo sérica de progesterona foi maior para

0 G2 no D18 (P = 0,02) (Figura 2).

Tabela 1: Resultados referentes as respostas ovarianas e foliculares de novilhas
bubalinas (média + desvio padrdo), submetidas a protocolo de IATF a base de progesterona,
tratadas com GnRH (G1) e d-cloprostenol (G3), ou associa¢do de ambos (G2), como indutor

de ovulacdo em estacdo reprodutiva desfavoravel, (n = 24), Taipu — RN, 2017.

Gl G2 G3
Intervalo entre o inicio do tratamento e 225+0,1° 225+02° 212+0,2°
emergéncia da onda folicular (dias)
Taxa de crescimento do maior foliculo do D3 0,98+0,4% 0,84+0,3% 1,10+04°
ao D8 (mm/dia), em intervalo de 24 horas
Taxa de crescimento do maior foliculo do D8 1,08+0,1* 0,98+0,1° 1,18+0,2°
ao D10 (mm/dia), em intervalo de 12 horas
Intervalo entre retirada do dispositivo de 70+ 4,6 71,4+51%  712+4,1°
progesterona e ovulacgéao (horas)
Diametro médio do foliculo ovulatério (mm) 153+0,1% 151+0,1* 16,5+ 04
Diametro médio do corpo lateo (mm) 14,7+0,1* 147+0,1%* 146+0,1°

Letras diferentes ( a #A), na mesma linha, diferem (P < 0,05), pelo teste ANOVA: fator unico.
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Figura 2: Concentragdo sérica de progesterona (P4) (média £ EPM), de novilhas
bubalinas, no D18, ap6s inicio do protocolo de IATF, tratadas com GnRH e d-cloprostenal,
ou associacdo de ambos, como indutor de ovulacdo em estacdo reprodutiva desfavoravel
(n=48). Taipu — RN, 2017 (P < 0,05, pelo teste ANOVA: fator unico).

5. Discussao

Os dados referentes ao uso do d-cloprostenol em novilhas durante estacdo reprodutiva
desfavoravel, demonstram a possibilidade de utilizar este farmaco como indutor de se
ovulacdo em programas de IATF em fémeas nuliparas bubalinas em substituicdo ao GnRH.
Cuervo-Arango e Martlnez-Bov (2016), trabalhando com éguas, também evidenciaram o
potencial das prostaglandinas em induzir ovulacdo sincronizadas quando administradas intra-
folicular, sem alteracdo nos niveis séricos de estrdgeno e hormdnio luteinizante, assim como
na morfologia e fungdo do corpo lateo, nove dias apds a ovulacao.

Pfiefer (2016), utilizando o d-Cloprostenol e benzoato de estradiol como agentes
indutores de ovulagdo em fémeas multiparas Girolando, constatou fertilidade semelhante entre
a acdo dos farmacos com taxa de ovulacdo, de 85,2 e 72,7%, respectivamente, entre 0S
grupos. Em nosso experimento o d-Cloprostenol foi capaz de induzir ovulagdo sincronizada
em novilhas bubalinas, com taxa de ovulacdo idéntica nos trés grupos experimentais, 87,5%,
com agentes indutores de ovulacéo distintos.

Para que boas taxas de fertilidade sejam atingidas em programas de IATF, é necessario
que as ovulagdes ocorram de forma sincronizada na maior parte das fémeas, em um intervalo

méaximo de 24 horas (CASTRO, 2015). O que foi constado neste experimento em ambos 0S
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protocolos utilizados, sendo que ocorreu, aproximadamente 71 horas ap6s a remoc¢do do
implante de progesterona. Estes resultados concordam com estudos anteriores em outras
espécies de ruminantes, em que foi demonstrado que PGF induz a ovulacao sincronizada em
vacas e novilhas bovinas submetidas a protocolos de sincronizacéo de estro, sequido de IATF
(PFEIFER et al., 2014).

Os grupos ndo apresentaram diferencas referentes as respostas ovarianas. O didmetro
do foliculo ovulatério no G1, G2 e G3 € similar ao encontrado por Garcia et al. (2011), que
avaliou a dindmica folicular de novilhas bubalinas de varias racas, assim como o diametro
médio do corpo luteo e taxas de crescimentos foliculares.

A concentracdo sérica de progesterona foi superior no G2, onde houve associacao de
ambos os indutores de ovulacdo, possivelmente se espera maiores taxas de concepc¢do para
este grupo tendo em vista que conforme Carter et al., (2008) concentracdes elevadas de P4 no
periodo pos-concepcdo imediato estdo associadas a maior alongamento do concepto e
viabilidade deste.

Forde et al. (2011), observaram que em novilhas bovinas condi¢cdes de baixa
concentracdo de P4 circulante nos primeiros dias apos o estro, prejudicam a habilidade do
endométrio em suportar o alongamento do concepto e resulta em baixas taxas de concepcéo.

O emprego de biotecnologias da reproducdo como a inseminacgéo artificial em tempo
fixo (IATF), em fémeas nuliparas é uma alternativa possivel de induzir ciclicidade em fémeas
bubalinas durante estacdo reprodutiva desfavoravel e consequentemente torna a producéo de
leite homogénea durante o ano, com base nos resultados de ovulagédo obtidos neste estudo.

A insercdo de novilhas em programas reprodutivos no periodo de estacdo reprodutiva
desfavoravel possibilita distribuicdo mais uniforme dos partos durante o ano e estas sao
menos sensiveis ao fotoperiodo em comparacdo a fémeas bubalinas multiparas
(CARVALHO, 2016).

Associacdo do GnRH com o d-cloporstenol como agentes indutor de ovulagdo
simultaneos ndo resultou em maximizacao da taxa de ovulagdo. Estudo com amplificacdo do
nimero de animais sd0 necessarios para avaliarmos as taxas de prenhez e concepcéo

utilizando o d-Cloprostenol como agente indutor de ovulagdo em novilhas bubalinas.



25

6. Conclusoes

A inducdo de ovulacdo em fémeas bubalinas nuliparas durante estacdo reprodutiva
desfavoravel € possivel, utilizando diferentes indutores de ovulagdo, e se evidenciou a
capacidade do d-Cloprostenol em induzir ovulagdo nesta espécie, associado ou ndo ao GnRH,
sendo gue em associacdo a0 GNnRH nédo houve maximizacao da taxa de ovulagdo. Contudo foi
observado maiores concentragdes séricas de progesterona no diestro inicial quando utilizada a

associagao de ambos os indutores de ovulagao.
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