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RESUMO

BARUSELLI, P.S. Sincronizacdo da ovulacdto com GnRH e
prostaglandina F,, para inseminagao artificial em tempo fixo em
bubalinos. [Synchronisation of ovulation using GnRH and prostaglandin F,
for timed insemination in buffalo]. Sdo Paulo, 2001. 99p. Tese (Livre
Docéncia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo.

Foram realizados 6 experimentos (Exp) para avaliar a eficiéncia da
sincronizagdo da ovulagdo para inseminacio artificial em tempo fixo (IATF) em
bubalinos. No Exp.1 foi acompanhada a dindmica folicular de 33 bufalas leiteiras
durante o tratamento com GnRH/PGF,,/GnRH. Os animais receberam 10ug (G1;
n=16) e 20pg (G2; n=17) de GnRH (Acetato de Buserelina=BUS) durante o periodo
pos-parto (62,616,2 dias) e, 7 dias mais tarde, PGF,,. Dois dias apds a aplicagio
de PGF,,, todos os animais receberam 10ug de GnRH, e a IATF ocorreu 16 horas
apés. Amostras de sangue foram colhidas para dosagem de progesterona.
Observou-se que 60,6% dos animais ovularam apos o 1° GnRH (G1=70,5% vs
G2=50,0%; P>0,05). Os animais que ovularam (60,6%) apresentaram diametro
folicular superior aos que ndo ovularam (9,5+1,7 vs 6,7+2,4mm; P<0,01). O
intervalo entre a 1% aplicagcdo de GnRH e a ovulag&o foi de 33,0+8,3h (n=20) e nao
foi influenciado pela dose de GnRH. As bufalas que ovularam ao 1° GnRH (n=20)
apresentaram niveis superiores de progesterona no dia da PGF,, (2,56+1,02 vs
1,26+0,82ng/ml; P<0,05). O intervalo entre o 2° GnRH e a ovulagdo foi de
32,0+5,7h, e os animais que ndo ovularam ap6s o 1° GnRH apresentaram intervalo
mais curto (22,2+10,4 vs 33,944,9h). Dos 33 animais, 25 (75,8%) apresentaram
ovulagbes sincronizadas (G2=82,3; G1=62,7%), 6 (18,2%) ovularam entre a PGF,,
e a 2° dose de GnRH, e 2 (6,0%) n3o ovularam. Os resultados demonstraram que
os bubalinos respondem ao tratamento com GnRH/PGF,,/GnRH. No Exp.2, 1053
bifalas leiteiras foram tratadas para IATF conforme o Exp.1. Estudaram-se os
efeitos da condigao corporal (CC; 1 a 5), ordem de partos (OP), periodo pos parto
(PPP), ordem da IA (OlA) e periodo da IA (estacdo favoravel, n=967; estacio
desfavoravel, n=86) sobre a taxa de concepgio (TC). A TC da estagio reprodutiva
favoravel foi superior (48,8%; n=967) a desfavoravel (6,9%; n=86). Observou-se
influéncia (P<0,05) da CC (< 3,0 = 31,4%a, n=223; 3,5 = 52,9%b, n=546; > 4,0 =
57,1%b, n=198) e da OP (primiparas; 35,5%; n=138 vs pluriparas; 51,0%; n=829)
na TC. O PPP (<60d, 50,9%, n=334; 61 a 100d, 48,2%, n=328; >101d, 47,2%,
n=305) e a OIA ndo interferiram na TC. Os dados demonstraram que é viavel a
utilizacdo da IATF em bubalinos. O Exp.3 objetivou avaliar a eficiéncia de dois
diferentes analogos de GnRH (BUS vs Lecirelina=LEC). As bufalas do G1 (n=132)
receberam 20pg de BUS IM e, 7 dias mais tarde, PGF,,. Dois dias apés a PGFo,,
os animais receberam 10pg de BUS, IM. No G2 (n=138) foi empregado o mesmo
protocolo, diferindo na 1" (50ug LEC) e na 3° (25ug LEC) doses hormonais.
Procedeu-se a IATF 16 horas apés 0 2° GnRH em ambos os grupos. Os animais
apresentaram TC semelhantes, de 47,0% (62/132) e de 50,0% (69/1 38),
respectivamente, para os G1 e G2 (P>0,05). Nao foi observado efeito da
propriedade (P>0,05) na TC. Os resultados demonstraram que é possivel utilizar
LEC para IATF, com resultados semelhantes aos obtidos com BUS. O Exp.4
objetivou avaliar a eficiéncia de diferentes doses de GnRH (BUS e LEC) na IATF.
Foram utilizadas 482 bufalas que receberam 20 ug (G1; n=84) e 10pg (G2; n=86)



de BUS IM e, 7 dias mais tarde, PGF,,. Dois dias apés a PGF,, os animais
receberam 10ug de BUS, IM. Os G3 e G4 foram tratadas seguindo o mesmo
protocolo, diferindo apenas no analogo de GnRH, (G3=50pg e G4=25pug de LEC
IM). Procedeu-se a IATF 16h apos o 2° GnRH. Os animais apresentaram TC
semelhantes, de 55,9(47/84), 52,3(45/86), 49,0(76/155) e de 48,4%(76/157),
respectivamente, para os Grupos 1, 2, 3 e 4 (P>0,05). Os resultados demonstraram
que é possivel utilizar reduzidas doses de BUS e de LEC no protocolo de IATF em
bubalinos. No Exp.5 procurou-se avaliar o efeito de reduzidas doses de PGF,, na
IATF. Empregou-se o protocolo descrito no G4 (Exp.4; 1° e 2° GnRH=25pg LEC).
No entanto, utilizaram-se reduzidas doses de PGF,, (D-cloprostenol sodico; G1, 75
ug, n= 125 vs G2, 150 ng, n= 137). Nao se verificou efeito da dose de PGF;,na TC
(G1, n=125, 48,0% vs G2, n=137, 40,9%). E possivel utilizar meia dose de PGFy,
para IATF em bubalinos. O Exp.6 teve como objetivo analisar o efeito da
administracdo de GnRH 7 dias antes do inicio do protocolo tradicional de IATF.
Empregaram-se 223 bufalas: G1 (n=109) recebeu 25ug de LEC, e o G2 (n=114) foi
tratado com solugcdo salina no dia -7. No dia O iniciou-se o tratamento para
sincronizacao da ovulacao (D0=25ug LEC, D7=PGF,,, D9=25ug LEC). Verificou-se
maiores TC em animais tratados com LEC 7 dias antes do inicio do protocolo de
sincronizacao para IATF (G1=56,0% vs G2=39,5%).

Unitermos: 1. Bdfalos, 2. Inseminagao artificial, 3. Sincronizacdo da ovulacio, 4.
GnRH, 5. Prostaglandinas



SUMMARY

BARUSELLI, P.S. Synchronisation of ovulation using GnRH and
prostaglandin F,, for timed insemination in buffalo. [Sincronizacao da
ovulacdo com GnRH e prostaglandina F,, para inseminacao artificial em
tempo fixo em bubalinos]. Sao Paulo, 2001. 99p. Tese (Livre Docéncia) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo.

Six experiments were realized to evaluate the efficacy of synchronization of
ovulation for timed artificial insemination (TAl) in buffalo. On Experiment 1 (Exp.1)
33 Murrah- buffalo cows had the follicular dynamics monitored by ultrasonography
during the GNRH/PGF,,/GnRH treatment. During the post-partum period (62.6 + 6.2
days), cows received 10pg (G1; n=16) or 20ng (G2; n=17) of GnRH
(Buserelin=BUS). A PGF,, was injected seven days later in all females and, 2 days
after this injection, 10pg of GhnRH was administered. TAl was performed 16 hours
after the second GnRH administration. Blood samples were obtained for
progesterone dosage. The ovulation rate was 60.6% after the first GnRH. There
were no differences between groups (G1=70.5 vs G2=50.0%). Females that
ovulated (60.6%) presented larger follicular diameter than those did not ovulate (9.5
+ 1.7 vs 6.7 + 2.4mm; P<0.01). The interval between first GnRH and ovulation was
33.0 =+ 8.3h (n=20) and was not influenced by GnRH dosage. The cows that
ovulated after the first GnRH (n=20) had higher plasmatic progesterone levels on
the day of PGF,, injection than those that did not ovulate (2.56 + 1.02 vs 1.26 + 0.82
ng/ml; P < 0.05). The interval between 2nd GnRH and ovulation was 32.0 + 5.7
hours, and the ovulation of animals that did not ovulate after the 1st GnRH occurred
earlier (22.2 + 10.4 h vs 33.9 + 4.9 h). Synchronized ovulations were detected in
75.8% (25/33) of all buffaloes (Group 2 = 82.3%; Group 1 = 62.7%). Six females
(18.2%) ovulated between PGF,, and the 2nd GnRH and two animals (6.0%) did not
ovulate. The results suggested that buffaloes respond to the GnRH/PGF,.,/GnRH
treatment. In Experiment 2, 1053 milk buffaloes of 6 farms received the same
treatment of Exp. 1 for TAl The effect of body condition score (BCS; 1 to 5 scale),
partum order (PO), post partum period (PPP), insemination order (IO) and
insemination season (reproductive season, n=967; out-season, n=86) on the
conception rate (CR) was evaluated. The CR during the reproductive season was
higher (48.8%; n=967) than out-season (6.9%; n=86). The BCS (< 3.0 = 31.4%a,
n=223; 3.5 = 52.9%b, n=546; > 4.0 = 57.1%b, n=198) and PO (primiparous; 35.5%;
n=138 vs pluriparous; 51.0%; n=829) influenced (P<0.05) the CR. The PPP (<60d,
50.9%, n=334; 61 to 100d, 48.2%, n=328; >101d, 47.2%, n=305) and 10 did not
interfere on CR. These data demonstrated that the TAIl is applicable in buffalo. The
objective of Experiment 3 was evaluate the efficacy of two different GnRH analogs
(BUS vs Lecirelin=LEC). Buffalo cows (G1; n=132) received 20pg of BUS IM and a
PGF,, 7 days later. All females were treated with 10ug of BUS, IM two days after
the PGF,, injection. In G2 (n=138) the same protocol was applied using 50 pg and
25 pg of LEC instead of BUS. TAIl was performed 16 hours after the 2nd GnRH
administration in both groups. The CR was similar (P>0.05) in G1 and G2 [47.0%
(62/132) and 50.0% (69/138), respectively]. There were no effect of farm on the CR
(P>0.05). The results suggested that LEC has equal efficiency as BUS in TAI in
buffalo. The Experiment 4 compared the efficiency of different dosage of GnRH
(BUS and LEC) for TAI. Buffaloes received 20 (G1; n=84) or 10ug (G2; n=86) of



BUS IM and 7 days later were injected with PGF,,. After 2 days all females received
10ug of BUS, IM. G3 and G4 were treated with the same protocol differing only in
the GnRH analog used (G3=50pg and G4=25ug of LEC IM). TAl was proceeded
16h after the 2nd GnRH. The females presented similar CR: 55.9(47/84),
52.3(45/86), 49.0(76/155) and 48.4%(76/157), respectively for Groups 1, 2, 3 e 4
(P>0.05). The results showed that reduced dosage of BUS and LEC are viable for
TAl in buffalo. In Experiment 5, the effect of reduced doses of PGF,, analog for TAl
in buffalo was evaluated. The protocol described for G4 (Exp. 4; 1st and 2nd
GnRH=25ng LEC) was used with reduced dosage of PGF,, analog (D-cloprostenol;
G1, 75 pg, n= 125 vs G2, 150 pg, n= 137). The CR did not differ between groups
(G1, n=125, 48.0% vs G2, n=137, 40.9%). The use of half dose of PGF,, is effective
for TAl in buffalo. The effect of administration of GnRH 7 days before the
GnRH/PGF,,/GnRH protocol for TAl was tested in Experiment 6. Buffaloes of G1
(n=109) received 25ug of LEC and of G2 (n=114) were treated with salin on Day -7.
On Day 0, the protocolo for synchronization of ovulation was initiated (D0=25ug
LEC, D7=PGF,,, D9=25ng LEC). The CR of animals treated with LEC 7 days before
the TAI protocol was higher than of the control group (G1=56.0% vs G2=39.5%).

Key words: 1. Buffalo, 2. Timed Artificial Insemination, 3. Synchronization of
ovulation, 4. GnRH, 5. Prostaglandins
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INTRODUGAO 10

Nos ultimos 50 anos a pecuaria progrediu significativamente, gracas
ao emprego de biotecnologias da reprodugédo pelos pecuaristas em todo o
mundo. O incremento da utilizagdo dessa ferramenta deve-se as pesquisas
voltadas aos mecanismos fisiolégicos que controlam os ovarios, com
especial énfase ao crescimento folicular, a qualidade dos oocitos e ao
desenvolvimento dos corpos lGteos. O conhecimento de tais aspectos
permitiu controlar precisamente o ciclo estral, garantindo maior eficiéncia a
utilizacdo da inseminagao artificial e da transferéncia de embrides.

No entanto, apesar dos esforgos de alguns grupos de estudiosos, 0s
conhecimentos sobre o emprego de biotecnologias da reproducao na
espécie bubalina ainda sao parcos, dificultando o acesso dos produtores a
técnicas reprodutivas que acelerem o melhoramento genético de seus
rebanhos.

Diferentes investigacbes tém demonstrado que os bubalinos
produzem eficientemente carne e leite, principalmente por sua capacidade
de converter forragens fibrosas e de baixa qualidade nutricional,
freqientemente encontradas em paises de clima tropical (VILLARES et al,
1979; NOGUEIRA et al., 1989a; NOGUEIRA et al., 1989b; BARUSELLI et
al., 1993; VILLARES, 1994; VELLOSO et al, 1994; VALE, 2000). Tais
qualidades fizeram com que o rebanho bubalino mundial apresentasse
crescimento numérico de 50% nos ultimos 28 anos. Esse crescimento foi
seguido de aumento de 200% na producdo de leite, que atinge na
atualidade 57 bilhdes de litros/ano - 10% do leite produzido no mundo —

(FAO, 1999). No Brasil, levantamento realizado recentemente pelo mesmo
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organismo (FAO, 1999) também aponta significativo aumento - da ordem de
1340% entre os anos de 1970 e 1998 - do rebanho bubalino. Esse
expressivo crescimento demonstra as possibilidades futuras da
bubalinocultura como atividade emergente no Brasil e no mundo. Assim, o
bafalo podera produzir cada vez mais carne e mais leite para suprir as
necessidades dos mercados nacional e internacional, contribuindo
grandemente para o atendimento da demanda proteica da humanidade.

No entanto, até o presente momento, o numero de bufalos
selecionados zootecnicamente para produgao de leite e de carne em nosso
pais ainda é pequeno. O Brasil possui bufalas que produzem 5200 litros de
leite por lactacdo, assim como animais comprovadamente ganhadores de
peso. Esse potencial genético deve ser multiplicado mais rapidamente com
o auxilio de biotecnologias da reprodugio, para que o rigor e a velocidade
da selegdo aumentem, os rebanhos sejam constituidos por animais de alto
valor genético-produtivo, e o intervalo entre geragoes seja reduzido.

A inseminacao artificial (IA) consagrou-se mundialmente, e provou
ser viavel técnica e economicamente para acelerar o ganho genético e o
retorno econémico da pecuaria. Mas, para que os indices reprodutivos com
a utilizacdo da IA sejam satisfatérios, € necessario compreender as
limitagbes do emprego dessa biotecnologia. H4, em todo o mundo, relatos
que indicam baixa taxa de servigo, principalmente em decorréncia de
comprometimentos na detecgdo do estro, que é um dos principais
obstaculos para a expansao da IA. Esses problemas sao ainda maiores em

rebanhos bubalinos, espécie que apresenta particularidades no
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comportamento reprodutivo. Por essa razdo, programas de inseminagao em
tempo fixo (IATF) — que ndo exigem a detecgdo do estro - colaboram
sobremaneira para a disseminagdo do emprego dessa ferramenta. Esses
protocolos contemplam a sincronizagéo da onda de crescimento folicular, a
fase luteinica e sua regressdo e o momento da ovulagdo, permitindo o
emprego da IA em tempo fixo.

O acompanhamento ultra-sonografico dos ovarios demonstrou ser
eficaz no estudo do comportamento da dinamica folicular durante o ciclo
estral e nos tratamentos de sincronizacdo do estro e da ovulagéo, o que
contribuiu notavelmente para melhorar a eficiéncia da inseminagéao artificial
em tempo fixo em bovinos. No entanto, nota-se que existem limitadas
informacdes cientificas sobre o emprego dessa biotecnologia em bubalinos.
Esses conhecimentos basicos servirdo para a maior compreensao da
fisiologia reprodutiva da espécie, possibilitando a orientacdo e a melhoria da
eficiéncia da técnica de inseminacao artificial em tempo fixo na espécie.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar os protocolos
de sincronizac¢ao da ovulagdo para inseminacao artificial em tempo fixo em
bubalinos, considerando os seguintes aspectos:

- aresposta folicular ao tratamento;

- a eficiéncia do tratamento a campo;

- a eficiéncia de diferentes protocolos quando utilizados a campo.



REVISAO DA LITERATURA

b o geie b s ione s REVISAODA LITERIEEES
s e S — e ——— e SRR e




REVISAO DA LITERATURA 13

21 ESTUDO DA FOLICULOGENESE

O crescimento folicular € um processo dindmico que se inicia no
ovério do feto (GINTHER et al., 1996). Os foliculos primordiais, presentes
no estroma ovariano, consistem em um pool de células achatadas, sem
zona pelucida, com pouca irrigagao sanguinea. O inicio do desenvolvimento
desses foliculos imaturos para foliculos primarios compreende a
modificacdo da morfologia das células da granulosa de achatadas para
cuboides, e o aumento do tamanho do odcito. A fase que compreende a
evolucao de foliculo primario a foliculo pré-antral ainda é pouco conhecida,
mas parece ser gonadotrofina independente (ROCHE ef al, 1998). Na
sequiéncia, as células da granulosa e da teca em proliferagdo adquirem
receptores para o FSH e para o LH, respectivamente. Assim, os foliculos
pré- antrais tornam-se responsivos ao FSH e ao LH, embora niao dependam
endocrinologicamente dessas gonodotrofinas como reguladoras do
crescimento. Dentre os muitos fatores que modulam o desenvolvimento
desses foliculos incluem-se os fatores mitéticos de crescimento, que
controlam a divisdo das células da granulosa e o crescimento do foliculo e
do od6cito (WANDJI ef al., 1996). No enfanto, a acao especifica e a natureza
do efeito em cascata desses fatores de crescimento, bem como as proteinas
ligadoras envolvidas no processo de crescimento dos foliculos pré-antrais

permanecem ainda desconhecidos (ROCHE et al., 1998).
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A formacao da cavidade antral ocorre quando o foliculo atinge de
200 a 400pm (FORTUNE 1994). Os foliculos antrais s&o responsivos ao
FSH, que estimula a proliferacdo das células da granulosa e,
conseqiientemente, aumenta a producdo de estradiol. Em bovinos, a taxa
estimada de crescimento dos foliculos antrais em estagio inicial é mais
lenta, e o aumento de seu diametro de 0,13 a 3,7mm demanda 34 dias. Ja
apo6s essa fase de desenvolvimento, os foliculos antrais de bovinos crescem
de 3 a 8mm de didametro em apenas oito dias (LUSSIER et al., 1987).

O advento da ultra-sonografia possibilitou compreender com maior
facilidade a dinamica dos foliculos, pois eliminou a necessidade de abater
os animais avaliados. Desta forma, os mais consistentes estudos sobre a
dinamica folicular foram realizados com a ultra-sonografia dos ovarios
(PIERSON e GINTHER, 1987c). A ultra-sonografia transretal aumentou a
precisdo das avaliagbes do desenvolvimento de foliculos antrais (>2mm)
pois monitora, de forma direta, nao invasiva, freqliente e acurada, a
dindmica in vivo dessas estruturas, mesmo quando localizadas no interior
.dos ovarios (GINTHER et al.,, 1996). Com a ultra-sonografia & possivel
identificar foliculos antrais com diametro cavitario aproximado de 2mm, mas
hd que se ressaltar que a precisdo do exame ultra-sonografico varia
conforme a resoluc¢ao do aparelho, a freqiiéncia da sonda e a habilidade do
operador, entre outros aspectos.

A ultra-sonografia ovariana permitiu demonstrar definitivamente a
existéncia de ondas de crescimento folicular durante os diferentes estagios

da vida reprodutiva (SAVIO et al, 1988; SIROIS e FORTUNE, 1988;
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GINTHER et al., 1989b; MAPLETOFT et al., 1994; THATCHER et al., 1999;
DRIANCOURT, 2000).

Em bovinos, a emergéncia de cada onda de crescimento folicular
estd associada aos picos endégenos de FSH (ADAMS et al.,, 1992a;
ROCHE et al., 1998). Estudos demonstraram essa relagiao durante o
periodo de estro - picos periovulatérios de FSH - (ROCHE e IRELAND,
1981); durante o ciclo estral (ADAMS et al., 1992b); no periodo poés-parto
(CROWE et al., 1998 e STAGG et al., 1998) e antes da puberdade (EVANS
et al., 1994).

Cada onda de crescimento folicular compreende trés fases. Na
primeira fase — de recrutamento -, um grupo de pequenos foliculos (de 3 a
4mm) inicia >o crescimento e atinge didametro médio aproximado de 5mm.
Essa fase estd temporariamente correlacionada ao aumento das
concentragoes sangliineas de FSH (ADAMS et al., 1992b). Depois da fase
de recrutamento — definida como fase de divergéncia no perfil de
crescimento do foliculo dominante em relagéo aos subordinados -, observa-
se coincidéncia com o decréscimo das concentragées de FSH. BAO et al.
(1997a, b) observaram que a selecio do foliculo dominante ocorre entre 36
e 48 horas ap6s o inicio da onda de crescimento folicular. Nesse momento,
a selecao folicular esta temporariamente relacionada a expressio do RNA
mensageiro nos receptores de LH (BAO ef al., 1997a, b). Assim, o primeiro
foliculo que adquire receptores para o LH nas células da granulosa é
recrutado para se tornar dominante, devido a possibilidade de resposta das

células da granulosa ao LH e ao FSH (BAO e GARVERICK, 1998).
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Morfologicamente, no momento da sele¢do o diametro do foliculo
selecionado é 2mm maior que o diametro dos foliculos subordinados. Sob
o ponto de vista endocrinolégico, o foliculo selecionado apresenta aumentos
na producdo de estrogenos e alteracbes na proporgcao intrafolicular de
estrogeno/progesterona (SUNDERLAND et al., 1994). Utilizando a ultra-
sonografia a cada 8 horas, GUINTHER et al. (1996) verificaram que o
foliculo recrutado como dominante atinge o diametro de 3mm seis horas
antes dos foliculos subordinados. Para esses autores, pode haver uma
hierarquia no desenvolvimento dos foliculos, mantida desde a emergéncia
até a dominancia.

A terceira fase de crescimento da onda folicular € a dominancia.
GUINTHER et al. (1989a) definiram a dominancia folicular como o
crescimento de uma estrutura que atinja didmetro minimo de 11mm,
excedendo o didmetro de todos os outros foliculos recrutados na mesma
onda de crescimento. Os foliculos recrutados que ndo foram selecionados
regressam, processo este denominado atresia. No periodo de dominancia, o
foliculo selecionado cresce continuamente até atingir a fase de platd.
Durante a fase de crescimento ocorre a inibicdo do crescimento de outros
foliculos. LUCY et al. (1992) constataram decréscimo no numero de foliculos
com diametro inferior a 9mm durante o periodo de dominancia. O fenédmeno
da dominéancia ainda nao esta completamente elucidado, mas ha indicios de
que o foliculo dominante secreta compostos que inibem o desenvolvimento
dos outros foliculos. KASTELIC et al. (1990b) verificaram que, em novilhas

ciclicas, a infusdo de fragbes protéicas do liquido folicular inibe o
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recrutamento de foliculos durante os primeiros 5 dias do ciclo estral.
LUSSIER et al. (1994), por sua vez, observaram que injegcdes de fluido
folicular reduzem as concentragdes circulatérias de FSH. Os estrégenos e
as inibinas também diminuem as concentragbes circulatérias de FSH e
blogueiam o crescimento folicular (IRELAND et al., 1994). Se o foliculo
dominante cresce durante a fase de diestro, as concentragdes sangiineas
de progesterona produzidas pelo corpo lateo (CL) inibem a secrec¢ao de LH,
limitando o desenvolvimento e a ovulagao do foliculo dominante, que entra
em processo de atresia. O foliculo dominante presente no momento da

regressao do corpo luteo sera o foliculo ovulatério (THATCHER et al,

1999).

2.2 ESTUDO DA DINAMICA FOLICULAR EM BUBALINOS

A literatura apresenta poucos trabalhos sobre a dindmica folicular em
bubalinos. Assim, foram implementados estudos que se utilizaram da ultra-
sonografia para definir os padroes de desenvolvimento dos foliculos dessa
espécie (BARUSELLI et al., 1997; BARUSELLI, 1997). Ha registros de que,
em fémeas bubalinas, o desenvolvimento dos foliculos durante o ciclo estral
ocorre em ondas, a semelhanga do que acontece com as fémeas bovinas
(SAVIO et al., 1988; SIROIS e FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989b;

KNOPF et al., 1989; DRIANCOURT, 1991; FORTUNE et al., 1991; ROCHE
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e BOLAND, 1991). BARUSELLI et al. (1997) observaram maior nimero de
bufalas (63,3%) com ciclos de duas ondas de crescimento folicular. Ja em
bovinos, ha controvérsias quanto ao nimero de ondas que se desenvolvem
durante o ciclo estral. Alguns autores constataram nimero de animais com
trés ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral (SAVIO et al,
1988; SIROIS e FORTUNE, 1988). Outros estudiosos relatam que, na
maioria dos bovinos, o ciclo estral apresenta duas ondas de crescimento
folicular por ciclo estral (GINTHER et al., 1989b; KNOPF et al., 1989).
- Contudo, todos concordam que o niumero de ondas de crescimento folicular
esta assbciado a duracao do ciclo estral. Em bufalas, BARUSELLI et al.
(1997) verificaram que animais com trés ondas de crescimento folicular
apresentam fase luteinica (10,40 + 2,11 vs 12,66 + 2,91 dias; P < 0,05),
intervalo inter ovulatério (22,27 + 0,89 vs 24,50 + 1,88 dias; P < 0,01) e ciclo
estral (21,84 + 1,01 vs 24,00 + 2,21 dias; P < 0,01) de maior duragao.

. Os mesmos autores (BARUSELLI ef al., 1997) constataram que, em
animais com trés ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral, o
diametro maximo dos foliculos da primeira onda foi significativamente maior
do que o didmetro maximo dos foliculos da segunda onda (1,33 + 0,18 vs
1,11 + 0,21 cm) e que o segundo foliculo dominante desenvolveu-se no
periodo em que os niveis de progesterona eram mais elevados. Resultados
semelhantes foram observados em bovinos por SIROIS e FORTUNE (1990);
BERGFELT et al. (1991) e FORTUNE (1993), o que demonstra a influéncia
dos niveis de progesterona na diminuicdo do didmetro maximo do segundo

“foliculo dominante durante a fase luteinica. Em trabalho publicado em 1994,
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BRUKE et al. demonstraram o efeito supressivo da progesterona no
crescimento folicular. E os resultados obtidos por ADAMS et al. (1992a)
também apontaram que, em ciclos de trés ondas de crescimento folicular, o
diametro maximo do foliculo dominante foi maior na primeira onda - que
estava sob niveis minimos de progesterona durante a fase de crescimento -,
que na segunda onda - a qual estava sob os niveis maximos de
progesterona durante a fase de crescimento.

No estudo de BARUSELLI et al. (1997), apenas uma bdufala
apresentou uma Unica onda de crescimento folicular, caracterizada por ciclo
estral de curta duragao (13 dias) e baixos niveis de progesterona. O ciclo
subsequiente desse mesmo animal, no entanto, teve duragdo normal (22
dias) e niveis compativeis de progesterona. Como a literatura registra a
presencga de ciclos com fases luteais de curta duracao durante o reinicio da
atividade ovariana no periodo p6s parto em bovinos (SAVIO et al., 1990;
PERRY et al., 1991; BRUKE et al.,, 1994) e em bubalinos (USMANI et al.,
1985; BARUSELLI et al., 1994a), e que esse fendbmeno estad associado a
ciclos de uma onda de crescimento folicular em bovinos (SIROIS;
FORTUNE, 1990), é possivel supor que esse ciclo esteja relacionado a uma
fase luteinica de curta duragdo no periodo pés-parto. Os trabalhos de
pesquisa tém demonstrado que os bubalinos apresentam rapido reinicio da

atividade ovariana ap6s o parto em condi¢cbées brasileiras (VALE et al.,

19xx). Em bufalas criadas no Vale do Ribeira-SP, verificou-se que a primeira

ovulagao ocorre 36,6 + 16,8 (17 a 87) dias ap6s o parto (BARUSELLI et al.,

1994a).
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Os resultados de BARUSELLI et al. (1997) nao demonstraram
diferencas significativas (P > 0,05) quanto ao didmetro maximo do primeiro
foliculo dominante e ao diametro maximo do foliculo ovulatério em os ciclos
de duas ondas (1,51 + 0,24 vs 1,55 + 0,16 cm) e em ciclos de trés ondas de
crescimento folicular (1,33 + 0,18 vs 1,34 + 0,13 cm). No entanto, diferencas
estatisticamente significativas foram constatadas quanto ao didmetro
maximo do primeiro foliculo dominante (1,51 + 0,24 vs 1,33 + 0,18 cm) e do
foliculo ovulatério (1,55 + 0,16 vs 1,34 + 0,13 cm), entre ciclos de duas e de
trés ondas de crescimento folicular. Também em bovinos GINTHER et al.
(1989b); BERGFELT ef al. (1991); ADAMS et al. (1992a) e FORTUNE
(1993) observaram que o didmetro maximo dos foliculos era inferior em -
ciclos com trés ondas de crescimento folicular. Desde que, as bufalas com
trés ondas de crescimento folicular apresentaram associag¢ao entre as altas
concentracoes de progesterona e o reduzido didmetro maximo dos foliculos,
pode-se supor que as concentracboes de progesterona também inibem o
crescimento folicular nessa espécie (BARUSELLI et al,, 1997). O diametro
maximo dos foliculos de bubalinos (BARUSELLI et al., 1997) é semelhante
ao que a literatura registra para Bos faurus (GINTHER et al., 1989a), no
entanto foi ligeiramente superior ao que BARROS et al. (1993) e RHODES
et al. (1995) encontraram em Bos indicus.

Em bdfalas com duas e trés ondas de crescimento folicular durante
o ciclo estral, os dias de inicio de desenvolvimento das ondas foliculares
sdao préoximos aos de bovinos (SIROIS e FORTUNE, 1990; FORTUNE,

1993). BARUSELLI et al. (1997) relatam que, em bufalas com trés ondas, a
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segunda onda folicular iniciou-se anteriormente a mesma onda em animais
com ciclos de duas ondas de crescimento folicular (9,30 + 1,25 vs 10,83 +
1,09 dias; P < 0,01), a semelhanca dos achados de FORTUNE (1993) em
bovinos, que observou que a fase de crescimento e a fase estatica do
primeiro foliculo dominante diferem entre si em ciclos de duas e de trés
ondas foliculares: o primeiro foliculo dominante cresce por um periodo mais
prolongado e atinge didmetros superiores em ciclos de duas ondas do que
naqueles de trés ondas de crescimento folicular.

Estudos realizados em bubalinos (BARUSELL! et al., 1997)
demonstram que ha grande variacdo no dia do inicio da segunda onda
folicular, quando analisados todos os animais em conjunto. Essa
variabilidade dificulta a padronizagao de esquemas de sincroﬁizagéo da
onda folicular para o emprego de biotecnologias. Ja o nimero de foliculos
recrutados por onda, entre as diferentes ondas do mesmo ciclo estral,
apresenta baixa variagdao individual (BARUSELLI et al, 1997). Tais
resultados concordam com a grande repetibilidade do recrutamento de
foliculos em cada onda folicular encontrada por BONI et al. (1997), o que
sugere que o numero de foliculos recrutados depende de fatores individuais.
Na literatura consultada, ndo foram encontradas informacgoes a respeito da
herdabilidade desta caracteristica, mas a selecido de bufalas com base no
numero de foliculos por onda é atrativa em decorréncia das correlacées
positivas entre o niumero de pequenos foliculos ao inicio -do tratamento
superovulatério e a resposta superovulatéria em bovinos (ROMERO et al.,

1991). E, em bubalinos, esse tipo de selegdo é ainda mais importante, pois
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estudos histolégicos dos ovarios demonstraram que a espécie tem menor
namero de foliculos (DANELL, 1987; LE VAN TY et al., 1989).

Os trabalhos voltados ao estudo da dinamica folicular durante o
ciclo estral em bubalinos demonstram que 1) a dinamica folicular dessa
espécie é similar a da espécie bovina; 2) ha maior freqiiéncia de ciclos de
duas ondas de crescimento folicular, embora tenham sido observados ciclos
de trés e de uma onda de crescimento folicular e 3) o nimero de ondas
foliculares durante o ciclo estral esta associado a duracéo da fase luteal e

do ciclo estral (BARUSELLI et al., 1997; BARUSELLI, 1997).

2.3 SINCRONIZ@(}IT\O DA OVULAGAO PARA
INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO.

O emprego da inseminagdo artificial em bovinos tem sido
amplamente estudado, e utilizado com sucesso em propriedades rurais de
todo o mundo, o que faz com que a melhoria genética dos rebanhos seja
mais rapida e eficiente. J& em bubalinos essa biotécnica tem sido pouco
empregada pelos criadores, em decorréncia das dificuldades para identificar
as manifestagdes estrais e 0 momento apropriado para a realizacao da IA.
A identificacdo do cio em bubalinos requer duas ou mais observacoes
diarias, ininterruptas, durante toda a estacao reprodutiva, e a detectacao do
inicio e do final do cio para realizar a inseminagao artificial no momento

mais apropriado (BARUSELLI, 2001). Os resultados obtidos com
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inseminacéo artificial baseada na detecgéo visual de cio demonstram média
de 51,8% de taxa de concepgdo a primeira, de 57,9% & segunda,
promovendo de 75% a 80% de taxa de prenhez a inseminac&o artificial do
rebanho ao final da estagdo reprodutiva (BARUSELLI, 1994a; BARNABE et
al., 1995a; BARNABE et al., 1995b; BARUSELLI et al., 1995; BARUSELLI,
1998), mas esses indices variam conforme o manejo geral da propriedade.

Além da dificuldade de detectar o cio em bubalinos, um dos fatores
que mais limitam o desempenho reprodutivo de rebanhos inseminados
artificialmente & a falha na detecgdo do estro pelo inseminador. O manejo
correto para a detecgao de cios requer continuas observagdes do rebanho,
e exige mao-de-obra qualificada, que detenha conhecimento especifico e
tenha reéponsabilidade. Rebanhos cuja deteccdo de cios tenha sido
realizada de maneira incorreta apresentam diminuicdo do desempenho
reprodutivo e conseqiiente aumento no periodo de servico e no intervalo
entre partos, acarretando sérios prejuizos ao criador (VALE, 1988; VALE,
1994; BARUSELLI, 2001).

Assim, protocolos que nao exigem a identificacdo de cios
contribuirdo para o incremento da utilizagdo da inseminacao artificial nos
rebanhos bubalinos, principalmente porque sao facilmente aplicaveis. Tais
protocolos objetivam sincronizar a inseminacao artificial e emprega-la em
todos os animais da propriedade - mesmo naqueles que nao estejam
manifestando estro ou ciclicidade -, o que promove o aumento do emprego

dessa ferramenta em rebanhos bubalinos, e permite que o melhoramento
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genético e o incremento da produtividade de carne e de leite sejam mais
rapidos e eficientes (BARUSELLI, 1999).

Para DRIANCOURT et al. (2000), a sincronizagdo do estro e da
ovulacdo depende do controle de alguns fatores importantes, como: 1)
prevencao do desenvolvimento de foliculos persistentes que contém odcitos
envelhecidos; 2) recrutamento da nova onda de crescimento folicular,
independentemente do estagio do ciclo estral; 3) manipulagao da fase

luteinica; 4) sincronizacgao precisa do futuro foliculo ovulatorio.

2.4 SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO COM GNRH/LH E

PROSTAGLANDINA F,, VISANDO A INSEMINAGAO
ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

A eficiéncia e a acuracia na detecgao do estro sdo os fatores que
mais influenciam o desempenho reprodutivo de rebanhos inseminados
artificialmente, sejam eles bovinos sejam eles bubalinos (DEJARNETTE et
al., 2001; BARUSELLI, 2001). A sincronizagdo da ovulagdo por métodos
hormonais permite que a inseminacao artificial seja realizada em tempo fixo,
e elimina a necessidade de observacdao de cio. Isso propicia grande
economia de mao-de-obra, e possibilita qué as inseminacboes sejam
agrupadas e programadas otimizando os trabalhos, realizados em dias

determinados (BARUSELLI, 1999).
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A prostaglandina e seus analogos foram amplamente empregados
para sincronizar as manifestagbes estrais quando da utilizagcado de
biotecnologias. A prostaglandina provoca a regressdao do corpo luteo
durante fase restrita do ciclo estral (diestro), quando o CL apresenta-se
responsivel a esse hormonio, com conseqiiente lutedlise e queda dos niveis
sangilliineos de progesterona. Esses eventos promovém as manifestacoes
de estro, seguidas de ovulacdo 2 a 5 dias ap6s o tratamento com
prostaglandina (NEBEL e JOBST, 1998). A responsividade do corpo luteo a
prostaglandina inicia-se no 5° dia do ciclo estral, aumenta até o 12° dia e
permanece em fase de platdé até o 17° dia, quando se inicia a regressao
espontanea causada pela liberagdao enddégena desse horménio (ODDE,
1990; LARISON e BALL, 1992). No momento em que ocorre a regressao do
corpo luteo, o foliculo dominante presente que nao iniciou a fase de
regressao e de atresia, sera o foliculo ovulatério (KASTELIC et al., 1990a).
KASTELIC e MAPLETOFT (1998) constataram que, quando o tratamento
com prostaglandina é realizado no 5° dia do ciclo estral - momento em que o
foliculo dominante da primeira onda ainda esta em fase de crescimento -, o
intervalo entre a aplicagdo e a ovulagédo é de 3 dias. Se o tratamento tem
inicio no 12° dia do ciclo estral - quando o foliculo dominante da segunda
onda encontra-se no inicio da fase de crescimento -, a ovulagdo ocorre 4,5
dias ap6s a aplicagdo. Bovinos tratados no 8° dia do ciclo estral
freqlientemente apresentam ovulagdo do foliculo dominante da primeira

onda folicular 4 dias ap6s a aplicagdo de prostaglandina. No entanto,



REVISAOC DA LITERATURA 26

ocasionalmente pode ocorrer a ovulagido do segundo foliculo dominante 6
dias apods o tratamento.

Também em bubalinos foi detectada variagdo na duracdo da
manifestacdo do estro (36 a 96 horas) ap6s a aplicacdo de prostaglandina
(BARUSELLI, 1994a). E, para estudar detalhadamente as variagbes do
estro e da ovulagao apds a aplicagdo de prostaglandina nessa espécie :
PORTO FILHO et al. (1999) realizaram experimento no qual acompanharam
a dinamica folicular de animais tratados em diferentes fases do ciclo estral.
Os animais foram divididos em dois grupos: o Grupo 1 recebeu
prostaglandina antes do Dia-10, e o Grupo 2 recebeu prostaglandina apés o
Dia-10 do ciclo estral. Os autores verificaram que a fase do ciclo estral na
--qual foi ministrada a prostaglandina interferiu no intervalo entre a aplicacao
e o inicio das manifestacées estrais e a ovulagdo (P < 0,01): bufalas
tratadas antes do dia 10 apresentaram menor intervalo de tempo (P<0,01)
para as manifestacdes do estro e da ovulagdo que aquelas tratadas apo6s o
dia 10 do ciclo estral (PGF,a-inicio do estro = 40,7 + 10,9h vs 56,7 + 12,8h e
PGF,a-ovulacdao = 70,0 + 11,3h vs 85,6 + 12,5h, respectivamente). Tais
resultados sugerem que, nos animais tratados no inicio do ciclo estral
ocorreu, provavelmente, a ovulacao do foliculo dominante da primeira onda,
presente no momento da aplicacao da prostaglandina.

As informacgbes até aqui arroladas demonstram que o sucesso da
aplicacao da prostaglandina depende da presenca do corpo lateo funcional
em fase especifica do ciclo estral (diestro). Observa-se, também, que o

estro e a ovulagao nao séo precisamente sincronizados devido a variacao
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do estagio de desenvolvimento folicular no momento da regressao do corpo
liteo, pois alguns animais apresentam atraso no desenvolvimento e na
maturacdo do foliculo ovulatério. Em fungdo dessa variagdo, faz-se
necessaria a deteccao das sintomatologias de estro apés o tratamento com
prostaglandina, para identificar o momento apropriado para a realizagao da
inseminacao artificial (STEVENSON et al,, 1999). Assim, protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo que utilizam somente prostaglandina
nao tém apresentado bons resultados (THATCHER et al., 1999).

Para viabilizar a inseminacgao artificial em tempo fixo em bovinos &
necessario diminuir a variagao do tempo de ovulagdo apés o tratamento
com prostaglandina. Assim, alguns estudiosos investigaram o emprego de
analogos do GnRH, seguido da aplicagdo de prostaglandina depois de 7
dias. O tratamento com GnRH em dias desconhecidos do ciclo estral
promove a ovulagdo do foliculo dominante presente no momento do
tratamento - desde que este esteja na fase de crescimento ou no inicio da
fase estatica -, ou provoca a atresia de foliculos que ndo apresentam
condi¢des de ovular, e uma nova onda de crescimento folicular ocorre 2 a 3
dias depois (PURSLEY et al, 1995, TWAGIRAMUNGU et al., 1995;
BODENSTEINER et al., 1996). WILTBANK (1997) constatou que foliculos
com 0,9 a 1,0cm de didmetro e na fase de crescimento ovulam mesmo na
presenca de corpo Iuteo funcional, com altos niveis de progesterona.
Verificou, também, que foliculos que nao ovulam apresentam luteinizacao.
Em outro experimento, PURSLEY et al. (1995) detectaram ovulacido em 18

de 20 vacas (90%), e em 13 de 24 novilhas (54%) que receberam GnRH,
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independentemente da fase do ciclo estral em que se realizou o tratamento.
Os autores nao recomendam o emprego da sincronizagdo da ovulagdo com
GnRH/PGF,,/GnRH em novilhas pois estas apresentam baixa resposta
ovulatéria ao GnRH, e porque a auséncia de ovulagdo ndo sincroniza o
desenvolvimento de uma nova onda de crescimento folicular.

Gragas a alta taxa de ovulagdo apds o tratamento com GnRH,
poucos animais apresentam cio entre a primeira aplicagdo de GnRH e a
aplicacdo de prostaglandina, em virtude da formagdo de corpo luteo que
produz progesterona. Entretanto, apés a aplicagcao da prostaglandina, 60 a
70% dos animais tratados manifestam cio em 4 dias (TWAGIRAMUNGU et
al., 1995).

PURSLEY et al. (1995) demonstraram que a sincronizagao do estro,
e em particular da ovulacao, pode ser consideravelmente aumentada com
uma segunda dose de GnRH 36-48 horas apés a aplicagdo de
prostaglandina. Essa segunda aplicagdo de GnRH colabora com a eficiéncia
da inseminagdo em tempo fixo, realizada de 16 a 24 horas apos, pois
sincroniza a ovulacdao em curto periodo de tempo. Em bovinos, BARUSELLI
et al. (2000) verificaram que animais tratados com o protocolo “Ovsynch”
apresentam maior taxa de ovulacdo apos a administracdo de PGF,, (74,3%;
26/35) que aqueles tratados com dose unica de PGF,, (58,8%; 20/34).
Apesar dessa maior taxa de ovulacdo, foram detectadas em estro apenas

22,9% (8/35) do grupo “Ovsynch”, contra 64,7% (22/34) das novilhas do

grupo prostaglandina (P<0,01).
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Estudando a dinamica folicular durante o tratamento “Ovsynch’,
PURSLEY et al. (1995) verificaram que, apos a aplicagdo da primeira dose
de GnRH ocorreram a ovulagdo e o inicio da nova onda de crescimento
folicular, o que resultou na presenga de foliculo dominante ap6s 7 dias, no
dia da aplicacdo da prostaglandina. A lutedlise provocada pela
prostaglandina fez com que todos os animais tratados ovulassem entre 24 e
32 horas ap6s a segunda dose de GnRH. Esses resultados demonstram a
grande eficiéncia do método “Ovsynch” na sincronizagdo da ovulagao em
bovinos.

VASCONCELOS (1998) obteve 64% de taxa de ovulacado apos a
primeira aplicagao de GnRH em 156 vacas Holandesas tratadas em
diferentes periodos do ciclo estral. O autor observou variagao das taxaé de
ovulagdo conforme a época do ciclo estral em que as fémeas foram
tratadas, com menores indices nos animais que se encontravam entre os
dias 1 e 4 (23%), e maiores taxas naqueles que estavam entre os dias 5 e 9
(96%). J4, as taxas de ovulagdo ap6s a segunda dose de GnRH (87%) nao
foram influenciadas pela fase do ciclo estral, mas variaram (P < 0,01) de
acordo com a resposta a primeira aplicagdo do horménio (92% quando
houve ovulacdo e 79% quando nao houve ovulagao). Foram observadas
ovulacbes entre a aplicacao de prostaglandina e a segunda dose de GnRH
(6%), e 7% dos animais nao ovularam decorridas 48 horas da aplicacao da
segunda dose de GnRH.

VASCONCELOS et al. (1999); GEARY et al. (2000) e DEJARNETTE

et al. (2001) verificaram que a resposta folicular ao primeiro GnRH
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influencia a eficiéncia da sincronizagdo da ovulagdo. Animais que nao
respondem ao tratamento e que se encontram no final da fase de diestro,
manifestam o estro e a ovulacdo prematuramente, e representam,
tipicamente, de 8 a 10% dos animais tratados. Animais com estro e
ovulacdo prematuros, quando inseminados em tempo fixo, apresentam
baixas taxas de concepcdo. Esse fendomeno ja foi relatado em bovinos de
leite e em bovinos de corte (GEARY et al, 2000; DEJARNETTE et al,
2001).

A taxa de concepcido de fémeas bovinas sincronizadas pelo
protocolo “Ovsynch” e inseminadas artificialmente em tempo fixo apresenta
variagbes de 26 a 55% (PURSLEY et al., 1995; PURSLEY et al., 1997b;
VASCONCELOS, 1998). PURSLEY et al. (1997a) encontraram maiores
taxas de prenhez aos 60 dias pos-parto em animais tratados com o método
“Ovsynch” que naqueles do grupo controle (37 vs 5%; P < 0,01). Os
mesmos resultados foram observados aos 100 dias pos-parto (53 vs 35%; P
< 0,01), o que demonstra diminuicao do periodo de servico em animais que
receberam o tratamento.

Comparando a eficiéncia entre tratamentos hormonais que
utilizavam GnRH ou hCG na ultima aplicagcdo do protocolo “Ovsynch”,
SCHMITT et al. (1996) verificaram taxa de prenhez superior nas novilhas
tratadas com hCG (52,9% vs 45,5%), embora essa diferenca nao tenha tido
significancia estatistica. Os autores verificaram que o emprego do hCG
reduziu significativamente os ciclos estrais de curta duragcao (<16 dias) apés

a inseminacao (6,0% vs 15,5%). Essa redugao ocorre porque o CL originado
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de ovulacdo induzida pelo GnRH tem capacidade reduzida de secretar
progesterona. Confirmando tais resultados, estudo recente em novilhas Bos
indicus x Bos taurus (MARQUES et al., 2001) demonstrou que o hCG
promove ovulagdo e formagdo de CL acessério com didmetro superior, e
que produz maiores concentracdes de progesterona que o GnRH.

De acordo com MARTINEZ et al. (1999), a aplicagdo de LH
apresenta melhores taxas de ovulagdo que o tratamento com GnRH (78 vs.
56%, respectivamente). Avaliando o efeito da dose de LH em bovinos,
OSWALD et al. (2000) nao encontraram diferengcas nas taxas de ovulacao
quando da aplicagao de 5mg (83,3%), de 10mg (66,6%) e de 25mg (83,3%)
48 horas ap6s a administragao de PGF,,. Esses resultados indicam que é
possivel melhorar a eficiéncia da sincronizagdo da ovulagdo com a
aplicacdo exdgena de LH em bovinos. BERBER ef al. (2001) avaliaram a
eficiéncia a campo da sincronizagdo da ovulagao para inseminacao artificial
em tempo fixo com GNRH e com LH. Para tanto, sincronizaram e
inseminaram 305 bufalas (Grupo GnRH, n=154; Grupo LH, n=151), que
receberam 20pug de GnRH (Acetado de buserelina) durante o periodo pos-
parto, e prostaglandina sete dias depois. Dois dias ap6és a aplicacdo da
prostaglandina, as bufalas receberam 10ug de GnRH (Grupo GnRH) ou
12,5mg de LH (Grupo LH). Os animais apresentaram taxas de concepg¢ao de
56,49% (n=154) e de 64,24% (n=151) para os Grupo GnRH e LH,
respectivamente (P>0,05).

Também em zebuinos a resposta ao protocolo “Ovsynch” foi

avaliada (BARROS, 2000; BARUSELLI et al, 2001). Na investigacao
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realizada por BARROS (2000), os animais foram tratados com GnRH em
diferentes estagios - aleatoriamente escolhidos - do ciclo estral e, sete dias
mais tarde, receberam PGF,,. Vinte e quatro horas apds a administracéao de
PGF,,, todos os animais receberam nova aplicagdo de GnRH. Cerca de 20
a 24 horas apdés a segunda dose de GnRH todas as vacas foram
inseminadas artificialmente, sem observagéo do cio (dia 09). Esse protocolo
foi testado em vacas lactantes (60 a 90 dias po6s-parto) e em vacas nao
lactantes. As taxas de prenhez ap6s uma unica IA em tempo fixo foram de
47 7% e 44,9%, respectivamente, para vacas lactantes e nao lactantes. E
importante destacar que as vacas Nelore utilizadas nos protocolos acima
descritos estavam ciclando (corpo liteo detectado por palpacdo retal ou
ultra-sonografia). Quando os protocolos foram testados em vacas em>
anestro, as taxas de prenhez foram bem mais baixas: 14,9% em 67 vacas
tratadas, o que indica que tais tratamentos nao sao efetivos em animais em
anestro, e devem ser utilizados somente em vacas que estejam ciclando.
SANTOS et al. (2001) verificaram taxa de regressdao do CL ao
tratamento com Cloprostenol sédico e D-Cloprostenol de 82,5% e de 85,7%,
respectivamente, para animais tratados com o protocolo “Ovsynch”.
BARROS (2000) avaliou o uso de metade da dose de prostaglandina em
fémeas bovinas sincronizadas com o protocolo GnRH/PGF,,/BE. O
experimento resultou em taxa de prenhez similar aquela obtida com a dose
integral, o que levou o autor a recomendar o emprego de meia dose de
prostaglandina no protocolo de sincronizacdo da ovulagdo para

inseminagao artificial em tempo fixo em bovinos. Também em bubalinos foi
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constatado que reduzidas doses de prostaglandina sao eficientes para
provocar a lutedlise e para induzir o estro e a ovulagado (CHOHAN, 1998).

Para analisar a eficacia de reduzidas doses de GnRH no protocolo
de sincronizacdo da inseminagédo artificial em tempo fixo, FRICKE et al.
(1998) compararam animais tratados com 50ug e com 100pg de GnRH
(Gonadorelina). Os resultados demonstraram que a diminuigdao da doses de
GnRH reduz os custos por prenhez, sem comprometer a eficiéncia do
protocolo de sincronizacdo. SANTOS ef al. (2001) também constataram que
a diminuicdo nas doses de GnRH reduz os custos sem comprometer a
eficacia do protocolo.

Alguns estudos tém demonstrado que o protocolo “Ovsynch” pode
apresentar baixa eficiéncia em vacas zebuinas lactantes criadas a campo
(BARROS, 2000; BARUSELLI et al., 2001). Esses trabalhos indicam a
utilizagdo desse protocolo somente em rebanhos com altas taxas de
ciclicidade, nem sempre encontradas em propriedades produtoras de carne
e leite nos tropicos, que possuem rebanhos predominantemente zebuinos.

Investigagbes sobre a utilizagdo do método “Ovsynch” em bovinos
demonstram eficiéncia na sincronizagao da ovulagao e satisfatorias taxas de
gestacao dos rebanho inseminados, sem a necessidade de detecgao de cio.
Entretanto, a literatura mundial € pobre em estudos voltados ao emprego da
sincronizacdo de ovulagdo com GnRH/PGF,,/GnRH para inseminacio

artificial em tempo fixo na espécie bubalina.
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34 EXPERIMENTO 1 - ESTUDO DA DINAMICA FOLICULAR
DURANTE O TRATAMENTO DE SINCRONIZAGCAO DA
OVULAGAO PARA INSEMINAGCAO ARTIFICIAL EM
TEMPO FIXO EM BUBALINOS

3.1.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Foram utilizadas 33 bufalas da raga Murrah, com idades entre trés e
dez anos, pertencentes a Fazenda Barra do Campinzal, localizada no
Municipio de Registro, Estado de Sao Paulo (latitude 24°47’S; longitude
47°43'W), no decorrer do primeiro semestre de 1998.

Durante o experimento, os animais foram mantidos a pasto
(Brachiaria decumbens), de acordo com a disponibilidade de forragens. As
bufalas foram ordenhadas todos os dias pela manha, entre 5h00 e 7h00, na
presenga dos bezerros, para facilitar a retirada do leite. Os bezerros
permaneciam com as maes apos a ordenha, eram delas separados as
12h00 e mantidos no bezerreiro durante o restante do dia e a noite, até a
ordenha do préximo dia.

A mineralizagdo do rebanho foi feita com misturas comerciais, e
disponibilizada aos animais em cochos cobertos existentes nos pastos e no
estabulo, durante todo o ano.

Os animais foram vacinados contra brucelose, febre aftosa e
carbinculo e, anualmente, eram realizados exames para controle de

brucelose e tuberculose.
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3.1.2 MANEJO REPRODUTIVO

Ap6s o parto, o lote experimental permaneceu sem a presenca de
touros, para evitar coberturas indesejaveis. Os partos das bufalas tiveram
inicio em fevereiro, e o comeco do tratamento ocorreu 65,6 + 6,2 dias apds
os partos. O estudo foi realizado durante a estagéo reprodutiva favoravel da
espécie (BARUSELLI, 1993). Os animais apresentavam, ao inicio do

tratamento, boa condigao corporal (=3,0; escala de 1 a 5).

3.1.3 PROTOCOLO PARA SINCRONIZAGAO DA OVULACAO

Todos os animais foram tratados em diferentes dias -
aleatoriamente escolhidos - do periodo pos-parto. Os animais do Grupo 1
(n=16) receberam 10ug de GnRH (Acetato de buserelina, Conceptal®) e, 7
dias mais tarde, foram aplicados 15mg de prostaglandina (Luprostiol,
Prosolvin®). Dois dias apés a aplicagdo da prostaglandina os animais
receberam 10ug de GnRH, sendo inseminados ap6s 16 horas. As bufalas
do Grupo 2 receberam o mesmo tratamento daquelas do Grupo 1, com
diferenca apenas na primeira dose de GnRH (20 ng, Acetato de buserelina,

Conceptal®; Figura 1).
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1° GnRH PGF2, 2° GnRH
Grupo 1: 20 pg de Ac. de buserelina® (15mgde (10 pg de Acetato de LA.
Grupo 2: 10 pg de Ac. de buserelina luprostiol buserelina)
<4+—>
1 | | ]
|| ] ] ] }
Dia 0 Dia7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 1. Esquema empregado para a sincronizagdo da ovulagao e a
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos (*Conceptal®,
Hoescht Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil;
Prosolvin®, Intervet, Curitiba, Brasil).

31.4 EXAMES ULTRA-SONOGRAFICOS

Para avaliacdo da dinamica folicular durante o tratamento, as
bufalas foram submetidas a exames ultra-sonograficos por via transretal. Os
exames foram realizados de 12 em 12 horas, durante 48 horas, para
verificar a resposta ovariana apés a primeira aplicacdo de GnRH. Também
foram realizadas avaliagdes no dia da aplicagdo da prostaglandina, e de 6
em 6 horas ap6s a segunda aplicacdo de GnRH, para observar o momento
da ovulacao. Foi utilizado aparelho de ultra-som' com transdutor linear de 5
e 7,5MHZ, acoplado a impressoraz; os exames foram realizados pelo mesmo
operador, para reduzir a possibilidade de erros. O transdutor foi introduzido

no reto apods a retirada das fezes, e era movimentado sobre a superficie do

" PIE MEDICAL 480, Maastricht, Holanda
2 MITSUBISHI, Video Printer, P66
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trato reprodutivo e deslocado lateralmente para exame dos ovarios. A
imagem adequada foi congelada no monitor, para determinar o tamanho do
foliculo e registrar suas dimensoes. Para acompanhamento da dinamica
folicular, foram desenhados diagramas com a posicao dos foliculos nos
ovarios, € o maximo de foliculos maiores que 3mm de diametro foi
registrado. O desaparecimento dos foliculos anteriormente identificados (>

10mm) indicou a ocorréncia da ovulagédo (NASSER et al., 1993).

3.1.5 COLHEITA DE SANGUE PARA DOSAGEM HORMONAL

No momento de.cada aplicagdo hormonal (DO, D7 e D9) foram
coletadas amostras de sangue da veia jugular. O sangue foi centrifugado
para obtencdo da fragao plasmatica, e imediatamente acondicionado em
tubos plasticos identificados e congelados a -20°C para posterior dosagem
hormonal. As amostras foram colhidas com a finalidade de avaliar as
concentragcées de progesterona na primeira aplicagédo de GnRH, na
aplicacao da prostaglandina e na ultima aplicagéo de GnRH. Para a analise
hormonal foi utilizado teste comercial de radioimunoensaio (DPC, Diagnostic
Products Coorporation, Los Angeles, USA). Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugao
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade

de Sao Paulo (FMVZ/USP), localizado em Sao Paulo-SP.
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32 EXPERIMENTO 2 - AVALIAGAO DA EFICIENCIA A
CAMPO DO PROTOCOLO DE SINCRONIZAGAO DA
OVULAGAO PARA INSEMINAGAO EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

3.2.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado na regido sudeste do Brasil, durante as
estacdes reprodutivas favoravel (outono e inverno) e desfavoravel
(primavera e verdo), nos anos de 1998 e 1999. Para esse estudo foram
utilizadas 1053 bafalas leiteiras pertencentes a seis propriedades rurais do
Vale do Ribeira que participam do programa de IA em bubalinos coordenado
pelo Departamento de Reprodugdo Animal (VRA) da FMVZ/USP, e a uma
do municipio de Dourado (Fazenda Santa Elisa), todas no Estado de Séo
Paulo.

O manejo nutricional, sanitario e de produgao de leite foi realizado

semelhantemente ao descrito no Experimento 1.

3.2.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

Todos os animais foram tratados em diferentes dias - aleatoriamente

escolhidos - do periodo pés-parto (>40 dias). Os animais receberam 20ug
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de GnRH (Acetato de buserelina, Conceptal®) e, 7 dias mais tarde, foram
aplicados 15mg de prostaglandina (Luprostiol, Prosolvin®). Dois dias ap6s a
aplicacdo da prostaglandina, os animais receberam 10pg de GnRH (Acetato
de buserelina). A inseminagao artificial foi efetuada em tempo fixo, sem
serem consideradas as manifestagées de estro, 16 horas apds a ultima

aplicacdo de GnRH (Figura 2).

1° GnRH PGF,, 2° GnRH
(20 pg de Acetato de (15 mg de (10 pg de Acetato LA
buserelina)® Luprostiol) de buserelina) =

! ! b o

<+“——>
1 1 1 1
1 i ] T >
Dia 0 Dia7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 2. Esquema empregado para a sincronizagdo da ovulagao e a
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos (?*Conceptal®,

Hoescht Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil;
®Prosolvin®, Intervet, Curitiba, Brasil)

Para a inseminacgao artificial foram utilizadas partidas de sémen,
analisadas e aprovadas conforme as normas do Colégio Brasileiro de
Reproducgao Animal (1998).

Nesse experimento foi estudada a influéncia de fatores ligados a
condicao corporal ao inicio do tratamento (escala de 1 a 5; HOUGHTON et
al., 1990), a ordem de partos, ao periodo pés parto ao inicio do tratamento,

a ordem de inseminagao e a época da inseminacgao (estacdo reprodutiva
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favoravel - marco a agosto - e estacao reprodutiva desfavoravel — setembro
a dezembro), sobre a taxa de concepgao.

O diagnéstico de gestacdo foi efetuado trinta dias apés as
inseminacdes, por meio de ultra-sonografia, com um transdutor linear de

5,0MHz.

3.3 EXPERIMENTO 3 - AVALIAGAO DA EFICACIA DA
LECIRELINA PARA A SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO
E INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

3.3.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Nesse experimento foram empregadas 270 bufalas com periodo
pos-parto entre 40 e 90 dias, pertencentes a duas fazendas localizadas nos
estados de Sao Paulo (Fazenda A, n=143, Fazenda Santa Elisa, municipio
de Dourado) e de Mato Grosso do Sul (Fazenda B, n=127, Fazenda Santo
Antdnio, municipio de Nova Andradina). Os animais foram mantidos em
pastagens de Brachiaria decumbens e receberam sal mineralizado como
Gnica suplementacdo. O manejo sanitario e de producdo de leite foi
realizado semelhantemente ao descrito no Experimento 1.

Em cada propriedade os animais foram subdivididos em dois

grupos, de acordo com a condig¢ao corporal e o periodo pos-parto.
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3.3.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

A sincronizacao da ovulagdo foi realizada com duas aplicagoes
intramusculares (IM) de um agonista de GnRH, com intervalo de nove dias
entre a primeira e a segunda. Nos animais do Grupo 1 (n=132), o agonista
de GnRH empregado foi o Acetato de Buserelina (doses de 20 e 10ug para
a primeira e a segunda aplicagcdo, respectivamente), enquanto que nos
animais do Grupo 2 (n=138), o agonista de GnRH utilizado foi a Lecirelina
(50 e 25ug para a primeira e a segunda aplicagédo, respectivamente). Em
ambos os grupos, sete dias apdés a primeira aplicacdo de GnRH foram
administrados 15mg de prostaglandina (Luprostiol). A inseminagao artificial
foi efetuada em tempo fixo, sem considerar as manifestagdes de estro, 16

horas ap6s a tltima aplicagao de GnRH (Figura 3).

1° GnRH PGF;, 2° GnRH
Grupo 1: 20 pg de Buserelina® (15mg deC Grupo 1: 10 ug de Buserelina
Grupo 2: 50 pg de Lecirelina® Luprostiol) Grupo 2: 25 ug de Lecirelina
LA.
16 h
l l
| 1 | |
| ] ] ] >
Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 3. Esquema empregado para a sincronizagdo da ovulagao e a
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos (*Conceptal®,
Hoescht Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil; "Gestran-

Plus®, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil; °Prosolvin®, Intervet,
Curitiba, Brasil).
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Para a inseminagao artificial foram utilizadas partidas de sémen,
analisadas e aprovadas conforme as normas do Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (1998). As partidas de sémen foram divididas
uniformemente entre os grupos, para evitar possiveis interferéncias delas
sobre a eficiéncia dos tratamentos. Além disso, as inseminagoes artificiais
foram realizadas pelo mesmo técnico, para diminuir eventuais discrepancias
decorrentes do inseminador sobre o tratamento.

O diagnéstico de gestagido foi efetuado trinta dias apos as
inseminagées, por meio de ultra-sonografia, com transdutor linear de

5,0MHz.

3.4 EXPERIMENTO 4 - ADEQUACAO DAS DOSES DE
AGONISTAS DE GnRH (ACETATO DE BUSERELINA E
LECIRELINA) DURANTE O PROTOCOLO DE
SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

3.4.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Foram utilizadas 482 bufalas da raga Murrah, com idades entre 3 e
10 anos, pertencentes a quatro propriedades localizadas no Vale do Ribeira
que participam do programa de IA em bubalinos coordenado pelo VRA da

FMVZ/USP, e a uma propriedade localizada no municipio de Dourado
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(Fazenda Santa Elisa), Estado de Sao Paulo, no decorrer do primeiro
semestre de 2000.

O manejo nutricional, sanitario e de produgao de leite foi realizado
de semelhantemente ao descrito no Experimento 1.

Em cada propriedade as bufalas foram divididas em 2 grupos
experimentais, de acordo com o agonista de GnRH adotado: Acetato de
Buserelina e Lecirelina. Cada um dos dois grupos foi subdividido em outros
dois grupos, de acordo com as doses que receberam dos diferentes
analogos do GnRH. Assim, os Grupos 1 e 2 receberam diferentes doses de
Acetato de Buserelina, e os Grupos 3 e 4 receberam diferentes doses de
Lecirelina. Para a formagdo dos grupos foram considerados a condicao

corporal e o periodo pos-parto.

3.4.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

Os animais do Grupo 1 (n=84) e do Grupo 2 (n=86) receberam, em
diferentes dias do periodo pés-parto (>40 dias), 20pg e 10pg de Acetato de
Buserelina IM (Conceptal®), respectivamente. Sete dias mais tarde, foram
tratados com 150ug de prostaglandina (D-Cloprostenol sodico, Preloban®).
Dois dias apos a administracdo da prostaglandina, as bufalas receberam

10pg de Acetato de Buserelina, IM. A inseminagao artificial em tempo fixo foi
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realizada 16 horas ap6s a terceira administragdo hormonal em ambos os

grupos (Figura 4).

e Bufalas tratadas com diferentes doses de Acetato de Buserelina

1° GnRH PGF2, 2° GnRH
Grupo 1: 20 ug de Buserelina® (150 ng de D- Grupo 1: 10 ug de Buserelina
Grupo 2: 10 ng de Buserelina clorprostenol)® Grupo 2: 10 pg de Buserelina
LA.
16 h
l l
| | | 1
i ¥ ] ] >
Dia 0 Dia7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 4. Esquema empregado para a sincronizagdo da ovulagdo e a
inseminacéo artificial em tempo fixo em bubalinos (?*Conceptal®,
Hoescht Roussel Veterinaria S.A, S3o Paulo, Brasil: °Preloban®,
Hoescht Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil)

As fémeas do Grupo 3 (n=155) e do Grupo 4 (n=157) foram tratadas
seguindo o mesmo protocolo, mas o analogo do GnRH utilizado foi a
Lecirelina (Gestran-plus®), nas dosagens de 50ug (Grupo 3) e de 25ug
(Grupo 4) na primeira e na segunda aplicagdo. A inseminacao artificial em
tempo fixo foi realizada 16 horas ap6s a terceira administragiao hormonal em
ambos os grupos (Figura 5). Para a inseminacao artificial foram empregados
os mesmos cuidados descritos no Experimento 3. O diagnéstico de

gestacao foi efetuado trinta dias ap6s as inseminagées, por meio de ultra-

sonografia, com um transdutor linear de 5,0MHz.
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° Btifalas tratadas com diferentes doses de Lecirelina

1° GnRH PGE 2° GnRH
Grupo 3: 50 pg de Lecirelina® (150 g é; D Grupo 1: 25 ug de Lecirelina
Grupo 4: 25 pg de Lecirelina clopratendh Grupo 2: 25 ug de Lecirelina
LA.
16 h
] | | i
i L} | | | ] >
Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 5. Esquema empregado para a sincronizacdo da ovulagado e a
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos (*Gestran-
Plus®, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil; ’Preloban®, Hoescht
Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil).

3.5 EXPERIMENTO 5 - REDUGAO DA DOSE DE
PROSTAGLANDINA F,, NO TRATAMENTO DE
SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

3.5.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em cinco propriedades do Vale do
Ribeira que participam do programa de IA em bubalinos coordenado pelo
VRA da FMVZ/USP, em uma propriedade do municipio de Dourado

(Fazenda Santa Elisa), e em uma propriedade do municipio de Sio Carlos



MATERIAL E METODO 46

(Fazenda Betel), todas localizadas no Estado de Sao Paulo, no decorrer do
primeiro semestre de 2001 (estagdo reprodutiva favoravel da espécie).
Foram utilizadas 262 bufalas Murrah, com periodo pos-parto superior a 40
dias. Os animais foram padronizados pelo escore corporal, ordem de partos
e periodo poés-parto, e inseminados artificialmente pelo mesmo técnico, para
evitar variabilidade nos resultados.

O manejo nutricional, sanitario e de produgao de leite foi realizado

de acordo com o descrito no Experimento 1.

3.5.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

Os animais do Grupo 1 (n=125) receberam 25ug de GnRH, IM
(Lecirelina, Gestran-plus®) e, ap6s sete dias, receberam 75ug de
prostaglandina F,,, IM (D-Cloprotenol sédico, Preloban®). Dois dias apés a
aplicacao da PGF,, esses animais receberam 25ug de GnRH, IM
(Lecirelina). Os animais do Grupo 2 (n=137) receberam o mesmo
tratamento, a excecdo da dose de de prostaglandina (150ug de D-
Cloprotenol sddico, Preloban®). A inseminagéo artificial em tempo fixo foi

realizada 16 horas apés a terceira administragdo hormonal em ambos os

grupos (Figura 6).
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1° GnRH PGF,. 2° GnRH E
(25 ug de Lecirelina)® Grupo 1: 75 pg de D-Cloprostenol® (25 pg de Lecirelina)
Grupo 2: 150 pg de D-Cloprostenol

| | L)

I L L I

1 T I —>
Dia 0 Dia7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 6. Esquema empregado para a sincronizacéo da ovulagcdo e a
inseminagdo artificial em tempo fixo em bubalinos (*Gestran-
Plus®, Tecnopec, Sado Paulo, Brasil; bPreloban®, Hoescht
Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil).

Para a inseminagao artificial foram adotados os mesmos cuidados
do Experimento 3. O diagnéstico de gestacao foi efetuado trinta dias apos
as inseminagdes, por meio de ultra-sonografia, com um transdutor linear de

5,0MHz.

3.5.3 COLHEITA DE SANGUE PARA DOSAGEM HORMONAL

Durante o protocolo de sincronizagdo da ovulagdo foram colhidas
amostras de sangue da veia jugular dos animais no momento da aplicagao
da prostaglandina (Dia 7) e da segunda administracdo do GnRH (Dia 9).

Para tanto, foram utilizadas 35 bdfalas do Grupo 1 (75ug de D-Cloprotenol

SERVICO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
E ZOOTECNIA DA USP
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sodico, Preloban®; meia dose de PGF2,), € 30 do Grupo 2 (150ug de D-
Cloprotenol sédico, dose recomendada de PGF,,). O sangue foi
centrifugado para obtengdo da fracdo plasmatica, e imediatamente
acondicionado em tubos plasticos, identificados e congelados a -20°C, para
posterior dosagem hormonal. As amostras foram colhidas com a finalidade
de avaliar as concentragdes de progesterona no momento da aplicacdo da
prostaglandina e a eficiéncia da lutedlise 48 horas ap6s (segunda aplicagao
de GnRH). Para a analise hormonal foi utilizado o teste comercial de
radioimunoensaio (DPC, Diagnostic Products Coorporation, Los Angeles,
USA). Os ensaios foram realizadas no Laboratorio de Dosagens Hormonais

do VRA da FMVZ/USP, localizado em Sao Paulo-SP.

3.6 EXPERIMENTO 6 - EFICACIA DA ADMINISTRAGAO DE
GnRH 7 DIAS ANTES DO TRATAMENTO DE
SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

3.6.1 ANIMAIS E LOCAL DO EXPERIMENTO

Foram utilizadas 223 bufalas da ragca Murrah, pertencentes a cinco
propriedades do Vale do Ribeira que participam do programa de IA em

bubalinos coordenado pelo VRA da FMVZ/USP, e a uma propriedade no
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municipio de Sao Carlos (Fazenda Betel), Estado de Sao Paulo, no decorrer
do primeiro semestre de 2001.

Os grupos experimentais foram formados de acordo com a condigao
corporal e o periodo pos-parto.

O manejo nutricional, sanitario e de produgao de leite foi realizado

de acordo com o descrito no Experimento 1.

36.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO

No Grupo 1 (n=109), as fémeas bubalinas receberam 25pg de
GnRH, IM (Lecirelina, Gestran-plus®) sete dias antes (D-7) do inicio do
tratamento para sincronizagdo com GnRH/PGF;/GnRH, e inseminacao
artificial em tempo fixo em diferentes dias — aleatoriamente escolhidos - do
periodo pés-parto (>40 dias). O Grupo 2 (n=114) — controle - recebeu uma
aplicagdo de solugao salina também no D-7. Em seguida, todos os animais
foram tratados com 25ug de GnRH (dia 0), IM (Lecirelina, Gestran-plus®) e,
sete dias mais tarde, foram aplicados 150ug de prostaglandina Fa,, IM (D-
Cloprotenol sédico, Preloban®). Dois dias ap6s a aplicagdo da PGF5,, os
animais receberam 25ug de GnRH, IM (Lecirelina). A inseminacéao artificial
em tempo fixo foi realizada 16 horas apés a terceira administragao

hormonal, em ambos os grupos (Figura 7).
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Tratamento de sincronizagao da ovulacao
para inseminagao artificial em tempo fixo

Grupo 1: 25 pg Lecirelina®  1° GnRH PGF,, 2°GnRH
Grupo 2: Solug3o salina (25 pg de Lecirelina) (150 pg de (25 ng de Lecirelina)
D-Cloprostenol)®
LA.
16 h l
I 1 | i
i | i i I >
Dia -7 Dia 0 Dia7 Dia 9 Dia 10
(16:00h) (16:00h) (16:00h) (16:00h) (08:00h)

Figura 7. Esquema empregado para a sincronizagdo da ovulagcao e a
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos (*Gestran-
Plus®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil, PPreloban®, Hoescht

Roussel Veterinaria S.A, Sao Paulo, Brasil).

Para a inseminacado artificial foram empregados os mesmos

cuidados do Experimento 3. O diagnéstico de gestacao foi efetuado trinta

dias apds as inseminagées, por meio de ultra-sonografia, com transdutor

linear de 5,0MHz.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05. No

Experimento 1, foram calculadas as medidas de tendéncia central (média +

desvio padrao). O teste “t” de Student foi utilizado para avaliar as diferencas



MATERIAL E METODO 51

entre as médias. As diferencas que implicavam em propor¢oes foram
analisadas pelo teste do X* (Qui-quadrado).

Nos experimentos que avaliaram a taxa de prenhez, os dados foram
avaliados pela analise de variancia, com o programa proc GLM do SAS. A
variavel dependente analisada foi prenhes (ndo=0; sim=1). O modelo testou

os efeitos de propriedade e de condigao corporal.
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41 EXPERIMENTO 1 - ESTUDO DA DINAMICA FOLICULAR
DURANTE O TRATAMENTO DE SINCRONIZACAO DA
OVULAGAO PARA INSEMINAGCAO ARTIFICIAL EM
TEMPO FIXO EM BUBALINOS

No Experimento 1 observou-se que 60,6% dos animais ovularam
ap6s a 1% aplicagdo de GnRH. Nao se verificou diferenca estatisticamente
significativa entre os Grupos (Grupo 1 = 70,5 vs Grupo 2 = 50,0%). Na
Tabela 1 estao expostos os resultados do estudo da dinamica folicular
durante o tratamento.

O intervalo entre a 1° aplicacao de GnRH e a ovulacdo foi, em
média, de 33,0 + 8,3h (n=20). A dose de GnRH (10pg vs 20pg) néao
interferiu no tempo de ovulagao (P > 0,05), sendo de 30,7 + 8,7 horas para o
Grupo 1 e de 34,9 + 8,4 horas para o Grupo 2 (Tabela 1). A concentragao
de progesterona no momento da primeira aplicagdo de GnRH também né&o
interferiu na taxa de ovulacdo. Foram verificadas taxas semelhantes de
ovulacdo para animais tratados na auséncia (66,6%) ou na presenca
(55,5%) de progesterona (Tabela 3).

No dia da primeira aplicacao de GnRH, o diamtero folicular médio
era de 8,0 + 1,9mm para as bufalas do Grupo 1, e de 8,7 + 2,7mm para as
fémeas do Grupo 2, ndo havendo diferenca estatistica entre ambos (P >
0,05; Tabela 1). Entretanto, analisando os grupos conjuntamente, verificou-
se que os animais que ovularam (n = 20) apdés a primeira aplicagcao de

GnRH apresentaram, em média, maior diametro folicular (P < 0,01) que
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aqueles que ndo ovularam (n = 13). 95 + 17 vs 6,7 + 24mm,
respectivamente.

No dia da aplicagdo de PGF,,, os foliculos tinham didmetro médio
de 10,3 + 2,0mm (0,7 a 1,5mm). O Grupo 1 apresentou maior didmetro
folicular que o Grupo 2 (11,2 + 1,7 vs 9,1 + 1,5mm; P < 0,01). Notou-se,
também, que os animais que ovularam apés a primeifa aplicagao de GnRH
(n=20) apresentaram maiores concentragdes de progesterona no dia da
aplicacao da PGF,, (2,56 + 1,02 vs 1,26 + 0,82ng/ml; P < 0,05). A totalidade
(100%) dos animais apresentaram concentracbes plasmaticas de
progesterona inferiores a 1ng/ml 48 horas apoés o tratamento com PGF,,.

O intervalo entre a 2° aplicagdo de GnRH e a ovulagao foi de 32,0 +
9,7 horas para os Grupos 1 e 2. Os animais que ndo ovularam a primeira
aplicacdo de GnRH apresentaram intervalo mais curto (P < 0,01) entre a
segunda aplicagdo de GnRH e a ovulagdo que aqueles que ovularam (26,8
t+ 4,1 vs 33,9 + 4,9h; Tabela 2). Também foi possivel constatar que os
animais do grupo 1 apresentaram menor intervalo que aqueles do Grupo 2
(29,3 + 5,6 vs 34,1 + 5,0h; P < 0,05, Tabela 1). Apesar das diferencas
encontradas, a maioria das ovulagdes sincronizadas apos a segunda
aplicacdo de GnRH ocorreu dentro de um periodo de 12 horas (92,3%;
24/26; Grafico 1), e de 24 horas (100% 26/26), para os Grupos 1 e 2,
quando analisados conjuntamente.

Vinte e seis (78,8%) dos animais tratados (n=33) apresentaram
ovulacao sincronizada (Grupo 1 = 62,7%; Grupo 2 = 88,2%), 6 (15,1%)

ovularam entre a aplicagdo de PGF,, e o segundo tratamento com GnRH, e
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2 (6,0%) nao ovularam ap6s o final do tratamento (Tabela 4). A primeira
dose de GnRH n&o interferiu (P > 0,05) na eficiéncia do protocolo, nao
sendo observada diferenca entre os Grupos com relacdo as taxas de
ovulacdo sincronizada. Entretanto, quando os dados foram analisados
conjuntamente, apesar de nao ocorrer diferenca estatistica, os resultados
sugerem tendéncia (P = 0,06) de melhores resultados no grupo de bufalas
que ovularam a primeira aplicagdo de GnRH que naquelas que nao
ovularam (90,0 vs 61,5%, respectivamente; Tabela 2). Os animais que n&o
ovularam a primeira aplicacado de GnRH apresentaram tendéncia a
manifestar ovulagbes antecipadas entre a aplicacdo de PGF,, e a segunda

dose de GnRH (5,0 vs 30,8%; P= 0,06).
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TABELA 1. Dinamica folicular durante o tratamento de sincronizagao da
ovulacdo com GnRH/PGF,,/GnRH, para inseminagcao em
tempo fixo em bubalinos - Sdo Paulo - 1998

Dinamica folicular Grupo 1 Grupo 2 Valor
(10ng) (20ug) doP

Primeiro tratamento com GnRH (D-0)

Diametro do maior foliculo no momento do 8,0+1,9 &7 +x2,7 0,36

tratamento (mm) (16/16) (17/17)

Diametro maximo do foliculo ovulatério (mm) 11,0+0,9 11,7+19 0,31
(8/16) (12/17)

Intervalo entre o tratamento e a ovulagao (h) 30,7 +8,7 349+84 0,28
(8/16) (12/17)

Taxa de ovulagao (%) 50,0 70,5 0,20
(8/16) (12/17)

Tratamento com PGF,, (D-7)

Diametro do maior foliculo no momento do 11,2+1,7 91+15 <0,001

tratamento (mm) (16/16) (17117)

Foliculo Dominante (> 8 mm) (%) 87.5 76,5 0,21
(14/16) (13/17)

Segundo tratamento com GnRH (D-9)

Diametro do maior foliculo no momento do 12,7+1,9 10,8 + 3,2 0,06

tratamento (mm) (12/16) (16/17)

Diametro maximo do foliculo ovulatério (mm) 13,3+1,0 13,3 +1,7 0,99
(11/16) (15/17)

Intervalo entre o tratamento e a ovulagao (h) 29,3+5,6 34,1+5,0 0,03
(11/16) (15/17)

Taxa de ovulacao sincronizada (%) 68,7 88,2 0,30
(11/16) (15/17)
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TABELA 2. Efeito da ovulagdo a primeira aplicagao de GnRH na eficiéncia
do protocolo de sincronizagdo da ovulagdo com
GnRH/PGF,,/GnRH, para inseminagao artificial em tempo fixo
em bubalinos - Sdo Paulo - 1998

Ovulagio  Auséncia
ao 1 GnRH de ovulagdo Valor
(Diag) 2301 GnRH deP
(Dia 0)

Numero de animais 20/33 13/33
(60,6%) (39,4%)
Diametro do maior foliculo no momento da

aplicagao do primeiro GnRH (mm) 95+17 6,9+24 <0,002
Diametro do maior foliculo no momento da

aplicacao da PGF;, (mm) 9,0+13 11,7+1,9 <0,001
Concentracado de progesterona no momento

da aplicacdo de PGF;, (ng/mi) 256+1,02 1,26+0,82 0,0006
Sincronizagao da ovulagdo apés a segunda

aplicagdo de GnRH (%) 90,0 (18/20) 61,5 (8/13) 0,06
Intervalo entre a aplicacao do segundo

GnRH e a ovulacio (h) 33,9+49 26,8 + 4,1 0,001
Ovulagbes entre a aplicacdo da PGF,, e do

2’ GnRH (%) 5,0 (1/20) 30,8 (4/13) 0,06

Auséncia de ovulacio apos o 2" GnRH (%) 5,0 (1/20) 5,8 (1/13) 0,64

TABELA 3. Taxa de ovulagdo conforme a concentragdo plasmatica de
progesterona no momento da primeira aplicagdo de GnRH em
fémeas bubalinas sincronizadas com GnRH/PGF,,/GnRH,
para inseminagao artificial em tempo fixo - Sdo Paulo - 1998

Concentragéo de Namero de Animais Taxa de Ovulacao (%)
Progesterona (ng/ml)

<1,0 15 66,6 (10)

>1,0 18 55,5 (10)

Total 33 60,6 (20)
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TABELA 4. Eficiencia do protocolo de sincronizagéo da ovulagao com
GnRH/PGF,,/GnRH, para inseminagao artificial em tempo fixo,
conforme a dose de GnRH em bubalinos - Sao Paulo - 1998

Dose de Ovulagao Ovulagado nao Auséncia de ovulacao
GnRH Sincronizada sincronizada apo6s o 2° GnRH
10 ng 11/16 (68,7%) 4/16 (25,0%) 1/16 (6,2%)
20 ug 15/17 (88,2%) 1/17 (5,9%) 1/17 (5,8%)
Total 26/33 (78,8%) 5/33 (15,1%) 2/33 (6,0%)
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GRAFICO 1. Distribuicdo das ovulagbes apés a segunda aplicacéo de
GnRH (média de 32,0 + 5,7h), em fémeas bubalinas tratadas
com o protocolo de sincronizacdo da ovulagdao com
GnRH/PGF,/GnRH, para inseminagdo artificial em tempo
fixo (n=26). Sao Paulo, 1998.
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4.2 EXPERIMENTO 2 - AVALIAGAO DA EFICIENCIA A
CAMPO DO PROTOCOLO DE SINCRONIZAGAO DA
OVULAGAO PARA INSEMINAGAO EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

A taxa de concepgdo das 1053 bufalas do experimento demonstrou
resposta ao tratamento hormonal (média de 45,4%). Entretanto, os animais
sincronizados durante a estacdo reprodutiva favoravel apresentaram
resultados superiores aqueles dos animais sincronizados durante o periodo
desfavoravel (48,8% vs 6,9%; P<0,05; Tabela 5).

Analisando isoladamente os dados da estacdo reprodutiva
favofével, foi possivel constatar que a taxa de concepgéo foi influenciada
pela condigdo corporal dos animais sincronizados. Animais com escore
corporal > 3,5 apresentaram maior taxa de concepg¢édo do que animais com
escore corporal < 3,0 (Tabela 6).

A eficiéncia da inseminacao artificial em tempo fixo ndo apresentou
diferencas em fungio do ano do tratamento (1998 e 1999), com taxas de
concepgao semelhantes [50,2%, n = 261 (1998) vs 48,3%, n = 706 (1999); P
> 0,05].

As bufalas multiparas apresentaram maiores taxas de concepg¢ao
(51,0%) que as primiparas (35,5%), e essas taxas diferiram estatisticamente
(P < 0,05; Tabela 7).

O periodo pos-parto ndo interferiu na taxa de concepgao das

bufalas sincronizadas. A taxa de concepgao dos animais inseminados antes
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de 60 dias foi de 50,9% (170/334); entre 60 a 99 dias de 48,2% (158/328), e

acima de 100 dias, de 47,2% (144/305; Tabela 8).

TABELA 5. Taxa de concep¢cdo de bufalas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH e inseminadas em tempo fixo, conforme
a estacao reprodutiva - Sao Paulo - 1998/1999

Estacdo reprodutiva Nimero de animais Taxa de concepgao

% (n)
Estacao favoravel
(abril a agosto) 967 48,8 (472)°
Estacao desfavoravel
(setembro a dezembro) 86 6,9 (06)°
Total 1053 45,4 (478)
(a=b; P<0,05) (n) bufalas prenhes

TABELA 6. Taxa de concepcdao de bufalas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH e inseminadas em tempo fixo, conforme
a condigao corporal. Sao Paulo - 1998/1999

Condigao Corporal Ndmero de animais Taxa di/C?nl;cepgéo
(1]
<30 223 31,1 (70)°
3,5 546 52,9 (289)°
24,0 198 57,1 (113)°
Total 967 48,8 (472)

(@a#b; P<0,05) (n) bufalas prenhes
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TABELA 7. Taxa de concepg¢do de bufalas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH e inseminadas em tempo fixo, conforme
a ordem de partos - Sao Paulo - 1998/1999

Ordem de Partos Nimero de animais Taxa de concepgao

% (n)
Primiparas 138 35,5 (49)°
Multiparas 829 51,0 (423)°
Total 967 ' 48,8 (472)
(a=b; P<0,05) (n) bafalas prenhes

TABELA 8. Taxa de concepcdao de bufalas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH e inseminadas em tempo fixo, conforme
o periodo pés parto - Sao Paulo - 1998/1999

Periodo pos-parto Taxa de concepgao

Namero de animais

(dias) % (n)
<60 334 50,9 (170)
60 a 99 328 48,2 (158)
> 100 305 47,2 (144)
Total 967 48,8 (472)

(n) bufalas prenhes
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4.3 EXPERIMENTO 3 - AVALIAGAO DA EFICACIA DA
LECIRELINA PARA A SINCRONIZAGAO DA OVULACAO
E INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

Neste experimento nao se observou efeito da interacio propriedade
- tratamento (0,89) sobre as taxas de concepcgéo, que foram semelhantes
nas duas propriedades. Na propriedade A, os animais tratados com Acetato
de Buserelina apresentaram taxa de concepcdo de 48,5% (34/70),
semelhante (P > 0,05) aquela constatada nas bufalas tratadas com
Lecirelina (50,7%; 37/73). Na propriedade B, os animais também
apresentaram taxas de concepcdao semelhantes em resposta aos dois
tratamentos (Acetato de Buserelina = 45,2%, 28/62; Lecirelina = 49,2%,
32/65). As taxas de concepgdo por propriedade estdo apresentadas na
Tabela 9.

Os dados das propriedades foram agrupados conjuntamente, e
estao apresentados na Tabela 10. Foram observadas taxas médias de
concepcao de 47,0% para os animais sincronizados com Acetato de
Buserelina, e de 50,0% para aqueles que receberam Lecirelina, as quais

nao representam diferenca estatistica (P > 0,05).
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TABELA 9. Taxas de concepg¢ao, conforme o agonista de GnRH empregado
para a sincronizagdo da ovulagdo com GnRH/PGF,,/GnRH —
Sao Paulo (Fazenda A) e Mato Grosso do Sul (Fazenda B) -

1999
Propriedade Tratamento Agonista de GnRH txa d‘i /c::nr;cepgéo
(]
Propriedade A Grupo 1 Buserelina 48,5 (34/70)
Grupo 2 Lecirelina 50,7 (37/73)
Propriedade B Grupo 1 Buserelina 45,2 (28/62)
Grupo 2 Lecirelina 49,2 (32/65)

TABELA 10. Taxa de concepgao conforme o agonista de GhRH empregado

para a sincronizagao da ovulagdo com GnRH/PGF,,/GnRH e
inseminacgao artificial em tempo fixo em bubalinos — Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul - 1999

Tratamento Agonista de GnRH Taxa,de copsepgao
% (n)

Grupo 1 Buserelina 47,0 (62/132)

Grupo 2 Lecirelina 50,0 (69/138)

Total 48,5 (133/270)
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44 EXPERIMENTO 4 - ADEQUAGCAO DAS DOSES DE
AGONISTAS DE GNRH (ACETATO DE BUSERELINA E
LECIRELINA) DURANTE O PROTOCOLO DE
SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINAGAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

Também no Experimento 4 ndo se observou efeito da interacao
propriedade - tratamento (0,78) sobre as taxas de concepgao, que foram
semelhantes nas propriedades. Essas taxas, tampouco, sofreram influéncia
da interacdo condigdo corporal - tratamento. Assim, a unica variavel
independente considerada no modelo foi o tratamento.

A andlise das taxas de concepcao dos grupos experimentais
permitiu constatar que os tratamentos nao apresentaram diferencas
estatisticas entre si. Os animais tratados com diferentes doses de Acetato
de Buserelina na primeira aplicagdo de GnRH (Grupo 1 = 20pg vs Grupo 2 =
10ug) apresentaram taxas de concepgéo semelhantes (P > 0,05). No Grupo
1, das 84 bufalas tratadas e inseminadas em tempo fixo, 47 (55,9%)
tornaram-se gestantes e, no Grupo 2, das 86 bufalas tratadas, 45 (52,3%)
emprenharam (Tabela 11).

Os Grupos 3 e 4, tratados com diferentes doses de Lecirelina
quando da primeira aplicagao de GnRH (Grupo 3 = 50ug vs Grupo 4 =
25pg), também nao apresentaram diferencas entre si. No Grupo 3 foi
observada taxa de concepc¢édo de 49,0% (76/155), semelhante a taxa de

48,4% (76/157) verificada para o Grupo 4 (Tabela 12).
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Uma vez que nao foram observadas diferencas entre os grupos, foi
possivel estimar a reducao de custos dos tratamentos (Tabela 13): houve
economia de R$13,68 por prenhez nos animais tratados com reduzidas
doses de Acetado de Buserelina, e de R$6,44 por prenhez nas fémeas

tratadas com reduzidas doses de Lecirelina.

TABELA 11. Taxa de concepcao de fémeas bubalinas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH para inseminacao artificial em tempo fixo,
conforme a dose utilizada na primeira aplicagdo de GnRH
(Acetado de Buserelina) - Sao Paulo - 2000

Dose do primeiro

. .. ao
Ndmero de animais Taxa de concepga

GnRH %
20 pg 84 55,9 (47/84)
10 pg 86 52,3 (45/86)
Total 170 54,1 (92/170)

TABELA 12. Taxa de concepgao de fémeas bubalinas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH para inseminagio artificial em tempo fixo,

conforme a dose utilizada na primeira aplicacdo de GnRH
(Lecirelina) - Sao Paulo, - 2000

Dose do primeiro . —— Taxa de concepgao
GnRH Numero de animais % (n)

50 ug 155 49,0 (76/155)

25 ug 157 48,4 (76/157)

Total 312 48,7 (152/312)
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TABELA 13. Analise de custos da sincronizacdo da ovulagdo com

GnRH/PGF,,/GnRH para inseminagao artificial em tempo
fixo em bubalinos, com redugdo das doses utilizadas na
primeira aplicagcdo de GnRH (Acetato de Buserelina - 20ug
vs 10ug - e Lecirelina - 50ug vs 25ug) - Sdo Paulo - 2001

Experimeto 1 Experimento 2
(Acetato de buserelina) (Lecirelina)

Dose total Meia dose Dose total Meia dose

Numero de animais 84 86 155 157
Ndmero de Prenhes’ 47 45 76 76
Custo do GnRH’

Por bufala (R$) 27,79 18,50 9,90 6,60
Por Prenhez (R$) 49 60 35,36 20,19 13,63
Custo da PGanb

Por bufala (R$) 4,50 4,50 4,50 4,50
Por Prenhez (R$)° 8,04 8,60 9,18 9,30
Custo total do tratamento

Por bufala (R$) 32,29 23,00 14,40 11,10
Por Prenhez (R$) 57,64 43,96 29,37 22,93

[

Numero de bufalas prenhes ao exame ultra-sonografico 30 dias apos a IA.

Custo médio dos horménios, orgado em duas empresas agropecuarias. Médias de
R$3,30 por 25ug de Lecirelina e de R$9,25 por 10ug de Acetato de Buserelina.

O custo por prenhez foi calculado dividindo o total do custo com os horménios pelo
numero de bufalas prenhes.

Cotacgéo do dolar no dia do orgamento (US$1.00 = R$2,50).



RESULTADOS 66

45 EXPERIMENTO 5 - REDUGAO DA DOSE DE
PROSTAGLANDINA F2a NO TRATAMENTO DE
SINCRONIZAGAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

'Nzo se verificou efeito da interacao propriedade - tratamento (0,44),
bem como da interagdo condigcdo corporal - tratamento neste experimento.
Assim, o modelo utilizado empregou como variavel independente apenas o
tratamento. A eficiéncia da lutedlise, medida pela concentragdo plasmatica
de progesterona 48 horas apés a aplicagdo de prostaglandina, nao diferiu
(P > 0,05) entre os tratamentos. Observou-se que, nas bufalas tratadas com
meia dose de prostaglandina (75ug), 88,6% (n=35) tiveram lutedlise, e que,
nos animais tratados com as doses desse horménio recomendadas pelos
fabricantes (150ug), 90,0% (n = 30) manifestaram esse quadro (Tabela 14,
Grafico 2). Quatro animais (11,42%) do grupo que recebeu meia dose de
PGF,,, € 3 (10,0%) fémeas do grupo no qual foi administrada dose
recomendada nao apresentaram diminuigao das concentracdes plasmaticas
de progesterona 48 horas apos o tratamento (Grafico 3).

A taxa de concepgao nao foi influenciada pela dosagem de PGF,, (P
> 0,05). O Grupo tratado com meia dose de PGF,, (75 pg; n=125)
apresentou taxa de concepgao semelhante aquela do grupo tratado com a
dose recomendada de PGF,, (150 pg; n=137), como demonstra a Tabela

15). As taxa de concepc¢ao foram de 48,0% (60/125) e 40,9% (56/137),
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respectivamente, para os grupos tratados com meia dose e com a dose
recomendada.
A economia, para cada bufala prenhe tratada com dose reduzida de

prostaglandina, foi de R$8,81 (Tabela 16).

TABELA 14. Resposta luteolitica de fémeas bubalinas tratadas com
diferentes doses de prostaglandina no protocolo de
sincronizagcdo da ovulagdo (GnRH/PGF,,/GnRH), para
inseminacao artificial em tempo fixo - Sao Paulo - 2001

Numero de Percentual de

Dose de animais com animais com
Grupos Prostaglandina = concentracao concentracao de
experimentais (D-cloprostenol de P4 > 1ng/ml P4 < 1ng/ml 48h

sodico) no dia da PGF,, apos a aplicagao

de PGF2, - % (n)

Y2 dose de PGF;, 75 ng 35 88,6 (31/35)
Dose recomendada
de PGFy, 150 pg 30 90,0 (27/30)
Total 65 89,2 (58/65)

*

Considerou-se resposta luteolitica a concentragdo plasmatica de progesterona inferior a
1ng/ml 48 horas ap6s a aplicagdo de prostaglandina.
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1/2 dose de PGF (n=35) 1

“=Dose recomendada de PGF (n=30)

P4 (ng/ml)

0 T ; 1
PGF2alfa 48h apés PGF2alfa

GRAFICO 2. Concentracdo média de progesterona no momento da
aplicacao de prostaglandia (D-Cloprostenol sédico) e apos
48 horas, em fémeas bubalinas sincronizadas com
GnRH/PGF,,/GnRH (n = 65). Sao Paulo, 2001.

5~ a=@==1/2 dose de PGF (n=4)
““*Dose recoemendada de PGF (n=3)
4 -
: 3 n
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PGF2alfa 48h apoés PGF2alfa

GRAFICO 3. Concentracdo média de progesterona no momento da
aplicacdo de prostaglandia (D-Cloprostenol sédico) e apos
48 horas, em fémeas bubalinas sincronizadas com
GnRH/PGF.,/GnRH (n = 7). Sao Paulo, 2001.
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TABELA 15. Taxa de concepcdo de fémeas bubalinas tratadas com
diferentes doses de prostaglandina no protocolo de
sincronizacdo da ovulagdo para inseminagdo artificial em
tempo fixo (GNRH/PGF,,/GnRH) - Sdo Paulo - 2001

Dose de
Grupos Prostaglandina Numero de Taxa de concepgao
experimentais (D-cloprostenol Animais % (n)

sodico)

% dose de PGF», 75 ng 125 48,0 (60/125)
Dose recomendada 150 ng 137 40,9 (566/137)
de PGFy,
Total 262 44,3 (116/262)

TABELA 16. Analise de custos da sincronizacdo da ovulagdo com
GnRH/PGF,,/GnRH para inseminagao artificial em tempo
fixo em bubalinos, com redugdo da dose de prostaglandina
(D-Cloprostenol sodico, 75ug vs 150pg) - Sdo Paulo - 2001

Experimento 1 Experimento 2
(1/2 dose; 75 pg) (Dose recomendada; 150 pg)

Numero de animais 125 137
Numero de Prenhes’ 60 56
Custo do GnRH’

Por bufala (R$) 6,60 6,60
Por Prenhez (R$) 13,75 16,15
Custo da PGF,,"

Por bufala (R$) 2,25 4,50
Por Prenhez (R$)° 4,69 11,01
Custo total do

tratamento

Por bufala (R$) 8,85 11,10
Por Prenhez (R$) 18,44 27,25

2 Namero de bufalas prenhes ao exame ultra-sonografico 30 dias apos a IA.

Custo médio dos horménios, orgcado em duas empresas agropecuarias. Médias de
R$3,30 reais por 25ug de Lecirelina e de R$4,50 por 150ug de D-Cloprostenol sodico.

© O custo por prenhez foi calculado dividindo o total do custo com os horménios pelo
namero de bufalas prenhes.

Cotacdo do dolar no dia do orgamento (US$1.00 = R$2,50).

b
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46 EXPERIMENTO 6 - EFICACIA DA ADMINISTRAGAO DE
GhnRH 7 DIAS ANTES DO TRATAMENTO DE
SINCRONIZAGCAO DA OVULAGAO PARA
INSEMINACAO ARTIFICIAL EM TEMPO FIXO EM
BUBALINOS

Nio se verificou efeito de interagao propriedade - tratamento (0,88),
bem como da interacdo condigao corporal - tratamento neste experimento.
Assim, o modelo utilizado empregou como variavel independente apenas o
tratamento. Os animais que receberam GnRH 7 dias antes do tratamento
tradicional de sincronizagdo da ovulagdo para inseminagao artificial em
tempo fixo apresentaram maiores taxas de concepgao (P < 0,01). Foram
observadas taxas de concepcao de 39,5% para o grupo controle, e de
56,0% para os animais que receberam GnRH 7 dias antes do tratamento
tradicional (Tabela 17).

A analise de custos indicou que os animais tratados com GnRH 7
dias antes do inicio do protocolo de sincronizagdo da ovulagdo para
inseminacao artificial em tempo fixo apresentaram custo adicional por bufala
sincronizada (R$14,40 vs R$11,10). No entanto, o custo por prenhez, nesse

mesmo grupo, foi inferior aquele do grupo controle (R$25,73 vs R$28,12),

conforme demonstra a Tabela 18.
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TABELA 17. Taxa de concepcao de fémeas bubalinas tratadas com GnRH
7 dias antes do inicio da sincronizacdo da ovulagdao com
GnRH/PGF,,/GnRH para inseminagao artificial em tempo fixo -
Sao Paulo - 2001

Grupos experimentais N(lm_ero_de el ?e o
Animais Concepgao (%)
Pré-sincronizacao com GnRH (Dia -7) 109 56,0 (61/109)°
Controle 114 39,5 (45/114)°
Total 223 47,5 (106/223)

(a=b; P <0,01)

TABELA 18. Analise de custos da sincronizagdo da ovulagdo com
GnRH/PGF,/GnRH para inseminagao artificial em tempo
fixo em fémeas bubalinas tratadas com GnRH 7 dias antes
do inicio do protocolo tradicional. Sao Paulo, 2001.

Experimento 2

Experimento 1 .. L
(Pré-sincronizagcao com

(controle)

GnRH, Dia -7)
Numero de animais 114 109
Nuamero de Prenhes® 45 61
Custo do GnRH"
Por bufala (R$) 6,60 9,90
Por Prenhez (R$) 16,72 17,69
Custo da PGF,,"
Por bufala (R$) 450 450
Por Prenhez (R$)° 11,40 8,04
Custo total do tratamento
Por bufala (R$) 11,10 14,40
Por Prenhez (R$) 28,12 25,73

Numero de bufalas prenhes ao exame ultra-sonografico 30 dias apds a IA.

Custo médio dos horménios, orgado em duas empresas agropecuarias. Médias de
R$3,30 por 25ug de Lecireling, e de R$4,50 por 150ug de D-Cloprostenol sédico.

O custo por prenhez foi calculado dividindo o total do custo com os horménios pelo
namero de bufalas prenhes.

Cotacao do doélar no dia do orgamento (US$1.00 = R$2,50).

b

c
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Em resposta a sincronizagédo da ovulagado com GnRH/PGF2,/GnRH,
grande numero de fémeas bubalinas ovulou decorrido curto periodo de
tempo do término do tratamento (Experimento 1). Tais resultados indicam
que a inseminagao artificial em tempo fixo na espécie bubalina apresenta
perspectivas de bons resultados, como PURSLEY et al. (1995) verificaram
anteriormente em bovinos.

No Experimento 1, ap6s a primeira aplicagdo de GnRH do protocolo
de sincronizagdo, foi verificada taxa média de ovulacdo de 60,6%. Os
resultados desse experimento assinalam taxa de ovulagéo inferior aquelas
observadas em bovinos por WILTBANK (1997) - 85% - e PURSLEY et al.
(1995) - 90%. No entanto, os resultados de estudo realizado recentemente
no Brasil com bubalinos (BERBER et al., 2001) também demonstraram alta
taxa de ovulagéo a primeira aplicagdo de GnRH (86%), a semelhancga dos
resultados encontrados em bovinos. E possivel que os resultados de
BERBER et al. (2001) possam ter sido influenciados positivamente pela
condi¢do corporal dos animais do experimento, pois esses estudiosos
selecionaram animais com condig&o corporal > a 3,5 (escala de 1 a 5) para
avaliar a resposta ao tratamento, uma vez que BARUSELLI ef al. (2001a)
constataram maior eficiéncia reprodutiva em fémeas bubalinas com melhor
condigao corporal.

Para MARTINEZ et al. (1999), a taxa de ovulagdo apés o tratamento
com GnRH esta associada ao numero de animais com foliculos dominantes -
na fase de crescimento — presentes no momento do tratamento. No

Experimento 1 da presente investigagao, o diametro folicular no momento do
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tratamento influenciou a taxa de ovulacdo ap6s a administracdo de GnRH:
os animais que ovularam apresentavam maior didmetro folicular do que
aqueles que nao ovularam (9,5mm + 1,7mm vs 6,7mm + 2,4mm; P < 0,01).
Outros autores (PURSLEY et al,, 1995; MARTINEZ et al., 1999) também
verificaram maior diametro folicular em bovinos que ovularam a primeira
aplicacdo de GnRH. Foliculos dominantes (> 9mm) apresentam maior
numero de receptores para LH nas células da granulosa, conforme postulam
XU et al. (1995) e BODENSTEINER et al. (1996), promovendo maiores taxas
de ovulagéo.

Ainda no Experimento 1, a concentracdo de progesterona no
momento da primeira aplicagido de GnRH nao interferiu na taxa de ovulagao,
o que indica que é possivel atingir taxas semelhantes na auséncia ou na
presenca de progesterona. Esses resultados estdo em conformidade com
aqueles de MARTINEZ et al. (1999), que observaram altas taxas de
ovulagdo mesmo em animais que se encontravam na fase de diestro. Tais
achados, juntamente com o aumento da taxa ovulatéria em funcdo do
diametro do foliculo dominante, sugerem que o status folicular no momento
do tratamento tem consideravel influéncia sobre a taxa de ovulagao de
animais tratados com GnRH, tanto na presenga quanto na auséncia de
progesterona.

BODENSTEINER et al; (1996) e PURSLEY et al. (1995)
demonstraram que a ovulagao ocorre de 30 a 32 horas apés a aplicacao de
GnRH em bovinos. Em bubalinos, BERBER et al. (2001) observaram

ovulagdo 36,4 + 10,4 horas apés a primeira aplicagcdo de GnRH. Os
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resultados de tais autores, bem como aqueles ora encontrados (33,0h +
8,3h), sugerem que, na espécie bubalina, o intervalo entre a primeira
aplicacao de GnRH e a ovulagdo é semelhante ao que ocorre na espécie
bovina.

Segundo RUSBRIDGE et al. (1992), apos 6 dias da administracao
de GnRH 75% dos animais que ovulam apresentam formagdo de corpos
luteos acessorios. Resultados semelhantes foram verificados no Brasil por
MARQUES et al. (2001), que reportam 100% de taxa de ovulagao em
novilhas bovinas tratadas com GnRH, LH e hCG no dia 7 do ciclo estral.
Esses autores constataram, ainda, aumento nas concentracdes plasmaticas
de progesterona nos animais que ovularam, em decorréncia da formagao de
um corpo liteo acessoério. As bulfalas do experimento ora descrito que
ovularam apés a primeira aplicacdo de GnRH apresentaram maiores
concentragbes plasmaticas de progesterona no dia da aplicagdo da PGFy,
(dia 7) que aquelas que nao ovularam (2,56 + 1,02 vs 1,26 + 0,82 ng/ml).
Esses achados concordam com os resultados de investigagbes realizadas
com bovinos, que apontaram maiores concentragées de progesterona em
animais com corpo liteo acessoério (RUSBRIDGE et al., 1992; PURSLEY et
al., 1995, MARQUES et al., 2001), e podem indicar que as bufalas que
ovularam a primeira aplicacdo de GnRH tinham corpos liteos acessorios.

No dia da aplicacdo da PGF,,, as bufalas do Grupo 1 e aquelas que
nao ovularam & primeira aplicacdo de GnRH apresentaram maior didmetro
folicular que -as fémeas do Grupo 2 e aquelas que ovularam a primeira

aplicagado de GnRH (Tabelas 1 e 2). MARTINEZ et al. (1999) verificaram que
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a nova onda de crescimento folicular somente é induzida quando ocorre
ovulagdo ap6s a primeira aplicagdo de GnRH. Observaram, também, que
animais que ndo ovularam a primeira aplicagao de GnRH possuiam foliculos
menores (< 9mm), que nao sofreram atresia e apresentaram crescimento
folicular continuo. Tais informagées foram confirmadas por DRIANCOURT
(2000), que constatou que foliculos FSH-dependentes (< 0,8mm) - que ainda
ndo adquiriram receptores para LH - ndo respondem ao tratamento com
GnRH e, nesses casos, a onda de crescimento folicular ndo é sincronizada.
Como no Grupo 1 foi observada menor taxa de ovulacao, associada ao
menor diametro folicular dos animais que nao ovularam a primeira aplicacdo
de GnRH, pode-se supor que os foliculos que n3o ovularam apés o
tratamento estariam na fase inicial de desenvolvimento folicular. Tais
foliculos n&o foram sincronizados, continuaram a crescer e apresentaram
maior didmetro no dia do tratamento com PGF,, (dia 7), que aqueles de
animais cuja taxa de ovulagao a primeira aplicagdo de GnRH era maior. De
acordo com PURSLEY et al. (1995), a ovulagao sincroniza o inicio da nova
onda de crescimento folicular 1 a 2 dias depois do tratamento, em 100% dos
animais.

Além disso, os resultados do Experimento 1 demonstraram gue os
animais que ndo ovularam a primeira aplicagdo de GnRH apresentaram
intervalo mais curto e menos sincronizado entre a segunda aplicagdo de
GnRH e a ovulagéo, que aqueles que ovularam. Observou-se, também, que
esses animais apresentaram menor taxa de ovulagio sincronizada (Tabela

2), o que também foi verificado por VASCONCELOS (1998), que trabalhou
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com bovinos. Para DEJARNETTE ef al. (2001), a eficiéncia do tratamento de
sincronizacdo da ovulagdo depende da resposta a primeira aplicacao de
GnRH, e consideram que essa resposta € um fator limitante do protocolo de
sincronizagao da ovulagdo para inseminagéo artificial em tempo fixo. No
presente experimento foram verificadas antecipacéo da ovulagéo, baixa taxa
de sincronizagao da bvulagéo e baixas concentragdes de progesterona no
dia 7 em animais que ndo ovularam a primeira aplicagdo de GnRH. Tais
resultados indicam que quando ha auséncia de ovulagdo no inicio do
tratamento, a sincronizacao da onda de crescimento folicular ndo ocorre, o
que provoca variagdo do momento da ovulagdo nos animais submetidos ao
protocolo.

Em bovinos, 100% das vacas e 75% das novilhas ovulam entre 24 e
32 horas ap6s a segunda aplicagdo de GnRH (PURSLEY ef al., 1995). No
presente experimento, as bufalas apresentaram 78,8% de ovulagbes
sincronizadas, com intervalo entre a segunda aplicacago de GnRH e a
ovulagdo de 32,0 + 5,7 horas. A maioria das bufalas apresentou ovulagao
sincronizada (intervalo de 12 horas), demonstrando a viabilidade de
sincronizar a ovulagdo nessa espécie. Os dados encontrados neste
experimento estdao proximos aos achados por FRICKE et al. (1998),
VASCONCELOS et al. (1999) e SANTOS et al. (2001), que observaram
taxas de ovulagdo sincronizada proximas a 80% apés o emprego do
protocolo “Ovsynch”.

O tratamento com GnRH/PGF,,/GnRH em bubalinos proporcionou

alta taxa de ovulagdo sincronizada, diferentemente do que observaram
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PORTO-FILHO et al. (1999), que utilizaram apenas prostaglandina. Essa
constatacido também foi relatada em bovinos (TWAGIRAMUNGU et al.,
1995; PURSLEY et al,, 1995; THATCHER et al., 1999; BARUSELLI et al.,
2000), e indica que o tratamento associando GnRH e prostaglandina
apresenta grande potencialidade para sincronizar a ovulacdo e realizar a
inseminacao artificial em tempo fixo com sucesso, sem a necessidade de
deteccao de cios.

Tendo em vista as consideragdes até aqui expostas, referentes ao
Experimento 1, o Experimento 2 da presente tese teve como objetivo avaliar
a eficiéncia, a campo, do tratamento com GnRH/PGF,,/GnRH em bubalinos.
Como a eficiéncia reprodutiva depende de curto periodo de servigo e alta
taxa de concepcéo (PURSLEY et al., 1995), o experimento procurou analisar
a taxa de concepgéo proporcionada pela inseminacao artificial em tempo fixo
de acordo com o periodo pés-parto, considerando os fatores que podem
interferir na sua eficiéncia.

Em decorréncia da estacionalidade reprodutiva dos bubalinos, a
sincronizagado da ovulagdo para a inseminagdo artificial em tempo fixo
apresentou resultados satisfatérios somente durante a estacdo favoravel
(periodo favoravel = 48,8% vs periodo desfavoravel = 6,9%; P<0,01). Os
resultados do Experimento 2 concordam com os achados de ZICARELLI
(1999), que, em estudo realizado na Italia, constatou reduzidas taxas
reprodutivas durante o periodo reprodutivo desfavoravel. Segundo alguns
autores, a estacionélidade reprodutiva dos bubalinos é caracterizada pela

variagao endocrinolégica decorrente da secregcdo de melatonina durante o
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ano (ZICARELLI, 1999).

Os resultados deste experimento demonstraram que, durante a
estacao reprodutiva favoravel, o emprego da sincronizagédo da ovulagao em
bubalinos ¢é perfeitamente viavel. Nesse periodo, a sincronizagdo da
ovulagao proporcionou taxa de concepcdao média de 48,5% ap6s uma unica
inseminagéo artificial em tempo fixo. Essa taxa de concepgdo é similar
aquelas encontradas em estudos nos quais a inseminacgdo artificial foi
realizada doze horas ap6s a detecgao natural do cio (BARUSELLI et al,
1994; MOIOLI et al., 1998). Portanto, pode-se inferir que as ovulacoes
tenham sido eficientemente sincronizadas, apresentando fertilidade
adequada. E importante ressaltar que, como o tratamento com GnRH
provoca inibicao da manifestacdo de estro, com grande numero de
ovulagdes silenciosas (BARUSELLI et al., 2000), o comportamento estral
dos animais quando esse protocolo € empregado nao deve ser considerado.

A taxa de concepcao das bufalas inseminadas sofreu interferéncia
de algumas variaveis. A condicdo corporal das fémeas ao inicio do
tratamento influenciou significativamente a eficiéncia do protocolo. Assim,
para que taxas de concep¢ido superiores sejam obtidas, os animais
utilizados devem apresentar escore corporal > 3,5 (escala de 1 a 5). GEARY
et al. (1998), estudando a sincronizagdo da ovulagcdo em 220 bovinos,
demonstraram maiores taxas de concepgcdo em animais com melhor
condicao corporal. Ainda em bovinos, CAVALLIERI e FITZPATRICK (1995)
cometam que a condi¢ao corporal inﬂuéncia diretamente a ciclicidade

ovariana, e a resposta aos tratamentos que visam controlar o ciclo estral e a
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ovulacdo. Em bufalas inseminadas artificialmente apos a deteccao natural do
estro também foi constatada grande influéncia da condigdo corporal na
eficiéncia reprodutiva (BARUSELLI et al., 2001a). Assim, & possivel supor
que tanto bubalinos quanto bovinos com baixos escores corporais, quando
sincronizados, apresentam comprometimento da taxa de concepgao; ja
aqueles com escores intermediarios ou elevados, quando sincronizados,
apresentam satisfatorias taxas de concepgéo. Assim, & importante ressaltar
que o estado corporal dos animais tratados tem influéncia significativa sobre
a eficiéncia do protocolo e, portanto, deve ser avaliado antes do inicio dos
tratamentos, para evitar o comprometimento da eficiéncia da sincronizagéo
da ovulagao para a inseminacéo artificial em tempo fixo.

A diferenga entre as taxas de concepgéao de fémeas primiparas e
multiparas (35,5% vs. 51,0%) demonstrou que a ordem de partos é fator
determinante na eficiéncia do protocolo. Segundo FERREIRA et al. (1997),
fémeas primiparas demandam parte de sua energia para a continuidade do
crescimento corporal, e fémeas multiparas - devido a sua menor exigéncia
nutricional - convergem essa energia para os processos reprodutivos, o que
Ihes garante maior ciclicidade ovariana e atividade reprodutiva (CAVALLIERI
e FITZPATRICK, 1995). Além disso, WETTEMAN, (1994) relata que a falta
de energia disponivel para os processos reprodutivos promove a interrupgao
dos ciclos estrais em virtude da redugao na secrecdo de gonadotrofinas e,
com isso, ha diminuicdo do crescimento folicular. Isso indica que fémeas
primiparas apresentam algum comprometimento em programas de

sincronizacdo da ovulagao para inseminagao artificial em tempo fixo. Desta
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forma, e dependendo do sistema de manejo da propriedade, para alcangar
melhores taxas de prenhez a inseminagao artificial &€ recomendavel utilizar
preferencialmente fémeas pluriparas.

O periodo poés-parto no qual é implementado o protocolo de
sincronizagdo da ovulagio para inseminagéo artificial em tempo fixo é de
fundamental importancia para a obtengdo de boas taxas de concepgao.
Processos envolvidos na involugcdo uterina e no reinicio da atividade
ovariana dependem diretamente de fatores fisiolégicos no momento do parto
e durante o periodo pos-parto. No entanto, GEARY et al. (1998) observaram
que a sincronizagdo da ovulagdo pelo método “Ovsynch” apresenta
melhores resultados quando realizada em periodos inferiores a 70 dias pos-
parto. Confirmando essa informagédo, PURSLEY et al. (1997) encontraram
maiores taxas de prenhez aos 60 dias ap6s o parto nos animais tratados
com o método “ovsynch” que nos animais do grupo controle (detecgéo de
estro). Como neste experimento ndo foi observada diferenca na taxa de
concepgao quando a sincronizagao foi realizada precocemente (40 a 60 dias
pos-parto), é possivel supor que esse tratamento torne possivel a obtencao
de intervalo entre partos ao redor de 12/13 meses, possibilitando que os
ganhos genéticos advindos da inseminacéo artificial sejam acompanhados
pela otimizagdo do desempenho reprodutivo.

O sistema empregado possibilitou que a inseminacao artificial fosse
realizada em 100% das fémeas do rebanho, sem os atrasos na concepgao
geralmente decorrentes de deficiéncias na deteccdo dos estros. Os

resultados deste experimento indicam que, em propriedades cujo manejo de
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inseminacao artificial consista em apenas uma sincronizagao, metade das
fémeas se tornardo gestantes. Assim, & possivel obter prenhez em metade
do rebanho com a inseminagdo artificial, destinando a outra metade a
cobertura natural, o que permite reduzir o nimero de touros. Considerando,
ainda, que o retorno ao cio das bufalas que nado emprenham com o
tratamento ocorre de forma relativamente sincronizada, & possivel efetuar
um manejo intensivo de detecgdo de cios e inseminagao artificial por um
periodo de aproximadamente cinco dias, o que possibilita a reinseminagao
de um grande numero de animais que nao conceberam inicialmente
(BERBER et al., 2001).

Em resumo, os dados do Experimento 2 demonstram que a
utilizagdo da inseminagao artificial em tempo fixo com sincronizagéo da
ovulagdo em bubalinos é viavel. No entanto, para garantir melhores
resultados, as bufalas inseminadas devem ter bom estado corporal, ser
preferencialmente multiparas e estar na estagao reprodutiva favoravel.

O Experimento 3 teve o objetivo de avaliar se ha alteragdo na
eficacia do protocolo de sincronizagdo da ovulacdo para inseminagéao
artificial em tempo fixo em bubalinos quando se emprega a Lecirelina como
agonista do GnRH. A Lecirelina € um hormoénio hipotalamico sintético de
acao prolongada, um superanalogo do GnRH obtido pela modificagao
estrutural da Gonadorelina. No presente experimento ndo foram verificadas
diferencas nas taxas de concepgao quando da utilizagdo do Acetato de
Buserelina ou de Lecirelina no protocolo de sincronizacao da ovulagéao para

inseminacgao artificial em tempo fixo. A taxa de concepgao obtida no grupo
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tratado com Lecirelina (48,5%) esta proxima também dos resultados de
BERBER et al. (2001), que inseminaram, em tempo fixo, bufalas tratadas
com Acetato de Buserelina. A magnitude da amostra aqui utilizada, e a
repeticao do resultado em dois rebanhos diferentes, permitem afirmar que a
utilizacdo da Lecirelina apresenta bons resultados na sincronizacao da
ovulagao em fémeas bubalinas, como ja fora verificado para o Acetato de
Buserelina. Os resultados do Experimento 3 demonstram que tanto o
Acetato de Buserelina quanto a Lecirelina podem ser utilizados para a
sincronizagdo da ovulagdo para inseminagao artificial em tempo fixo em
fémeas bubalinas.

Estudos de viabilidade econémica em rebanhos que utilizam
protocolos de sincronizagdo da ovulagdo (“Ovsynch”) demonstraram que
grande parte dos custos com os hormoénios se deve a aquisi¢cdo do GnRH, e
que reduzidas doses de GnRH tém o mesmo efeito na indugéo da ovulacao
do foliculo dominante (NEBEL e JOBST, 1998; SANTOS ef al., 2001). Dessa
forma, o Experimento 4 procurou avaliar a eficiéncia de reduzidas doses de
Acetato de Buserelina e de Lecirelina na sincronizacdo da ovulacéo para
inseminacao artificial em tempo fixo em bubalinos. Os resultados indicaram
que é possivel reduzir as doses de Acetato de Buserelina e de Lecirelina
sem comprometer a eficiéncia dos tratamentos para inseminacao artificial
em tempo fixo em bubalinos. FRICKE et al. (1998) ressaltam que muitos
criadores nao utilizam o protocolo de inseminagao artificial em tempo fixo
(“Ovsynch”) devido ao custo do tratamento. Dessa forma, os autores

realizaram estudo que objetivava diminuir os custos do protocolo utilizando
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reduzidas doses de GnRH em bovinos (50pg vs 100ug de Cistorelina), e
verificaram que a diminuigdo da dose de GnRH nao compromete a eficiéncia
do protocolo, e reduz os gastos com a sincronizagéo e os custos por vaca
prenhe por inseminagao artificial. SANTOS et al. (2001) também
constataram que a diminui¢do das doses de GnRH (Gonadorelina: 0,10mg
vs 0,25mg) reduz os custos e ndo compromete a eficacia do protocolo.
Assim, analisando os resultados do Experimento 4 e os achados da
literatura, & possivel recomendar a diminuicdo das doses de GnRH em
fémeas bubalinas sincronizadas com o protocolo GnRH/PGF2,/GnRH para
inseminacao artificial em tempo fixo. A redugéo da dose de GnRH promoveu
economia de R$13,68 por prenhez em bufalas tratados com reduzidas doses
de Acetado de Buserelina, e de R$6,44 por prenhez em animais tratados
com reduzidas doses de Lecirelina. Tais valores sdo consideraveis, e
colaboram para viabilizar o emprego dessa biotecnologia pelo setor
produtivo.

A possibilidade de reduzir a dose de prostaglandina sem
comprometer a eficiéncia da lutedlise também colabora para reduzir os
custos do protocolo de sincronizagdo da ovulacdo. O gasto com a
administracdo de prostaglandina representa significativa parcela do
protocolo. No entanto, algumas precaucbes devem ser tomadas quando da
reducdo da dose de prostaglandina, uma vez que a eficacia da lutedlise €
muito importante para o sucesso do protocolo — se ndo ocorrer a regressao
do corpo liteo, mesmo ocorrendo a ovulagdo ap6s a segunda aplicagao de

GnRH, nao havera concepg¢ao (SANTOS et al., 2001). No presente estudo,
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foram verificadas taxas de regressao do corpo luteo de 88,6% em bufalas
tratadas com meia dose, e de 90,0% naquelas tratadas com as doses
recomendadas de prostaglandina, o que ndo representa significancia
estatistica os grupos (Experimento 5). As taxas de regressao de corpos
liteos anteriormente citadas concordam com os achados de SANTOS et al.
(2001), que trabalharam com bovinos sincronizados pelo método “Ovsynch”.
As taxas de concepgdo das bufalas inseminadas em tempo fixo a campo
também nao diferiram entre os grupos, a semelhanga dos resultados de
BARROS (2000), que avaliou o uso de metade da dose de prostaglandina
em fémeas bovinas sincronizadas com o protocolo GnRH/PGF,,/BE e
verificou taxa de prenhez similar aquela obtida com a dose integral. Também
em bubalinos foi constatado que reduzidas doses de prostaglandina séao
eficientes para provocar a lutedlise e para induzir o estro e a ovulagéao
(CHOHAN, 1998). Essas informagdes permitem recomendar meia dose de
prostaglandina (D-Cloprostenol sédico) para provocar a regressao do corpo
lateo eficientemente, sem comprometer a taxa de concepg¢ao do protocolo de
sincronizacado a campo. Com a utilizagao de meia dose de prostaglandina é
possivel reduzir os custos do tratamento em R$8,81 por bufala prenhe ao
final do periodo de inseminacao artificial, o que contribui significativamente
para a otimizagao econdémica da propriedade.

O tratamento com GnRH 7 dias antes da inicio do protocolo
tradicional de sincronizagédo da ovulagcdo para a inseminacgao artificial em
tempo ﬁxo aumentou significativamente a taxa de concepgao das fémeas

bubalinas (Experimento 6). Como a aplicagio de GnRH em dias
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desconhecidos do periodo poés parto sincroniza a onda de crescimento
folicular (PURSLEY et al., 1995), pode-se supor que ocorreu aumento do
namero de foliculos dominantes responsivos ao primeiro GnRH no inicio do
tratamento, aumentado a taxa de ovulagdo. Como mencionado no
Experimento 1 deste trabalho, e também por alguns pesquisadores
(VASCONCELOS et al, 1999; SANTOS ef al, 2001), quando ocorre
ovulacdo a primeira aplicagado do GnRH do protocolo, a taxa de ovulagao
sincronizada aumenta, melhorando significativamente a eficiéncia do
tratamento. THATCHER et al. (2001) também discutem a possibilidade de
aumentar a taxa de ovulagao ao primeiro GnRH no inicio do tratamento, com
a aplicacdo de duas doses de prostaglandia a intervalo de 14 dias e
iniciando o protocolo “Ovsynch” 12 dias ap6s a segunda aplicacdo de
prostaglandina. Caso as vacas estejam ciclando, estima-se que 90% dos
animais tratados estarao entre os dias 5 e 10 do ciclo estral, fase ideal para
responderem com eficiéncia ao tratamento com GnRH. Os autores
verificaram aumento na eficiéncia do protocolo “Ovsynch” com a utilizagao
de duas doses de prostaglandina antes do inicio do tratamento (48% vs
36%). Em sintese, este experimento mostrou que a aplicagcdo de GnRH 7
dias antes do inicio do protocolo para a sincronizagdo da ovulagiao melhora a
- eficiéncia do tratamento. A par disto, mesmo com o aumento do custo que
esse tratamento implica, ocorre diminuicdo no custo por prenhez em
decorréncia do aumento da taxa de concepgao, o que possibilita uma melhor

relacédo custo/beneficio do processo.
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A literatura consultada, e as condigdes em que foi realizado o

presente estudo, permitem-nos concluir que:
- As fémeas bubalinas respondem ao tratamento com GnRH/PGF,,/GnRH
com ovulagdes sincronizadas, que permitem a inseminacao artificial em

tempo fixo.

- A utilizacao da inseminagao artificial em tempo fixo com sincronizagao da

ovulagdo em bubalinos € viavel.

- O emprego da Lecirelina como sincronizador da ovulagdo para a
inseminacao artificial em tempo fixo apresenta resultados semelhantes

aqueles obtidos com o Acetato de Buserelina.

- Reduzidas doses de Acetato de Buserelina e de Lecirelina no protocolo de
inseminagao artificial em tempo fixo séo eficazes e diminuem os custos do

tratamento.

- A utilizacéo de meia dose de PGF,, para a inseminacgéo artificial em tempo
fixo em bubalinos apresenta resultados semelhantes aqueles obtidos com

a dose recomendada pelo fabricante.

- Maiores taxas de concepgéao foram obtidas em animais tratados com GnRH
7 dias antes do inicio do protocolo de sincronizagdo para a inseminagao

artificial em tempo fixo.
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