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RESUMO

MAGGITTI JUNIOR, L. D. P. Dindmica folicular, funcédo luteal e momento da ovulagéo
em protocolos de IATF em bubalinos (Bubalus bubalis). 2019. 53p. Dissertacdo/pré-defesa
(Requisito parcial. Mestre em Ciéncia Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina Veterinaria
e Zootecnia - Universidade Federal da Bahia. 2019.

A fim de avaliar os efeitos da eCG, BE e GnRH na dinamica folicular e caracteristicas luteais
de bufalas (Bubalus bubalis) em programas de sincronizacdo da ovulagdo, 40 fémeas foram
submetidas a diferentes protocolos de IATF. No dia 0 todos os animais receberam um
dispositivo intravaginal de P4 (1,0g), associado a 2mg de BE e 0,5mg do cloprostenol sodico.
No D9, ocorreram as retiradas dos implantes e foi administrado 0,5mg do cloprostenol sédico
em todos os animais e 400Ul de eCG em metade das bufalas. No D10 (24h ap6s a remoc¢édo dos
implantes) metade das fémeas tratadas com eCG e metade das fémeas nédo tratadas com eCG
receberam 1,0mg de BE. No D11 a outra metade das fémeas tratadas com eCG e das fémeas
que ndo foram tratadas receberam 10ug de um andlogo do GnRH (acetato de buserelina). Desta
forma, foram constituidos os quatro grupos experimentais: C/eCG+GnRH (n= 10),
S/eCG+GnRH (n= 10), C/eCG+BE (n= 10) e S/eCG+BE (n= 10). Com o recurso da
ultrassonografia em modo B e Power-Doppler, avaliaram-se as caracteristicas foliculares no
DFol (D9, D10 e D11), DFOV, TXFol, VFOV, %VFOV e MOV na dinamica folicular, além
do DCLD18, VCL, %VCL e dosagens de P4D18 para a funcéo luteal. As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste de Tukey, Kruskal-Wallis e ANOVA de medidas repetidas com nivel
de significancia de 5%. Nao foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos de IATF
C/eCG ou S/eCG, associados ao GnRH ou BE como indutores da ovulagdo, para nenhuma das
caracteristicas foliculares avaliadas durante os momentos da dindmica. Foram encontradas
diferencas estatisticas significativas para 0 DCLD18 com 1,78+0,12cm no grupo C/eCG+BE e
1,62+0,11cm no grupo S/eCG+BE (P=0,047), além de, nas dosagens de P4 entre os tratamentos
C/eCG+GnRH (4,09+0,94ng/mL) e S/eCG+GnRH (2,80+0,70ng/mL), P= 0,017. Quanto as
variaveis avaliadas pelo modo Power-Doppler, ndo foi verificado nenhuma diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais. Concluiu-se que a utilizacdo da eCG associada ao BE ou GnRH
possibilitaram eficientes sincronizacdo e inducéo da ovulacdo em bufalas lactantes submetidas
a um protocolo de IATF, devendo-se levar em consideracdo também o fator custo/beneficio que

foi favoravel ao uso do BE como indutor da ovulacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Bufala, Corpo luteo, foliculos, gonadotrofina coridnica equina.
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ABSTRACT

MAGGITTI JUNIOR, L. D. P. Follicular dynamics, luteal function and moment of
ovulation in FTAI protocols in buffaloes (Bubalus bubalis). 2019. 53p. Dissertagdo/pré-
defesa (Requisito parcial. Mestre em Ciéncia Animal nos Trdpicos) - Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - Universidade Federal da Bahia. 2019.

In order to evaluate the effects of eCG, BE and GnRH on follicular dynamics and luteal
characteristics of buffaloes (Bubalus bubalis) on ovulation synchronization programs, 40
females were submitted to different FTAI protocols. At day 0 all the animals received an
intravaginal device of P4 1.0g, associated to 2mg of BE and 0,5mg of the cloprostenol sodium.
In D9, implant withdrawals occurred and 0.5mg of sodium cloprostenol was administered in all
animals and 400Ul of eCG in half of the buffaloes. In D10 (24 hours after implant removal)
half of the eCG-treated females and half of the non-eCG-treated females received 1.0 mg of
BE. In D11 the other half of the eCG treated females and the untreated females received 10ug
of a GnRH (buserelin acetate) analogue. Thus, the four experimental groups were:
C/eGC+GnRH (n = 10), S/eGC+GnRH (n= 10), C/eCG+BE (n= 10) and S/eCG+BE (n= 10).
The follicular characteristics of DFol (D9, D10 and D11), DFOV, TXFol, VFOV, %VFOV and
MOV in follicular dynamics were evaluated using B-mode and Power-Doppler
ultrasonography, as well as the DCLD18, %VCL and dosages of P4D18 for the luteal function.
Statistical analyzes were performed using the Tukey test, Kruskal-Wallis test and repeated
measures ANOV A with a significance level of 5%. There was no significant difference between
the treatments of IATF C/eCG or S/eCG, associated to GnRH or BE as inductors of ovulation,
for none of the follicular characteristics evaluated during moments of the dynamics. Significant
statistical differences were found for DCLD18 with 1.78+0.12 cm in the C/eCG+BE group and
1.6240.11 cm in the S/eCG+BE group (P = 0.047), as well as in the P4 between treatments
CleCG+GnRH (4.09+0.94 ng/mL) and S/eGC+GnRH (2.80+0.70 ng/mL), P = 0.017.
Regarding the variables evaluated by Power-Doppler mode, no statistical difference between
the experimental groups was verified. It was concluded that the use of eCG associated with BE
or GnRH enabled efficient synchronization and induction of ovulation in lactating buffaloes
submitted to an FTAI protocol, and it should also be taken into account the cost / benefit factor

that favored the use of BE as ovulation inducer.

KEYWORDS: Buffaloes, corpus luteum, follicles, equine chorionic gonadotrophin.
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1 INTRODUCAO

No mundo, o bufalo (Bubalus bubalis) atingiu a marca de 199.280.228 cabegas (FAO,
2016), destacando-se como a principal espécie da pecuaria do Sudeste Asiatico e do Oriente
Médio, tendo em vista ser uma espécie de potencial produtivo pouco explorado se comparada
a qualquer outra nestas regides (BAITHALU et al., 2013). No Brasil (1,38 de cabecas; IBGE,
2017), onde ocorreu a organizacdo da cadeia produtiva de carne ou leite, a expansdo da
bubalinocultura tem sido expressiva e sua exploracdo tem se mostrado importante fator de
elevacdo da renda média e fixacdo do homem no campo (BERNARDES, 2007).

As buofalas sdo consideradas poliéstricas sazonais com fotoperiodo negativo,
principalmente nos ambientes subtropicais e de elevadas latitudes (PERERA, 2008). Entretanto,
nas regides tropicais onde o fotoperiodo é relativamente constante, as fémeas séo consideradas
poliéstricas anuais, sofrendo maior influéncia no ciclo estral por fatores como a pluviosidade,
disponibilidade e qualidade da forragem (PERERA, 2011), estresse térmico ambiental,
interacdo social, data do parto e lactacdo (ROSA e BRYANT, 2003). A espécie também ¢é
caracterizada pela baixa expressdo do estro o que contribui para a queda da eficiéncia
reprodutiva (MIRMAHMOUDI e PRAKASH, 2012).

Haja vista estas peculiaridades da espécie, as biotecnologias reprodutivas como a
inseminacdo artificial (IA) e a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) podem ser
estratégias capazes de mitigar tais influéncias (MIRMAHMOUDI e PRAKASH, 2014). No
entanto, a utilizacdo da técnica de 1A convencional apresenta duas dificuldades significativas
nos bubalinos. A primeira esta relacionada a deteccéo ineficiente do estro devido ao discreto
comportamento observado e a segunda relaciona-se ao anestro sazonal e nutricional que levam
a diminuicdo da atividade reprodutiva na espécie (BARUSELLI et al., 2013).

Uma maneira para melhorar a eficiéncia reprodutiva € a administracdo de hormoénios
exogenos capazes de induzir a ciclicidade e sincronizar a ovulacdo (BARUSELLI et al., 2007,
CARVALHO et al., 2013). Estimular o crescimento do foliculo dominante com gonadotrofinas
pode ser uma estratégia para aumentar as taxas de ovulacao e gestacdo com a sincronizacao dos
protocolos de ovulacdo em bafalas no anestro, tanto em vacas quanto novilhas (CARVALHO
et al., 2016).

A administracdo do GnRH em bubalinos induz a ovulagdo em 80% das fémeas,
alcancando niveis satisfatorios durante a sincronizacdo da ovulacdo nos protocolos de IATF
(CARVALHO et al., 2007, 2014; MARUGAVEL et al., 2009). Entretanto, o uso do BE como

indutor da ovulagéo apresenta algumas vantagens em comparagdo ao GnRH, que inclui custo,
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programacdo mais pratica de manejos antes da IATF, maior tonus uterino e relativa facilidade
de inseminacdo (MIRMAHMOUDI et al., 2014). Por isto, também fornece exposi¢do a
concentragdes mais altas de estradiol durante o proestro e estro, 0 que provavelmente cria um
melhor ambiente uterino para o desenvolvimento embrionario (BRIDGES et al., 2012).

Stella e colaboradores (2018), concluiram que a administracdo da eCG apds a remogao
de um implante auricular em bdfalas da raga Murrah em lactacdo favoreceu o desenvolvimento
folicular, indicando sua adi¢do ao protocolo de sincronizagdo para um retorno pos-parto mais
eficiente as atividades reprodutivas. A eCG também favorece o desenvolvimento do corpo
liteo, pois possui uma meia-vida longa que permite sua conexdo com os receptores de LH do
CL, promovendo maior expressdao génica dos fatores angiogénicos VEGF e FGF2 e a
multiplicacdo das células luteais grandes responsaveis para a producdo de progesterona,
essencial para a manutengédo da gestacdo (SOUZA et al., 2009; ATLI et al., 2017).

Neste sentido, uma melhor compreensdo da dindmica folicular e luteal em bufalos
(VECCHIO et al., 2012) se faz necessaria para o desenvolvimento de novas técnicas e
aprimoramento dos tratamentos atualmente utilizados para a manipulacéo do ciclo estral em
animais ciclicos e aciclicos (YNDEE et al., 2011; BARUSELLLI et al., 2013). Este estudo teve
a finalidade de avaliar os efeitos da eCG, BE e GnRH na dindmica folicular e caracteristicas
luteais de bdfalas (Bubalus bubalis) em diferentes protocolos de sincronizagdo da ovulacdo em

tempo fixo.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagdo da eCG associada ao BE ou ao GnRH sobre a dindmica folicular e
caracteristicas luteais de bufalas, mesticas e lactantes, submetidas a diferentes protocolos de
IATF.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da eCG nas caracteristicas morfofuncionais foliculares e luteinicas
em bufalas mesticas durante diferentes protocolos de IATF, que utilizaram GnRH ou
BE como indutores da ovulagéo.

e Avaliar os efeitos do BE ou GnRH no momento da ovulagéo de blfalas mesticas

submetidas a diferentes protocolos de IATF.

e Avaliar o custo/beneficio da utilizagdo do BE ou do GnRH como indutores da

ovulacdo em bufalas submetidas a diferentes protocolos de IATF.
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2 HIPOTESES

A utilizacdo da eCG, como suporte gonadotréfico, deve incrementar a dindmica
folicular e fung&o luteal em bufalas mestigas.

O BE pode substituir o GnRH como indutor da ovula¢do nos protocolos de IATF em
bafalas mesticas submetidas a protocolos de IATF.

Protocolos de IATF para bubalinos que utilizam o BE como indutor da ovulagéo tem
melhor custo/beneficio.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL EM BUBALINOS

Os bubalinos exibem caracteristicas sazonais na sua atividade reprodutiva, tornando-se
sexualmente ativos em resposta a diminui¢do da duracdo do dia no final do verdo e inicio do
outono (CARVALHO et al., 2016). Esta mudanga fisioldgica € influenciada por padrdes de
liberacdo de melatonina (BORGHESE, 2005).

A medida que os dias se tornam mais curtos, elevam-se os niveis séricos de melatonina
produzida e secretada na auséncia de luz, e através de uma acdo complexa no eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal € estimulada a secre¢do de GnRH pelo hipotalamo. Assim, as diferencas na
duracéo do dia sdo reconhecidas e traduzidas em sinais que interferem diretamente na atividade
sexual (DI FRANCESCO, 2010).

Nos tropicos, onde o fotoperiodo é pouco varidvel, as bafalas apresentam-se como
poliéstricos anuais capazes de se reproduzir ao longo do ano. O ciclo estral tem modulacGes
anuais influenciadas pela pluviosidade, disponibilidade e a qualidade da forragem (PERERA,
2011), temperatura ambiental, interacdo social, data do parto e lactacdo (ROSA e BRYANT,
2003). Entretanto, nos ambientes subtropicais e em altas latitudes, o fator preponderante na
influéncia da funcdo reprodutiva em buafalos é o fotoperiodo (ZICARELLI, 1989, 1997,
BARUSELLI, 1993).

Dessa forma, a medida que se afasta da linha do Equador, as fémeas se tornam
poliéstricas sazonais (BARUSELLI, 2001, CAMPANILE et al., 2010) e aguelas com partos
durante a estacdo nao reprodutiva podem apresentar anestro poOs-parto prolongado sem
retomada da ovulacdo até a estacdo de reproducao subsequente (ZICARELLI, 2007).

As novilhas desta espécie, geralmente atingem a puberdade quando chegam a 55-60%
do seu peso adulto, havendo grande variacdo entre 18 e 46 meses. Fatores que influenciam esta
caracteristica sdo gendtipo, nutricdo, manejo, ambiente social, clima, ano ou estacdo de
nascimento e enfermidades (PERERA, 2011). Apesar de alcancarem a puberdade mais
tardiamente que os bovinos, apresentam uma vida reprodutiva mais longa, o que tende a
compensar esta desvantagem econémica inicial (BORGHESE, 2005).

A duracéo do ciclo estral nas bufalas assemelha-se a das vacas, variando de 16 a 28 dias,
com meédia de 21 dias (CAMPANILE et al., 2010) e a duracdo média do estro é tipicamente de
8 a 20 horas (MOHAN et al., 2010). J& a ovulacéo ocorre em torno de 24-48h (média 34h) apos
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0 inicio do estro, ou 6-21h (média 14 h) apos o final do estro (KANAI et al., 1990; PERERA,
1999).

As fémeas que estdo ciclando durante a estacdo nao favoravel podem mostrar duracéo
variavel do estro, de 2 a 72 horas (ZICARELLI et al., 1988; BARUSELLI, 2001).
Independentemente da estacdo ser favoravel a reproducdo ou nao, as bufalas apresentam uma
baixa expressdo do estro em comparacdo com as fémeas bovinas (OHASHI, 1994), que se
caracteriza por um menor comportamento de monta associado ao estro e menor producgéo de
muco (ROY E PRAKASH, 2009).

A retomada da atividade ovariana, verificada pela observagdo visual do primeiro estro
ocorre em média 47,06+25,66 dias do pos-parto, enquanto que a involucéo uterina verificada
por palpacdo retal e exames ultrassonograficos foi de 27,5+7,77 dias. Portanto, as causas de
baixa eficiéncia reprodutiva podem ser atribuidas a interagdes entre 0 genotipo e 0 meio

ambiente incluindo-se o clima, manejo nutricional e doengas (ROLIM FILHO et al., 2011).

3.1.1 Dinamica Folicular

A dinamica folicular € o processo continuo de crescimento e regressdo de um grupo de
foliculos antrais, um dos quais se desenvolve até atingir o estagio folicular pre-ovulatério. O
estudo da dindmica folicular durante o ciclo estral pode fornecer a base para melhorar a
fertilidade, sincronizar o estro com mais precisao e aumentar a resposta ovulatéria (NEGLIA
et al., 2007).

Embora o ciclo de duas ondas seja 0 mais comum em bufalas (63,3%), ciclos de 3 e 1
onda também foram relatados (NEGLIA et al., 2007; BARUSELLI et al., 2013). Nas bufalas
que apresentam 3 ondas foliculares no ciclo estral a fase lGtea € mais longa e o intervalo entre
ovulacdes é maior em comparacao com ciclos que tem 2 ondas foliculares (CAMPANILE et
al., 2010).

Segundo Baruselli e colaboradores (1997), os ciclos de duas e trés ondas diferiram
(p<0,05) no que diz respeito ao diametro maximo no 1° foliculo dominante (1,51+0,24 vs
1,33£0,18cm) e nos foliculos ovulatorios (1,55+0,16 vs 1,34+0,13cm). Da mesma forma, ciclos
de 2 e 3 ondas ainda diferiram sobre o tempo médio do intervalo entre ovulagdes (22,27+0,89
vs 24,50+1,88 dias; p<0,01), respectivamente, e sobre o tempo médio da fase luteal (10,40+2,11
vs 12,66+2,91 dias; p<0,05), indicando que o nimero de ondas por ciclo esta associado com a

fase luteal e com a duragéo do ciclo estral.
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Outra caracteristica das ondas foliculares das bufalas € o nimero de foliculos recrutados
por onda folicular em menor quantidade que na espécie bovina (GIMENES et al., 2009,
CAMPANILE et al., 2010). Esta diferenca parece estar associada a um pequeno reservatorio de
foliculos primordiais em bufalas (10.000 a 20.000) comparado aos das fémeas bovinas
(100.000) (PERERA, 2011).

As caracteristicas fundamentais do recrutamento, sele¢do, dominancia e atresia folicular
durante uma onda folicular em bafalos sdo semelhantes as descritas para bovinos (BARUSELLI
et al,, 1997; MANIK et al., 2002). Sendo que avalia¢cdes ultrassonograficas dos ovarios
indicaram que foliculos pré-ovulatérios atingiram diametros de 1,30 a 1,60cm
(MIRMAHMOUDI et al., 2014).

A concentragdo sérica de 17p-estradiol durante a fase folicular do ciclo estral também
parece ser relativamente menor que no bovino, sugerindo-se que a intensidade reduzida do estro
em bufalos estaria associada, pelo menos em parte, a esta baixa concentracdo (SEREN et al.,
1995; ROY e PRAKASH, 2009). Entretanto, as concentracdes de hormdnios gonadotroficos no
sangue de bufalos indicam que os padrdes temporais de LH e FSH séo basicamente semelhantes
aos dos bovinos (ROY e PRAKASH, 2009), com um pico de LH pré-ovulatorio ocorrendo no
dia do cio e durante 7 a 12 horas.

As concentracdes plasmaticas de FSH sdo maiores no inicio do ciclo estral e diminuem
durante a fase litea. Durante o periodo pos-parto, 0s niveis plasmaticos de FSH séo baixos, sem
variacao significativa. Enquanto que as concentragdes circulantes de LH atingem um pico no
inicio do estro, seguido por uma diminuicdo acentuada, permanecendo baixa durante a fase
litea (PRESICCE et al., 2004).

Uma informacdo precisa a respeito da selecao folicular em bufalas ainda néo esta bem
esclarecida. Entretanto, segundo Gimenes e colaboradores (2011), o desvio folicular ocorre 2,6
dias ap6s a ovulacdo em novilhas bubalinas, quando os didametros do foliculo dominante e do
subordinado foram de 0,72 e 0,64cm, respectivamente. Ndo sendo detectadas alteracdes
significativas nas concentracdes plasmaticas de FSH ou LH, observando-se que a aquisicdo da
capacidade ovulatoria ocorreu quando o foliculo dominante atingiu 0,85cm de diametro.

Em estudos com bubalinos em ciclos estrais regulares, os foliculos dominantes
atingiram um tamanho de 1,30 a 1,50cm antes da ovulacdo, sugerindo-se ainda que em
condicBes normais seus foliculos adquiriram a capacidade de ovular em torno de 0,5 a 0,8cm
de didmetro, mas que estes deveriam sofrer um maior desenvolvimento, a fim de secretar
estradiol suficiente para produzir um feedback positivo e induzir o pico pré-ovulatério de LH
(BARUSELLI et al., 1997; NEGLIA et al., 2007).
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3.1.2 Dinamica Luteal

O corpo lateo (CL), uma glandula enddcrina transitoria, desempenha um papel central
na regulagdo de varios processos reprodutivos, como o controle do ciclo estral,
desenvolvimento embrionério, implantacdo e a manutencéo da gestacdo (BAITHALU et al.,
2013).

Durante o curso do ciclo estral, os tecidos luteais exibem mudancgas estruturais e
funcionais drésticas, incluindo um impressionante crescimento tecidual, seguido por regressdo,
mudancas na densidade do leito vascular e na secrecdo de progesterona (CHOUHAN et al.,
2014).

O desenvolvimento da fungdo lutea em mamiferos requer a formacdo de novos vasos
capilares que invadem as células da teca da parede folicular. O CL maduro é um tecido
endocrino altamente vascularizado, e o numero de células endoteliais microvasculares neste
tecido excede 50% do numero total de celulas (CHOUHAN et al., 2015).

Entre varias moléculas implicadas como mediadores da angiogénese no CL, o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) parece desempenhar um papel critico na regulacéo do
crescimento vascular, desenvolvimento e fungdo do CL em varias espécies, como ratos, saguis,
humanos, bovinos, suinos e bubalinos CHOUHAN et al., 2015).

Nos mamiferos, o CL € composto principalmente por células esteroidogénicas e nao
esteroidogénicas, responsaveis pela producéo de progesterona (SALES e ARAUJO, 2010). As
células esteroidogénicas incluem as células luteais grandes (CLG) e células luteais pequenas
(CLP) tendo sido relatadas como originarias de células da teca e granulosa, respectivamente.
Durante o desenvolvimento do CL com o avanco dos estagios do ciclo estral e a gestacdo, ha
transformacéo da CLP em CLG (ALILA e DOWND, 1991).

O corpo luteo na espécie bubalina é de menor diametro do que o dos bovinos, muitas
vezes ndo se projetando na superficie ovariana e comumente apresenta-se menos evidente.
Imagens ultrassonograficas indicam corpos luteos maduros de 1,20 a 1,70cm de didmetro
(PERERA, 2011). As mudancas nas concentracdes de P4 no sangue e no leite durante o ciclo
estral sdo semelhantes as dos bovinos, mas o platd de concentracdo é relativamente menor
(DOBSON e KAMONPATANA, 1986; PERERA et al., 1987; SINGH et al., 2001).

Durante o ciclo estral, os niveis de progesterona sdo basais imediatamente apés a
ovulacdo, aumentam entre os 4 a 7 dias subsequentes e atingem niveis maximos por volta do
15° dia ap6s o inicio do estro (DE RENSIS e LOPEZ-GATIUS, 2007). O CL secreta

progesterona por cerca de 15 dias e as concentragdes séricas maximas de 5 a 12 ng/mL entre o
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6° e 0 16° dia (SEREN et al., 1995). O primeiro CL pds-parto geralmente desencadeia uma fase
litea curta (6 a 13 dias) e concentragdo circulante relativamente baixas de progesterona. Os
ciclos estrais curtos, menor que 18 dias, na retomada da ovulacdo pds-parto ocorrem em torno
de 25 a 45% das fémeas (CAMPANILE et al., 2010).

Segundo Baithalu e colaboradores (2013), a populacdo de células luteais totais em CL
de bufalas foi menor do que a relatada anteriormente em vacas, o que pode ser responsavel pela
menor capacidade secretora de progesterona do CL nas bufalas. Aumento no didametro do CL
do 5° ao 10° dia e concentragdo de P4 do 10° ao 25° dia apds a inseminagdo artificial (1A)
relatada como maior em bufalas gestantes do que ndo gestantes, indicam a importancia do
didmetro adequado do CL para manutencdo da gestacdo (VECCHIO et al., 2012).

Um cenario tipico para bufalas que entram no periodo de transicdo para o anestro
sazonal é um declinio progressivo na atividade de CL em ciclos sucessivos antes do anestro
(VECCHIO et al.,, 2012). Outra importante observacdo foi relatada por Di Francesco e
colaboradores (2012) ao compararem a época de reproducdo com o periodo de transicéo.
Segundo estes autores, durante o periodo de transicdo uma proporc¢éo relativamente baixa de
bufalos tem funcdo de CL e concentracGes de progesterona necessarias para estabelecer uma
gestacdo. Os valores totais de P4 entre os animais na estacdo favoravel e no periodo de
transicdo, independente se gestante ou ndo, foram de 4,6£0,3 e 1,6+0,1ng/mL no dia 10 apos
IA (p< 0,001) e de 3,4+0,2 e 1,8+0,2ng/mL no dia 20 apos 1A (p< 0,001), respectivamente.

Em um estudo conduzido por Russo e colaboradores (2010), em bdfalas no periodo de
transicdo, o diametro do CL determinado pela ultrassonografia em modo B ndo estava
intimamente relacionado a secrecdo de P4 ou a gestacdo a inseminacéo artificial. No mesmo
estudo, um fluxo sanguineo apropriado em torno do 10° dia apds 1A, indicou 6tima funcdo do
CL e foi correlacionado ao aumento da probabilidade de gestacdo nos bubalinos.

Desta forma, o estudo da dinamica luteal durante o ciclo estral e gestacdo pode
potencializar o uso de agentes luteotropicos seletivos em um tipo particular de células luteais
para aumentar a producdo de P4 (BAITHALU et al., 2013). Assim como, estas informacgdes
favoreceram na conducdo de novas estratégias para reduzir as mortalidades embrionarias
precoce e tardia, bem como sua utilizagdo no diagndstico precoce da prenhez (RUSSO et al.,
2010; VECCHIO et al., 2012).
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3.2 CONTROLE FARMACOLOGICO DO CICLO ESTRAL NA IATF

A baixa expressdo do estro e um intervalo entre partos prolongado comprometem a
eficiéncia reprodutiva das fémeas bubalinas, principalmente durante as estacdes de dias longos
quando a fertilidade diminui drasticamente. Para melhorar a eficiéncia reprodutiva, varios
protocolos de sincronizacdo do estro e da ovulacdo foram desenvolvidos (DE RENSIS e
LOPEZ-GATIUS, 2007).

Os estudos iniciais sobre a sincronizacdo do estro em bufalos foram baseados naqueles

desenvolvidos para bovinos, visando induzir a lutedlise prematura usando prostaglandinas ou
prolongando a fase lGtea usando progestagenos (PERERA, 2011). Além disso, uma
manipulacdo mais precisa do desenvolvimento folicular pode ser necesséria para alcancar uma
melhor sincronizagio da ovulagio e melhorar a fertilidade (DE RENSIS e LOPEZ-GATIUS,
2007).
Assim, terapias hormonais para inducdo de estro e da ovulagdo nas bufalas séo estratégias
importantes para a superacao da sazonalidade reprodutiva, perda de qualidade e disponibilidade
da foragem, alteracdes na pluviosidade e lactacdo. Esses tratamentos hormonais foram
desenvolvidos para controlar a funcéo folicular e lUtea, sincronizar o estro e a ovulacéo e, mais
importante, eliminar a deteccdo de estro pela inseminacédo artificial em um tempo pré-fixado
(IATF) (PERERA et al., 2011; CARVALHO et al., 2016).

3.2.1 Controle da onda folicular

O desenvolvimento folicular e a ovulacdo em bufalos podem ser controlados pelo uso
de diferentes combinagdes hormonais. A utilizacdo do GnRH ja foi amplamente comprovada
na manipulacdo do desenvolvimento ovariano em bovinos. Sua administracdo desencadeia um
pico de LH durante o ciclo estral, promovendo a ovulacdo de um foliculo ovulatério ou
induzindo a luteinizacdo e/ou atresia de foliculos em estagio de pré-dominancia (DE RENSIS
e LOPEZ-GATIUS, 2007).

Os relatos indicam que a administracdo de GnRH nas bufalas induzem a ovulacdo em
60 a 86% dos animais tratados (BARUSELLI, 2001; DE ARAUJO BERBER et al., 2002) e 0
intervalo entre a administracio de GnRH e a ovulacdo é de 33+8,3h. Tornando-se
preponderante, assim como no bovino, a presenca de um foliculo dominante no momento do
tratamento para a inducdo da ovulacdo (BARUSELLI et al., 2001).
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Vérios protocolos de sincronizacéo de estro e ovulacéo para bovinos e bubalinos foram
desenvolvidos, permitindo o uso da IATF sem a deteccdo de estro (DE RENSIS e LOPEZ-
GATIUS, 2007). O Ovsynch é um destes protocolos consistindo em duas aplicacdes de
hormonio liberador gonadotroéfico (GnRH) combinado com a administragdo unica de PGF2a
utilizado em bdfalas ciclicas para sincronizacao da ovulacdo e IATF (GUPTA et al., 2015).

Estudos foram realizados para avaliar a eficiéncia do protocolo Ovsynch (Dia 0: GnRH;
Dia 7: PGF20; e Dia 9: GnRH e |ATF 16 horas ap6s a segunda injecdo de GnRH) em bubalinos
(BARUSELLLI et al., 1999, 2003; DE ARAUJO BERBER et al., 2002). Nestes experimentos,
as fémeas ciclicas responderam aos tratamentos hormonais com aproximadamente 50% de
prenhez na IATF durante a estagdo reprodutiva. Além disso, taxas de gestacdo entre 40% a 60%
foram relatadas em outros estudos com o protocolo Ovsynch em bufalas ciclicas sincronizadas
durante a estacdo favoravel a reproducdo (NEGLIA et al., 2003; PAUL e PRAKASH, 2005;
ALl e FAHMY, 2007).

No entanto, protocolos semelhantes resultaram em uma resposta ovulatéria reduzida ao
serem instituidos em animais no anestro (SOUZA et al., 2015). Segundo estes autores, as
fémeas sem um CL no inicio do protocolo apresentaram resposta insatisfatéria ao primeiro
(42,0% vs. 89,8%) e segundo (52,0% vs 87,8%) tratamentos com GnRH, e essas falhas
ovulatorias resultaram em menor taxa de gestacdo apés IATF (20,0% vs. 65,3%,
respectivamente) em comparagéo aos animais com CL.

Em contraste, a sincronizacdo com a progesterona parece ter maior potencial nos
bubalinos, assim como nos bovinos, particularmente para o tratamento durante o anestro
sazonal (SINGH et al., 1988; CARVALHO et al., 2013; VECCHIO et al., 2013). O uso de P4,
na forma de dispositivo de liberacdo controlada intravaginal juntamente com GnRH, mostrou
resultados promissores em termos de fertilidade em bufalos (NASEER et al., 2011).

Outra forma de controle do desenvolvimento folicular sdo os protocolos a base de
progesterona (P4) e benzoato de estradiol (BE). Essa combinacéo no inicio do protocolo induz
a atresia folicular pela supressdo da liberacdo de FSH e LH, e entdo a emergéncia sincronizada
de uma nova onda folicular em resposta a liberacdo subsequente de FSH em bubalinos
(BARUSELLI et al., 2007).

Em estudo realizado por Carvalho e colaboradores (2014), concluiu-se que as
concentracBes reduzidas de P4 circulante obtidas a partir de dispositivos intravaginais
reutilizados, com diferentes concentracdes de P4, durante o protocolo de sincronizacao de IATF
foram efetivas no controle da dindmica folicular ovariana em bufalas no periodo de anestro

estacional. Além disso, esses baixos niveis de P4 ndo proporcionaram efeitos prejudiciais sobre
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o0 didmetro do foliculo dominante, momento da ovulacdo, taxa de ovulagdo e taxa gestacional
aos 30 dias em fémeas lactantes submetidas ao protocolo de sincronizacdo de IATF.

Desta forma, a exposic¢éo de bufalas em anestro a P4 estimularia o crescimento e a maturago
de um foliculo dominante, aumentando a liberacdo de LH e a inducdo de receptores de LH, e
1SS0 resultaria no aumento da secregéo de E2 e nas taxas de ovulagdo. Evidenciando uma melhor
alternativa aos periodos de anestro sazonal o uso de progestdgenos aos protocolos de
sincronizagdo da ovulagcdo (CARVALHO et al., 2016).

3.2.2 Término da fase luteinica

A duracdo da fase lutea do ciclo estral pode ser modificada pela administracdo de PGF2a
ou pelo uso de implantes de progesterona. Em bufalas, o efeito da administragdo de PGF2a €
muito semelhante ao observado em bovinos, sua utilizacdo a partir do 5° dia do ciclo estral
provoca a regressao do corpo liteo. Subsequentemente, a progesterona decai rapidamente para
concentragdes basais dentro de 24h, resultando em indugéo de estro e ovulagdo (DE RENSIS e
LOPEZ-GATIUS, 2007).

A administracdo submucosa intravaginal de baixas doses de PGF2a € tdo eficaz na
inducdo de lutedlise quanto a intramuscular (im) convencional (CHOHAN, 1998). Os
tratamentos com uma ou duas doses de PGF2a em bufalos induzem o estro e a ovulagdo em
cerca de 60 a 80% dos animais durante a época de reproducdo (DE RENSIS e LOPES-GATIUS,
2007).

Todas as fémeas responderam ao protocolo de Heatsynch (uma aplicacdo de PGF2a)
com expressao de estro para o qual as ovulacdes foram induzidas em 80% das bdfalas. O
intervalo médio de tempo da ovulacdo apds injecdo de PGF2a foi de 74+2 horas (68 a 84h)
(MOHAN et al., 2009). Enquanto que, Paul e Prakash (2005), relataram que a ovulacao ocorreu
em 90% das fémeas em 23,3+1,3 horas (intervalo 20 a 32h) apos o tratamento com o segundo
GnRH.

Os intervalos médios entre o inicio da aparicéo dos sinais de estro e a ovulagéo, relatados
por Mirmahmoudi e Prakash (2014), foram de 13,8+0,9 e 13,4+1,0 horas apds a primeira e
segunda injecGes de GnRH, respectivamente em protocolo Doublesynch (duas aplicacdes de
PGF2a). De um ponto de vista préatico, os autores sugeriram que a IA poderia ser realizada 20
a 24h apos a injecdo de GNRH a medida que as ovulagdes foram registradas 23.2h do protocolo

estabelecido.
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A eficécia do tratamento com prostaglandinas em bufalas para regredir um CL funcional
tem sido relatada como dependente da concentracdo plasmatica de progesterona, do tamanho
do CL e do status folicular ovariano antes da administragcdo da prostaglandina (PRESICCE,
2007)

Assim, o intervalo de tempo entre o tratamento com PGF2a e 0 inicio do estro no bufalo
varia de acordo com o estagio de desenvolvimento folicular no momento da administracdo da
PGF2a. Os animais tratados quando os foliculos estdo no estagio de pré-dominancia do
desenvolvimento exibem estro 4 a 6 dias mais tarde, enquanto os animais tratados na presenca
de um foliculo dominante exibem estro 2 a 3 dias apds a administracdo de PGF2a. Dessa forma,
como os intervalos entre o tratamento, o estro e a ovulacdo variam ap6s a administracdo de
PGF2a, um protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo ndo pode ser aplicado (DE
RENSIS e LOPEZ-GATIUS, 2007).

Protocolos envolvendo o uso de progestagenos para sincronizar o estro e a ovulacdo em
bafalos sdo limitados, em comparacdo aos baseados em prostaglandinas. Estes regimes, por
vezes, incluem a utilizacdo de ésteres de estradiol no momento da introducdo do implante de
P4 e/ou PGF2a. no dia anterior a remocéo do progestageno (PRESICCE, 2007).

A ovulacédo geralmente ocorre 40-96 horas ap6s a remocdo do implante e o estro tem sido
observado em 80-93% dos animais tratados. Também relata-se que o intervalo entre a remocao
do dispositivo de progesterona e o estro pode variar de 43 a 117h e a taxa de prenhez apds o
tratamento varia de 20 a 50% (DE RENSIS e LOPEZ-GATIUS, 2007). Ramoun e
colaboradores (2017) relataram que o tempo ideal para 1A foi entre 48 e 60 horas utilizando o
implante vaginal/GnRH e, entre 60 e 72 horas no protocolo apenas com o implante para

aumentar a fertilidade em bufalas.

3.2.3 Inducéo da ovulacdo (BE e GnRH)

Nos mais variados protocolos de sincronizacdo do estro e IATF ocorrem a incorporagéo
do GnRH, hCG, LH ou ésteres de estradiol para controlar o crescimento folicular e sincronizar
a ovulacdo (CARVALHO et al., 2017). A administracdo do GnRH em bubalinos induz a
ovulacdo em 80% das fémeas, alcancando niveis satisfatorios durante a sincronizacdo da
ovulacdo nos protocolos de IATF (CARVALHO et al., 2007, 2014; MARUGAVEL et al.,
2009).

O objetivo no uso de indutores da ovulacdo é promover um feedback positivo no eixo

hipotaldmico-hipofisario, o pico pré-ovulatorio de LH e a sincronizacdo da ovulagdo
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(JACOMINI et al., 2014). Portanto, se faz muito importante conhecer a janela temporal da
ovulacdo para otimizar a eficiéncia da IA nos protocolos de IATF. Em algumas pesquisas a
ovulacdo variou de 65 a 78h ap6s remocdo do implante de P4 (NASEER et al., 2011;
CARVALHO et al., 2014, CARVALHO et al., 2017) ou de 22 a 23h ap6s 1% e 22 dose de GnRH,
respectivamente, em protocolo Doublesynch (MIRMAHMOUDI e PRAKASH, 2014).

O uso do BE, como indutor da ovulagédo, apresenta algumas vantagens em comparacao
ao GnRH, que inclui custo, programagdo mais pratica de manejos antes da IATF, maior ténus
uterino e relativa facilidade de inseminacdo (MIRMAHMOUDI et al., 2014). Por isto, também
fornece exposicdo a concentracBes mais altas de estradiol durante o proestro e estro, 0 que
provavelmente cria um melhor ambiente uterino para o desenvolvimento embrionario
(BRIDGES et al., 2012).

Ao avaliar a elevacdo do LH apo6s administracdo do BE ou acetato de buserelina
(analogo do GnRH) com ou sem dispositivo de P4 em bufalas ovariectomizadas, Jacomini e
colaboradores (2014) verificaram que ndo houve correlacdo entre o tipo de indutor e a pre-
exposicdo a P4. Porém, a pré-exposicdo a P4 antecipou em 6h o pico de LH quando o indutor
foi o BE, 0 que ndo se observou no uso do andlogo de GnRH. Adicionalmente, o BE
proporcionou um maior pico de LH pré-ovulatorio o que indicou, segundo estes autores, ser
uma alternativa viavel para os protocolos de sincronizacéo da ovulacdo em bubalinos.

Carvalho e colaboradores (2012) tambem avaliaram a possibilidade de substituir o
GnRH, como indutor da ovulacdo, por BE no protocolo IATF nos bubalinos. Os resultados
indicaram uma satisfatoria resposta folicular, taxa de ovulacdo e taxa de prenhez nas fémeas
sincronizadas durante a estacdo ndo favoravel a reproducdo.

Em estudo recente, Carvalho e colaboradores (2017) compararam o BE e o GhRH como
indutores da ovulacdo na IATF, durante a estacdo ndo reprodutiva, em novilhas e vacas
bubalinas. Estes autores concluiram que o estradiol é o tratamento de escolha em protocolos a
base de progesterona para sincronizar a ovulacao fora da estacdo reprodutiva. No tratamento
proposto, ndo houve diferenca estatistica entre os indutores, bem como foi enfatizada a

diferenca econémica entre ambos, favorecendo o uso do BE.
3.2.4 Suporte gonadotrofico (eCG)
Durante a estacdo ndo reprodutiva, a taxa de ovulacdo pode estar comprometida nas

bafalas em anestro apds o uso de um protocolo baseado em P4. Portanto, estimular o

crescimento do foliculo dominante com gonadotrofinas pode ser uma estratégia para aumentar
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as taxas de ovulacdo e gestacdo com a sincronizagdo dos protocolos de ovula¢do em bafalas no
anestro, tanto em vacas quanto novilhas (CARVALHO et al., 2016).

ConcentracGes pré-ovulatdrias elevadas de estradiol resultaram em aumento do sucesso
da fertilizagéo, influenciando a sobrevivéncia dos embrides e o0 ambiente uterino (PERRY et
al., 2014). Portanto, isso destaca a importancia de promover o desenvolvimento de foliculos
ovulatérios saudaveis durante os protocolos de IATF, o que aumentaria a probabilidade de
ovulacdo e concepcdo apds a IATF (MONTEIRO et al., 2018).

O tratamento com dispositivos P4 intravaginais seguido por eCG na remog¢do do
dispositivo tem sido usado para aumentar o didmetro do foliculo ovulatério, taxa de ovulagéo,
taxa de crescimento CL e concentracdes de P4 durante o diestro inicial apds sincronizagdo da
ovulacdo e taxas de gestacdo apds IATF em bubalinos durante a estacdo nao reprodutiva
(BARUSELLI et al., 2013; CARVALHO et al., 2013).

Sendo que, dados recentes demonstraram a necessidade de maior crescimento folicular
durante o protocolo de IATF para atingir ovulacao e taxas satisfatorias de gestagdo em bufalos
(MONTEIRO et al., 2016). Stella e colaboradores (2018) concluiram que a administracdo de
eCG ap0s a remocdo de um implante auricular em bufalas da raga Murrah em lactacéo favoreceu
0 desenvolvimento folicular, indicando sua adi¢cdo ao protocolo de sincronizacdo para um
retorno pos-parto mais eficiente as atividades reprodutivas.

A eCG também favorece o desenvolvimento do corpo llteo, pois possui uma meia-vida
longa que permite sua conexdo com os receptores de LH do corpo luteo, promovendo maior
expressdo génica dos fatores angiogénicos VEGF e FGF2 e a multiplicacéo das células luteais
grandes responsaveis para a producdo de progesterona, essencial para a manutencao da gestacédo
(SOUZA et al., 2009; ATLI et al., 2017).

Desta forma, Monteiro e colaboradores (2018) concluiram que bufalas leiteiros criados
em condicdes tropicais de pastejo podem apresentar eficiéncia reprodutiva semelhante apds os
protocolos de IATF, mesmo com sazonalidade reprodutiva marcante. Indicando a utilizacdo do
protocolo baseado em P4/E2/eCG para melhorar a eficiéncia reprodutiva em bufalas lactantes

submetidas a programas de IATF durante a estacdo reprodutiva e ndo reprodutiva.
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3.3 ULTRASSONOGRAFIA EM MODO B E DOPPLER NA AVALIACAO FOLICULAR
E LUTEINICA

Segundo Ginther (1986), na década de 80, o diagndstico por ultrassonografia foi o
avanco tecnoldgico mais contundente no que se refere a clinica reprodutiva de grandes animais
desde a palpagdo transretal e 0 ensaio imunoenzimatico para horménios circulantes.

N&o seria possivel imaginar os diversos avancos e descobertas acerca da dinamica
ovariana, funcdo uterina e viabilidade fetal sem o advento da ultrassonografia durante as tltimas
trés décadas. O alcance desta tecnologia ultrapassou os centros de pesquisa chegando as
atividades comerciais da pecuaria, proporcionando melhorias no diagnostico clinico e na
eficiéncia reprodutiva de rebanhos de corte e leite (PUGLIESI et al., 2017).

A ultrassonografia convencional no modo brilho (modo B, escala de cinza), foi a mais
utilizada inicialmente, sendo aquela onde ha a visualizacdo de imagem bidimensional dos
Orgaos e tecidos estudados. Sua utilizacdo, ao longo dos anos, foi pautada por uma melhor
avaliacdo de matrizes para iniciar os programas de IATF e da qualidade de receptoras para 0s
programas de transferéncia de embriées em tempo fixo (TETF) (PUGLIESI et al., 2017).

Além disso, o uso da ultrassonografia modo B em tempo real ampliou o conhecimento
sobre a dindmica folicular em bubalinos, permitindo desenvolvimento de novas técnicas € 0
aprimoramento dos atuais tratamentos para manipulacdo do ciclo estral (YNDEE et al., 2011;
BARUSELLLI et al., 2013). Da mesma forma, contribui para estudos da morfofuncionalidade
do CL (BAITHALU et al., 2013; CHOUHAN et al., 2014) e na otimizacdo do manejo
reprodutivo através da determinacéo da idade gestacional e do parto, além de certas condic6es
patologicas do trato reprodutivo em bufalas (STELLETA et al., 2018).

Uma nova ferramenta avaliativa comecou a ser utilizada recentemente no sistema
reprodutivo da fémea bovina e equina ao longo do ciclo estral e durante a gestacdo. Trata-se da
ultrassonografia Doppler, que consiste na avaliacdo da funcionalidade de 6rgéos e tecidos
através das alteracdes da perfusdo sanguinea (PUGLIESI et al., 2017). Os aparelhos utilizados
tém como referéncia a diferenca entre a frequéncia de ondas refletidas em estruturas que estéo
se movimentando, com a frequéncia emitida pelo transdutor, assim obtém-se o deslocamento
de frequéncia Doppler (SZATMARI et al., 2001).

A ultrassonografia Doppler tem aplicabilidade em trés modos distintos: 1) Modo
Espectral, que consiste na projecdo de um grafico bidimensional em funcdo do tempo, dado
pela diferenca da frequéncia detectada, formando a onda Doppler durante o ciclo cardiaco na

avaliagdo do fluxo sanguineo de artérias. O software do proprio ultrassom calcula alguns indices
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(indices de resisténcia e pulsatilidade), que séo utilizados para avaliar a perfusdo sanguinea do
tecido alvo. 2) Modo Color-Doppler, as diferencas de frequéncias sdo traduzidas na forma de
pontos coloridos na tela do equipamento sobre uma imagem em modo B convencional. As
diferencas positivas, que tem o fluxo no sentido do transdutor, sdo geralmente em tons de
vermelho a amarelo, enquanto que as negativas, fluxo sanguineo em sentido contrario ao
transdutor, sdo indicadas por tons de azul a verde. 3) Modo Power-Doppler, por fim é o que
possibilita a mensuracdo da intensidade do fluxo sanguineo, indicado pelo nimero de células
sanguineas se deslocando no vaso por unidade de tempo. A imagem apresenta a coloracéo
diferente de acordo com a intensidade do fluxo no local analisado. Sua utilizagdo pode ser
indicada em estruturas com baixo fluxo sanguineo, a exemplo da parede folicular (BOLLWEIN
et al., 2016).

Outro exemplo, sdo as avaliacdes de viabilidade do corpo liteo que podem ser realizadas
mediante observacdo da vascularizacdo dessa glandula, sendo esta uma das estruturas mais
vascularizadas do organismo animal. Apos a ovulacéo e concomitantemente as células da teca
e da granulosa terem se diferenciado em grandes e pequenas células produtoras de progesterona,
uma enorme rede de vasos comeca a ser formada. Esta neoformacéo de vasos é essencial para
dar suporte a producdo de progesterona, que tanto € necessaria para manutencdo de uma
possivel gestacdo (GINTHER et al., 2007).

Nos modos Color e Power-Doppler podemos estimar as representaces coloridas da
perfusdo sanguinea pela proporcao tecidual com sinais coloridos ou pelo célculo da quantidade
de pixels coloridos. Outra opc¢éo ¢é dada pela avaliacdo subjetiva através de uma escala de zero
a quatro para a area em visualizacdo (SILVA e GINTHER, 2010).

Estudos com bufalas, Papa e colaboradores (2007) relataram fortes correlagdes positivas
entre a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular e a densidade vascular, com
concentracdes plasmaticas de progesterona. Sugerindo a ideia de que a angiogénese e a funcédo
do CL também estdo intimamente relacionadas nesta espécie. Bem como, Russo e
colaboradores (2009) que destacaram um fluxo sanguineo satisfatdrio para o CL no 10° dia apos
a lA, seria ideal para a funcdo do CL e chances de prenhez em bufalas.

Utilizando a funcdo Color-Doppler (indices de resisténcia e pulsatilidade), Neglia e
colaboradores (2012) avaliaram o fluxo sanguineo do foliculo pré-ovulatério e do CL de bufalas
submetidas a IA e tratadas com um andlogo da PGF2a. Estes autores concluiram que o
tratamento proposto ndo influenciou o fluxo sanguineo dessas estruturas.

Assim, a ultrassonografia se mantém como técnica fundamental na monitoracdo do

manejo reprodutivo seja no modo B ou Doppler. A inser¢do da ultrassonografia Doppler como
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um método ndo invasivo e em tempo real é uma estratégia inovadora e de grande potencial para
melhorar a fertilidade de programas reprodutivos, cabendo ainda mais estudos para o
conhecimento do real ganho dessa técnica (PUGLIESI et al., 2017).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E ANIMAIS

O estudo foi realizado de acordo com preceitos éticos recomendados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), apds aprovacao pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (CEUA) sob o niimero 27/2018.

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental de Entre Rios-BA localizada a
uma latitude 11°56'31" Sul, longitude 38°05'04" Oeste, estando a uma altitude de 162 metros,
entre 0s meses de Outubro e Novembro. A propriedade faz parte da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (EMEVZ/UFBA). Foram utilizadas
40 badfalas multiparas e lactantes da raca Mediterraneo, as quais foram mantidas em piquetes
com pastagem predominante de capim Pangola (Digitaria decumbens) com sal mineral e agua
ad libitum. Os animais foram selecionados, apds exame ginecologico por ultrassonografia
transretal, utilizando-se um transdutor linear com frequéncia de 7,5 MHz (Mindray, Z5 VET,
Shenzhen, China), a fim de se avaliar a presenca de anormalidades reprodutivas que
inviabilizassem sua utilizacdo no experimento. Além disso, as bufalas foram avaliadas quanto
ao escore de condicdo corporal, escala de um a cinco, sendo considerados aptos a participarem
do experimento aqueles que se apresentaram, no momento da avaliacdo escore de condicéo
corporal (ECC) na categoria trés (ALAPATI et al., 2010) e auséncia de anormalidades
reprodutivas. Todos os animais obedeceram ao protocolo de vacinas obrigatorias, estabelecidas
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, e contavam com calendario de

vermifugacdo atualizado.

4.2 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO

Os animais foram submetidos ao seguinte protocolo de sincronizacdo (Figura 1): emum
dia aleatdrio do ciclo estral (DO) todos os animais receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona 1,0g (P4, DIB®, ZOETIS, S&o Paulo, Brasil) associado a 2mg de BE por via

intramuscular (im) (BE, Gonadiol®, S&o Paulo, Brasil) e 0,5mg de cloprostenol sddico (im)



31

(Sincrosin®, Vallée S/A Produtos Veterinarios, Montes Claros/MG, Brasil). No D9, ocorreu a
retirada do implante intravaginal de P4 e foi administrado 0,5mg de cloprostenol sédico (im)
em todos os animais (n=40). De forma aleatéria, no D9, foi administrado em 20 animais 400Ul
(im) de eCG (NOVORMON®, MSD Saude animal, Sdo Paulo, Brasil), permanecendo 20
fémeas sem a administracdo de eCG. Do grupo com eCG, 10 animais receberam 1,0mg (im) de
BE no D10 (24h apds a remocao dos implantes) e outros 10 receberam 10ug de um anéalogo do
GnRH (im) (acetato de buserelina, Sincroforte®, Ourofino Agronegécio, Séo Paulo, Brasil) no
D11 (48h apds remocéo dos implantes). Da mesma forma, os 20 animais ndo tratados com eCG
receberam 1,0mg im de BE no D10 e 10ug de um analogo do GnRH im no D11. Assim, foram
constituidos quatro grupos experimentais: C/eCG+GnRH (n=10), S/eCG+GnRH (n=10),
C/eCG+BE (n=10) e S/eCG+BE (n=10).

Figura 1 - Diagrama de atividades para estudo da dindmica folicular e luteal do protocolo de
sincronizacdo da ovulacéo para bufalas (Buballus bubalis) lactantes.
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Fonte: Arquivo pessoal

4.3 AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS

Foi utilizado o aparelho de ultrassom portatil (Mindray, Z5 VET, Shenzhen, China)
equipado com transdutor linear com frequéncia de 7,5MHz para realizacdo dos exames
ultrassonograficos durante avaliacdo ovariana nos dias D -10, DO, e para registro dos foliculos
de maior didametro no D9 (retirada do dispositivo intravaginal de P4), no D10 (inducdo com
BE) e no D11 (inducdo com GnRH). Inicialmente os ovarios foram localizados por palpacédo

transretal seguindo a ordem de avaliagdo, primeiro ovario direito e depois o ovario esquerdo,
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sendo visibilizados de forma lenta e continua para o registro de imagens, Figura 2, por
ultrassonografia em modo B e modo Power-Doppler. A partir do momento D9 foram realizadas
as ultrassonografias das estruturas foliculares dos quatro tratamentos, com repeticdes do exame
a cada 12h.

Figura 2 - AvaliacGes ultrassonograficas em modo B (A) e Power-Doppler (B) para obtencéo
das medidas do didmetro folicular e vascularizacdo da parede do foliculo.

Fonte: Arquivo pessoal

4.3.1 Dinamica Folicular

Os ovarios foram localizados e avaliados por ultrassonografia em modo B e a imagem
dos dois maiores foliculos foi congelada para determinacdo do maior foliculo no dia nove
(DFoID9), no dia dez (DFolD10) e no dia onze (DFolD11) do protocolo de sincronizacao,
através da funcdo Caliper do proprio aparelho. Para verificar o didmetro do foliculo preé-
ovulatorio (DFOV) foi congelada a imagem do maior foliculo previamente ao seu
desaparecimento em decorréncia da ovulacdo. A taxa de crescimento do foliculo ovulatorio
(TXFol) foi obtida pela diferenca entre 0 DFOV e o DFolD9 dividido pelo periodo de
crescimento em dias e expresso na unidade de centimetros por dia (cm/dia). J& 0 momento de
ovulacdo (MOV) compreendeu o intervalo entre a retirada do implante intravaginal de P4 e a
ovulacao.

Ainda, foi empregada a ultrassonografia modo B para mensuracdo da area total da
parede do foliculo de maior didametro no dia nove (AFolD9), no dia dez (AFolD10) e no dia
onze (AFolD11) do protocolo de sincronizagdo, assim como no momento em que identificado
o foliculo pré-ovulatério foi calculado a area total da parede do foliculo pré-ovulatério (AFOV).
A ovulacdo foi definida pelo desaparecimento do foliculo pré-ovulatério presente no exame
anterior com consequente formacdo do CL. As imagens dos foliculos foram armazenadas
também com recurso Power-Doppler ativado para quantificar a &rea de vascularizagdo da

parede do foliculo pré-ovulatério (VFOV).
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Os dados obtidos pela ultrassonografia modo B e Power-Doppler foram submetidos a
avaliacdo objetiva segundo Ghetti (2012). Para tanto, foi calculado a &rea total da parede do
foliculo em cada animal, utilizando uma funcdo do préprio aparelho. Posteriormente, foi
realizado o célculo da area de vascularizagdo utilizando o cursor para se determinar a area de
vascularizagdo na parede do foliculo (Figura 3). O percentual de vascularizacdo na area da
parede do foliculo pré-ovulatério (%VFOV) foi obtido pela razéo entre a rea de vascularizacdo
e area total da parede folicular.

Figura 3 - AvaliacGes ultrassonogréaficas em modo B e Power-Doppler. (A) Calculo da area de
vascularizacéo da parede folicular utilizando-se o cursor e funcéo do proprio
aparelho. (B) e calculo da area total da parede folicular utilizando-se a funcéo elipse
do proprio aparelho.

Fonte: Arquivo pessoal

4.3.2 Funcao Luteal (morfologia e dosagens de P4)

A morfologia do CL foi avaliada pela ultrassonografia ovariana em modo B e modo
Power-Doppler. A estrutura luteal foi escaneada de forma lenta e continua nos momentos D18
do protocolo de IATF, que correspondia ao 7° dia apds ovulacéo.

As imagens luteais em ultrassonografia modo B foram congeladas para determinacao
das medidas de didametro do CL (DCL) e da éarea total do CL (ACL) (Figura 4). Nos CLs
cavitarios, a area da cavidade foi calculada e subtraida da &rea total do CL.

Ainda sob essas imagens realizou-se a avaliacdo objetiva em modo Power-Doppler do
CL, de acordo com Aréas (2012), na quais foi calculada a area total do CL (ACL) em cada
animal, empregando uma func¢édo do proprio aparelho. No célculo da area de vascularizacdo do
CL (VCL) utilizou-se o cursor para verificar a vascularizacdo indicada, posteriormente foi feita
a subtracdo desse valor pela ACL. A determinacdo do percentual de vascularizacdo na area do

CL (%VCL) aconteceu por meio da razao entre a area de vascularizagdo e area total do CL.
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Figura 4 - (A) Avaliacdo ultrassonografica em modo B para determinagdo do CL (cm), utilizando-
se a funcéo Caliper. (B) Avaliacdo Power-Doppler para célculo da area total e célculo
da area de vasculariza¢do do CL, utilizando-se fungdes do proprio aparelho.

Fonte: Arquivo pessoal

As amostras para avaliacdo da funcdo luteal foram obtidas por venopuncdo caudal
lateral, realizadas no momento D18, do protocolo de IATF. Tubos de vacuo de 10mL sem
anticoagulante (VACUTAINER®, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
EUA) foram utilizados nas coletas e acondicionados em caixa térmica com gelo reciclavel,
mantidos em temperatura média de 4°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
3.000G por 10 minutos para separacdo do soro, transferidas para microtubos de polietileno,
aliquotadas e armazenadas a - 20°C até 0 momento da realizacdo dos ensaios hormonais.

As analises da concentracdo de P4 foram realizadas pela metodologia de
quimioluminescéncia, utilizando o imunoensaio Access Immunoassay Systems Progesterone
(Beckman Coulter®, Fullerton, CA, USA), no Laboratério de Imunologia do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA. O coeficiente de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio foi de

6,25% e 8,95%, respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 0,016ng/mL.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para a analise da dindmica folicular foram avaliados os seguintes parametros: DFolD9
(cm) — diametro do foliculo dominante no dia 9, DFolD10 (cm) — diametro do foliculo
dominante no dia 10, DFolD11 (cm) — diametro do foliculo dominante no dia 11, DFOV (cm)
- diametro do foliculo pre-ovulatério, TXFol (cm/dia) - taxa de crescimento do foliculo
ovulatorio, AFoID9 (cm?) - area total da parede do foliculo dominante no dia 9, AFolD10 (cm?)
- area total da parede do foliculo dominante no dia 10, AFolD11 (cm?) - area total da parede do
foliculo dominante no dia 11, AFOV (cm?) - area total da parede do foliculo pré-ovulatorio,

VFOV (cm?) - éarea de vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio, %VFOV -
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percentual de vascularizacdo na area da parede do foliculo pré-ovulatério e Momento da
ovulagdo (MOV) (horas) - tempo entre a remogéo do dispositivo de progesterona e a ovulacao.

No que se refere a avaliagcdo funcional e estrutural dos corpos liteos (CL) considerou-
se as seguintes variaveis: DCLD18 (cm) - didametro do CL no dia 18 do protocolo, ACLD18
(cm?) - area do CL no dia 18 do protocolo, VCLD18 (cm?) - area de vasculariza¢do do CL no
dia 18 do protocolo, %VCLD18 - percentual de vascularizagdo do CL no dia 18 do protocolo e
P4D18 (ng/mL) - dosagem sérica de progesterona no dia 18 do protocolo.

O plano experimental adotado foi Delineamento Inteiramente Casualizado e os dados
foram analisados utilizando-se o Statistical Package for Social Science (SPSS) versdo 13.0
(SPSS, 2004), seguindo-se a seguinte sequéncia: 1) As médias e desvios padrao foram obtidos
pela analise descritiva; 2) As compara¢des das médias das varidveis estudadas entre 0s grupos
experimentais foram realizadas, primeiramente, pela distribuicdo da normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Apenas a variavel MOV néo apresentou distribuicdo normal, neste caso foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Para demais variaveis realizou-se a analise de variancia
(ANOVA) e, para comparagdo entre 0S grupos experimentais o teste de Tukey; 4) Para a
comparacdo do DFol e AFol entre os tratamentos ao longo da dinamica folicular foi utilizado o
ANOVA de medidas repetidas. Para todas as analises executadas o nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que trés animais, perderam os dispositivos intravaginais de P4, no
momento da sua retirada, estando excluidos das avaliacbes. Também foi verificado que dez
animais ndo responderam aos protocolos de IATF e ndo ovularam, desta forma, esses foram
excluidos das avaliacGes referentes as seguintes caracteristicas: DFOV, AFOV, VFOV,
%VFOV e MOV, ficando assim definidos os grupos experimentais: S/eCG+GnRH (n= 6),
C/eCG+GnRH (n=7), S/eCG+BE (n= 7) e C/eCG+BE (n= 7). A taxa de ovulacdo geral do
experimento foi 73%.

N&o foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos de IATF C/eCG ou
S/eCG, associados a0 GnRH ou BE como indutores da ovulagdo, para nenhuma das
caracteristicas foliculares avaliadas durante os momentos da dinamica (Tabela 1). Avaliando-
se a variavel diametro folicular ao longo do tempo entre os tratamentos, a mesma apresentou
um comportamento semelhante ndo sendo observada diferenca estatistica entre grupos
conforme ilustra a Figura 5. Da mesma forma, a variavel area da parede folicular também ndo
apresentou diferenca estatistica apresentando variacdo semelhante (Figura 6), indicando que 0s

protocolos utilizados estimularam de forma equitativa o crescimento folicular.

Tabela 1 - Efeitos dos protocolos propostos para sincronizacdo (S/eCG+GnRH, C/eCG+GnRH,
S/eCG+BE e C/eCG+BE) sobre as caracteristicas foliculares avaliadas por
ultrassonografia em modo B e Power Doppler.

Tratamentos Totais
A S/eCG +GnRH C/eCG+GnRH S/eCG+BE C/eCG +BE .
Variaveis (média + S) (médiatS)  (média+S) (média+S) P valor 'Véf]d:'a;)s
(n=16) (n=7) (n=7) (n=7)

DFol D9 (cm) 1,23+0,22 1,13+0,22 1,15+0,19 1,18+0,23 0,387 1,19+0,21
DFol D10 (cm) 1,36 +£0,20 1,26 +0,28 1,25+0,23 1,20+0,21 0,811 1,29+0,23
DFol D11 (cm) 1,53+0,07 1,49+0,14 1,39+ 0,26 1,33+0,18 0,495 1,46+0,19
DFOV (cm) 1,57+ 0,06 1,54+0,13 1,49 + 0,15 1,38 +0,17 0,100 1,51+0,15
AFol D9 (cm?) 0,52 + 0,09 0,52 + 0,09 0,51+0,07 0,51+0,13 1,000 0,53+0,09
AFol D10 (cm?) 0,63 +0,08 0,65 + 0,06 0,68+0,09 0,64+0,13 0,807 0,66 +0,09
AFol D11 (cm?) 0,69 + 0,07 0,69 + 0,04 0,76 +0,11 0,66+0,14 0,501 0,71+0,09
AFQV (cm?) 0,72 + 0,06 0,70 + 0,05 0,75+0,11 0,70+0,11 0,671 0,73+0,09
TXFol (cm/dia) 0,10 + 0,03 0,11 + 0,04 0,09+0,02 0,07+0,04 0,300 0,09+0,03
MOV (horas) 76,00 + 6,20 75,43 + 5,86 66,86 9,44 66,86 +1361 0,142 70,76 +9,94
VFOV (cm?) 0,20 + 0,08 0,23 +0,08 0,24+0,10 0,20+0,05 0,757 0,22 +0,07
%VFOV (%) 28,57 +10,82 32,68+10,37 30,93+9,41 2955+9,12 0,922 31,18+8,83

DFolD9 - diametro do foliculo dominante no dia 9, DFolD10 - didmetro do foliculo dominante no dia 10, DFolD11 - diametro
do foliculo dominante no dia 11, AFolD9 - &rea total da parede do foliculo dominante no dia 9, AFolD10 - &rea total da parede
do foliculo dominante no dia 10, AFolD11 - &rea total da parede do foliculo dominante no dia 11e TXFol - taxa de crescimento
do foliculo ovulatério. DFOV - diametro do foliculo pré-ovulatério, AFOV - érea total da parede do foliculo pré-ovulatdrio,
VFOV - area de vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio, %VFOV - percentual de vascularizacdo na area da parede
do foliculo pré-ovulatério, MOV - tempo entre a remogao do dispositivo de progesterona e a ovulagéo.
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Segundo Gimenes e colaboradores (2011), a aquisi¢do da capacidade ovulatoria do
foliculo dominante de novilhas Murrah ocorreu ao atingir 0,85cm de didmetro. No presente
estudo, os diametros dos foliculos dominantes no D9 foram de 1,23 + 0,22, 1,13 +0,22, 1,15 +
0,19, 1,18 + 0,23(cm) entre os grupos S/eCG+GnRH, C/eCG+GnRH, S/eCG+BE e C/eCG+BE,
respectivamente. Outro fator analisado é que a taxa de crescimento do foliculo ovulatério
(cm/dia), também foi semelhante entre os grupos (P= 0,300), o que indica que nos tratamentos
utilizados para sincronizacdo os foliculos desenvolveram capacidade ovulatéria e taxa de
crescimento satisfatoria. Em estudo de Carvalho e colaboradores (2013), também foram obtidas
taxas de crescimento foliculares semelhantes entre grupos tratados C/eCG e S/eCG de 0,13 e

0,15 (cm/dia), respectivamente.

Figura 5 - Média do diametro folicular a partir do dia nove (D9) do programa de IATF até a
ovulacgdo nos quatro distintos protocolos de sincronizacéo (S/eCG+GnRH,
CleCG+GnRH, S/eCG+BE e C/eCG+BE).

BE ¢/eCG (cm) BE s/eCG (cm) GnRH ¢/eCG (cm) GnRH s/eCG (cm)

1,60
= 1,40

(cm
=
S

1,00
0,80
0,60
0,40

Diametro folicular

0,20

0,00
D9M DOT Di0OM D10T D11M D11T

Momento do protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF)

M= Manha; T= Tarde

Baruselli e colaboradores (1997), ao analisar a dinamica folicular de bufalas em ciclos
estrais regulares, relataram que os foliculos dominantes atingiram um didmetro médio de 1,30
a 1,50 (cm). No estudo aqui proposto ndo houve diferenca estatistica entre os diametros dos
foliculos ovulatorios (P=0,100), tendo os valores (1,57 £ 0,06, 1,54 + 0,13, 1,49 £ 0,15, 1,38 +
0,17 cm) entre 0s grupos experimentais semelhantes aos da pesquisa acima. Da mesma forma,
hd semelhanca entre os valores apontados por Mirmahmoudi e colaboradores (2014) que
obtiveram diametros de 1,30 a 1,60 (cm), porém utilizando protocolo Estradoublesynch.

Da mesma forma, Carvalho e colaboradores (2017) utilizando protocolos em bufalas

com a mesma base hormonal deste experimento (P4/BE+eCG) relataram diametros dos
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foliculos ovulatérios semelhantes aos do presente estudo, 1,31, 1,37, 1,37 cm (grupos com
diferentes indutores da ovulagdo BE24, BE36, GnRH48, respectivamente), obtendo taxas de
prenhez satisfatorias. Vale ressaltar que estes autores realizaram o experimento na época ndo
favoravel a reproducdo, mostrando a importancia do suporte gonadotrofico da eCG para esta
ocasido. Entretanto, Monteiro e colaboradores (2018), ao aplicar a mesma base hormonal
(P4/BE+eCG) nos protocolos de IATF durante ambas as estacBes reprodutivas, favoravel e
desfavoravel, concluiram que o eCG é uma alternativa vidvel para as duas situacoes.
Entretanto Carvalho e colaboradores (2013), relataram que o uso da eCG elevou 0s
didmetros maximos do foliculos pré-ovulatérios ao final dos protocolos de sincronizacao,
porém foram utilizadas bufalas em anestro sazonal, diferentemente desta pesquisa. Estes
autores ressaltaram que fémeas em anestro tem liberacdo pulsatil de LH insuficiente para as
fases finais de desenvolvimento folicular e ovulagéo, favorecendo o uso da eCG nos protocolos

de IATF nessas condigdes.

Figura 6 - Média da area da parede folicular a partir do dia nove (D9) do programa de IATF até
a ovulacdo nos quatro distintos protocolos de sincronizacao (S/eCG+GnRH,
C/eCG+GnRH, S/eCG+BE e C/eCG+BE).

BE ¢/eCG (cm?) BE s/eCG (cm?) GnRH ¢/eCG (cm?) GnRH s/eCG (cm?)
0,90
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0,10

0,00
D9M DOT D10M D10T D11M D11T

Momento do protocolo de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF)

M= Manh; T= Tarde
Neste estudo, apesar da variacdo nos diferentes protocolos entre 0s momentos da
ovulacdo (76,00 + 6,20 e 75,43 + 5,86 horas, S/eCG+GnRH e C/eCG+GnRH, respectivamente)
(66,86 = 9,44 e 66,86 + 13,61 horas, S/IeCG+BE e C/eCG+BE, respectivamente) nao foi
verificado diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P= 0,142). Também ficou
evidente que nos grupos apenas com BE e somente GnRH, associados ou ndo ao eCG, 0s

valores do MOV foram semelhantes.
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Carvalho e colaboradores (2013) relataram um MOV de 69,8 e 70,0 horas, ao utilizarem
GnRH+eCG e GnRH, respectivamente, semelhante aos relatados neste estudo, 76,00 e 75,43
horas, para os grupos S/eCG+GnRH e C/eCG+GnRH, respectivamente, obtendo elevadas taxas
de ovulacdo. Enquanto que Carvalho e colaboradores (2017) obtiveram momentos de 70,0, 78,4
e 73,6 horas ao trabalharem com trés grupos experimentais e 0s mesmos indutores desta
pesquisa BE24, BE36 e GnRH48, respectivamente.

Os autores acima, ressaltaram que tanto BE, quanto GnRH, produziram resultados muito
préximos no que se refere ao crescimento folicular, sincronizacao e indugdo da ovulacédo, o que
corrobora com o presente estudo. No mesmo sentido, Carvalho e colaboradores (2012)
avaliaram a possibilidade de substituir o GnRH, como indutor da ovulagdo, por BE nos
protocolos de IATF em bubalinos, obtendo-se resultados que indicaram uma satisfatoria
resposta folicular, taxa de ovulacéo e taxa de prenhez.

Outros fatores também indicaram que o BE é uma opcdo favoravel para substituir o
GnRH como indutor da ovulagdo. Foram relatadas vantagens no uso BE, como melhoria na
expressao do estro (YOUSUF et al., 2015), maior pico de LH (JACOMINI et al., 2014), melhor
tonus uterino e melhor custo/beneficio (MIRMAHMOUDI et al., 2014).

No estudo da dinamica folicular apresentado, foram avaliados os parametros da area da
parede folicular dos foliculos pré-ovulatorios com o recurso Power-Doppler. Nao foi verificada
diferenca estatistica entre as variaveis VFOV e %VFOV (Tabela 1) entre os protocolos de
IATF, indicando ndo haver interferéncia dos tratamentos sobre a vascularizacdo da parede
dessas estruturas.

Utilizando a funcdo color-Doppler, calculando-se os indices de resisténcia e
pulsatilidade, Neglia e colaboradores. (2012) avaliaram o fluxo sanguineo do foliculo pré-
ovulatorio de bufalas gestantes e ndo gestantes submetidas a IATF, concluindo que o tratamento
proposto ndo influenciou no fluxo sanguineo do foliculo pré-ovulatorio.

Verifica-se uma escassez de estudos avaliando por meio da ultrassonografia modo
Doppler o desenvolvimento folicular em bufalas, que segundo Acosta e colaboradores (2003)
foi relacionado a formacdo de vasos sanguineos na camada folicular de células da teca para
atender as crescentes demandas metabdlicas do foliculo em crescimento. Assim, a anélise da
area de vascularizacdo tem potencial para fornecer maiores informac6es sobre a viabilidade
folicular e maturidade oocitaria, como descrito em fémeas bovinas (SIDDIQUI et al., 2009;
GINTHER et al, 2014).
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Desta forma, pode-se confirmar que as tentativas de ajustes no proestro por meio da
inclusdo da eCG foram ineficientes em incrementar os pardmetros morfoldgicos do foliculo
dominante e pré-ovulatorio nos tratamentos hormonais propostos.

Na Tabela 2 encontram-se descritas as caracteristicas luteinicas avaliadas por
ultrassonografia em modo B e modo Power-Doppler, no D18 dos protocolos de IATF
utilizados. N&o foi observada a influéncia dos tratamentos hormonais utilizados sobre as
variaveis da area do CL (ACL) e vascularizacdo do CL (VCL e %VCL). Observou-se uma
diferenca estatistica significativa (P=0,047) entre os grupos S/eCG+BE e C/eCG+BE quanto
ao didmetro do CL (DCL) de 1,62 + 0,11 e 1,78 + 0,12 cm, respectivamente. Porém, esta
diferenca ndo se correlacionou com as concentragcfes séricas de P4 em ambos os grupos (3,26
+ 0,57 e 3,87 £ 0,56 ng/mL).

Os diametros do CL relatados neste estudo (1,75 + 0,10, 1,71 £ 0,09, 1,62 + 0,11, 1,78
+ 0,12 cm) encontram-se de acordo com os relatados por outros autores tanto em protocolos a
base de P4/BE+eCG, 1,84 e 1,90 cm (MONETEIRO et al., 2018), quanto em protocolos
Ovsynch em bubalinos, 1,70 cm (VECCHIO et al., 2012), 1,86 cm (DI FRANCESCO et al.,
2012) e 1,64 cm (RUSSO et al., 2010). O mesmo acontece aos dados da area do CL (2,31 +
0,27, 2,23 =+ 0,33, 2,04 £ 0,19, 2,42 £ 0,29 cm?) em relacdo a outros autores, 2,40 cm?
(VECCHIO et al., 2012), 2,72 cm? (DI FRANCESCO et al., 2012) e 2,84 cm? (NEGLIA et al.,
2012).

Tabela 2 - Efeitos dos protocolos propostos para sincronizacéo (S/eCG+GnRH, C/eCG+GnRH,
S/eCG+BE e C/eCG+BE) sobre as caracteristicas luteais avaliadas por
ultrassonografia em modo B e Power-Doppler e dosagens de progesterona (P4) no
dia 18 do protocolo de IATF.

Tratamentos Totais
Variaveis S/eC(} + GnRH C/eCQ + GnRH S/eQG_ + BE C/e@@ + BE Meédia + S
(média + S) (média + S) (média + S) (média+S) P valor (n—27_)
(n=6) (n=7) (n=7) (n=7) B
DCL D18 (cm) 1,75+0,10®  1,71+0,09%® 1,62+0,11* 178+0,12° 0,047 172£0,12
ACL D18 (cm?)  2,31+0,27 2,23+0,33 2,04+019  242+029 0,09 227030
VCL D18 (cm?) 0,97 +0,19 0,77 £0,32 091+030 084+023 0570 087%0.26

%VCL D18 (%)  42,58+9,90  3397+11,33  44,02+1126 3468+770 0,333 38,65+10,46

P4 D18 (ng/mL) 2,80 + 0,702 4,09 £ 0,94b 3,26 +0,57® 3,87+0,56® 0,017 3,53+0,84
DCLD18 - diametro do CL no dia 18 do protocolo, ACLD18 - area do CL no dia 18 do protocolo, VCLD18 - &rea de
vascularizag¢do do CL no dia 18 do protocolo, %VCLD18 - percentual de vascularizagdo do CL no dia 18 do protocolo, P4D18-

dosagem sérica de progesterona no dia 18 do protocolo. Letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05).
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Foi verificada uma diferenca estatistica significativa (P=0,017) para a concentracdo de
P4 entre os grupos S/eCG+GnRH e C/eCG+GnRH, com médias de 2,80 + 0,70 e 4,09 + 0,94
ng/mL, respectivamente. O que corrobora com algumas vantagens descritas na utilizacdo da
eCG como suporte gonadotrofico, relatando-se sua agdo de contribuir para aumento nas
concentracdes P4 e taxa de crescimento do CL, em protocolos de a base de P4+eCG em bufalas
(MARUGAVEL et al., 2009; CARVALHO et al., 2012).Carvalho e colaboradores (2013),
concluiram que a administracdo da eCG ap0s a retirada do implante de P4 em bufalas lactantes,
na estacdo ndo reprodutiva, incrementou a taxa de crescimento do CL, a concentragéo inicial
de P4 e ataxa de gestacdo apds IATF. Estes achados condizem com a presente pesquisa quanto
ao DCL dos grupos S/eCG+BE e C/eCG+BE, e a P4 dos grupos S/eCG+GnRH e
CleCG+GnRH, que apresentaram diferenca estatistica, como descrito anteriormente. Porém, o
efeito do fotoperiodo ndo se aplica nas condigdes deste experimento, verificando-se que nos
tropicos o ciclo estral tem modulag¢des anuais influenciadas pela pluviosidade, disponibilidade
e a qualidade da forragem (PERERA, 2011), temperatura ambiental, interacdo social, data do
parto e lactacdo (ROSA e BRYANT, 2003). Isto sugere que houve uma influéncia parcial da
eCG sobre as caracteristicas luteinicas nos grupos experimentais utilizados.

Assim sendo, Marugavel e colaboradores (2009) concluiram que a utilizacdo da eCG
em protocolos a base de P4, em bufalas lactantes e aciclicas incrementaram as taxas de ovulacéo
e de prenhez em condigdes tropicais. Adicionalmente ao que foi observado por outros autores,
que indicaram o eCG nos tratamentos hormonais pés retirada dos implantes de P4 com
influéncia positiva nas taxas de crescimento do CL, concentracbes de P4 durante o diestro
inicial apos sincronizacdo da ovulagédo e taxas de gestacdo apds IATF de bafalas em anestro
(novilhas e vacas) (BARUSELLI et al., 2013; CARVALHO et al., 2016, MONTEIRO et al.,
2018).

Entretanto, esta condicdo de aplicacdo da eCG em animais aciclicos, com escore de
condicdo corporal baixo e criados a pasto (BO et al., 2013; RENSIS e LOPEZ-GATIUS, 2014),
pode justificar a parcial acdo da eCG no presente estudo. Haja vista, que 0s animais utilizados
encontravam-se em condicdo ciclica confirmada pela presenca do CL e adequado escore de
condicao corporal (média, ECC = 3,0), pressupondo suficiente suporte gonadotréfico para o
desenvolvimento da dindmica folicular e luteal.

No estudo apresentado ndo ocorreu a influéncia dos protocolos de IATF utilizados sobre
as caracteristicas vasculares dos CL avaliados pela ultrassonografia em modo Power-Doppler.

N&o foram encontrados até o momento estudos que utilizaram a mesma base protocolar dos
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tratamentos aqui propostos, com avaliagdo morfofuncional por ultrassonografia Power-Doppler
do CL em bubalinos pela avaliagéo objetiva segundo Ghetti (2012).

Neglia e colaboradores. (2012) avaliaram o fluxo sanguineo da parede do CL de bufalas
submetidas a A calculando-se os indices de resisténcia e pulsatilidade e tratadas com um
analogo da PGF2a, utilizando protocolo Ovsynch. Estes autores concluiram que o tratamento
proposto ndo influenciou no fluxo sanguineo dessas estruturas. Estudos com bufalas, Papa e
colaboradores (2007) relataram fortes correlacGes positivas entre a expressao do fator de
crescimento endotelial vascular e a densidade vascular, com concentragdes plasmaticas de
progesterona. Sugerindo a ideia de que a angiogénese e a funcdo do CL também estdo
intimamente relacionadas nesta espécie. Bem como, Russo e colaboradores (2009) que
destacaram um fluxo sanguineo satisfatorio para o CL no 10° dia apds a IA, seria ideal para a
funcdo do CL e chances de prenhez em bufalas.

Da mesma forma, ao avaliarem o desenvolvimento da fungdo do CL, durante a duas
primeiras semanas apos a |A e a evolugéo da gestacéo, Vecchio e colaboradores (2012), tambem
com o uso do color-Doppler, sugeriram um modelo para futuros estudos basicos sobre a
endocrinologia da gestacdo precoce em bufalas e que haveria potencial para que a
funcionalidade do CL, avaliada com este equipamento, fosse desenvolvida como um preditor
da prenhez. Afirmando a necessidade de mais estudos com o recurso Doppler na avaliacdo do
fluxo sanguineo de bubalinos submetidos a protocolos de IATF.

De forma complementar ao que foi exposto, a avaliacdo luteal realizada durante o
experimento proporciona a confirmacdo de que o0s protocolos testados foram capazes de
promover a formacdo de corpos liteos com adequados parametros estruturais e funcionais.

Na Tabela 3 encontra-se demonstrado o valor (R$) de cada protocolo por animal e 0s
percentuais (%) de cada farmaco na composicao dos custos dos diferentes protocolos de IATF
utilizados para o experimento. Nos tratamentos em que a eCG foi associada aos protocolos,
houve um aumento expressivo nos custos do protocolo por animal, observado pelo percentual
de participacdo deste hormdnio nos seguintes grupos, C/eCG+GnRH com 38,42% e C/eCG+BE
com 47,55%. Caso seja utilizado o BE como indutor da ovulacdo, nas condi¢bes deste
experimento, poderiamos utilizar o protocolo S/eCG+BE onde ndo foram verificadas diferencas
nas concentracGes de P4 e apresentou melhor custo/beneficio. Do contrario, utilizando-se o
GnRH como indutor da ovulacéo, escolheriamos o protocolo C/eCG, que apresentou diferenca

significativa nas concentragdes séricas de P4 entre os grupos que utilizaram GnRH.
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Tabela 3 - Demonstrativo do impacto dos farmacos utilizados nos custos dos protocolos de
IATF dos grupos experimentais, indicando o custo total do protocolo para um
animal e os percentuais de cada hormonio no valor total por protocolo.

Protocolo

Variaveis/Hormonios
S/eCG+GnRH C/eCG+GnRH S/eCG+BE C/eCG+BE

Valor/animal (R$) 25,64 41,64 17,65 33,65
Perc. da eCG (%) - 38,42 - 47,55
Perc do indutor (%) GnRH 32,17 GnRH 19,81 BE 1,47 BE 0,77
Perc. do Implante de P4 (%) 37,71 23,22 54,79 28,74
Perc. da PGF2a, (%) 28,08 17,29 40,79 21,40

Perc.= Percentual.
Néo foi incluido o valor do impacto (%) para a dosagem de 2mg de BE utilizado no DO do protocolo de IATF.

Outro fator que se destaca na Tabela 4 é o custo que cada indutor da ovulagdo imprime
por protocolo animal. De forma muito destacada, o uso do BE em detrimento ao GnRH ¢
recomendado, sendo explicada pelo seu impacto financeiro de apenas 1,47% e 0,77% nos
grupos S/eCG+BE e C/eCG+BE, frente a 32,17% e 19,81% nos grupos S/eCG+ GnRH e
C/eCG+ GnRH; respectivamente.

Finalmente, Ao considerar as avaliagdes morfofuncionais dos componentes foliculares
e luteais, e observar o custo/beneficio pode-se indicar como melhor protocolo o S/eCG+BE,
diante das condicbGes deste experimento. Este protocolo proporcionou desenvolvimento
folicular, sincronizacdo e ovulacdo satisfatorias, além de fundamentar o desenvolvimento do

CL e, consequentemente apresentar uma adequada concentracdo de P4.
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6 CONCLUSOES

Concluiu-se que:

N&o ficou evidenciado que o suporte gonadotréfico com eCG influenciou nas
caracteristicas foliculares de bufalas lactantes submetidas a um protocolo de IATF.

Ao se trabalhar com GnRH como indutor da ovulagéo, recomenda-se a sua associagao
com o eCG, visto que a agregacado deste farmaco impactou positivamente nas concentracdes de
P4.

Apesar da eCG ter aumentado o diametro do CL das fémeas tratadas com BE, este
incremento ndo correspondeu hd um consequente aumento da P4.

A utilizacdo da eCG associado ao BE ou ao GnRH néo influenciou 0 momento da
ovulacao de bufalas mesticas, lactantes submetidas a diferentes protocolos de IATF.

Protocolos que utilizam BE ou GnRH associados ao eCG possibilitaram eficientes
sincronizacao e inducédo da ovulacdo em bufalas lactantes submetidas a um protocolo de IATF.
Devendo-se levar em consideracdo também o fator custo/beneficio favoravel ao uso do BE.

Nas condigdes em que foi executado o experimento, indica-se 0 uso do protocolo

S/eCG+BE, principalmente, pelo quesito custo/beneficio.
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