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RESUMO

O experimento objetivou, avaliar a utilizacio do hormonio luteinizante (LH) e da
gonadotrofina corionica humana (hCG), em substituicdo ao hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) no protocolo ovsynch em fémeas bubalinas, visando a inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF), verificar a influéncia do escore da condi¢do corporal (ECC)
sobre as taxas de prenhez de cada grupo e avaliar a taxa geral de mortalidade fetal.
Empregou-se o protocolo Ovsynch tradicional no Grupo 1 (G1) com modifica¢des no G2 e no
G3, (D0=GnRH, D7=PGF2a e D9= GnRH, hCG ou LH respectivamente), para sincronizar o
estro de 106 bufalas das racas Murrah e Mediterraneo, durante a estagao reprodutiva de 2008.
No D9 do protocolo os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos e receberam:
GnRH (G1)-(acetato de lecirelina 25ug, n=38); hCG (G2) - (2500 UI, n=35) ou LH (G3) -
(12,5 mg, n=33). Apdés 16 horas (D9 + 16 horas), realizou-se a IATF e mensurou-se o
diametro do foliculo pré-ovulatério com exames ultrassonograficos. O diagnéstico de
gestacdo foi efetuado no 43° dia ap6és a IATF, e repetido no 61° dia, visando verificar a taxa
de mortalidade fetal. As taxas de concepcdo entre os grupos GnRH, hCG e LH, foram
respectivamente: 39,4, 51,4 e 45,5% (p>0,05); a ultrassonografia feita no dia da IATF revelou
que 90,4% dos animais possuiam foliculos pré-ovulatorios de 11,9 mm de didmetro médio
nos ovérios; os grupos hCG e LH tiveram maior taxa de prenhez que o grupo GnRH (p>0,05).
A taxa de mortalidade fetal foi de 6,25%. Ao se comparar o ECC com as taxas de prenhez nos
grupos G1, G2 e G3, ndo se observou diferenca (p>0,05). Conclui-se que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados e que a taxa de mortalidade fetal pode ser
reduzida com a melhora do ECC dos animais.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, ovsynch, foliculo pré-ovulatério, mortalidade embriondria,
escore da condi¢do corporal, inseminacao artificial em tempo fixo.

AVALIATION OF EMPLOYING THE MODIFIED OVSYNCH PROTOCOL ON
PREGNANCY RATE AND FETAL MORTALITY IN BUBALUS BUBALIS

ABSTRACT

This experiment aimed to evaluate the use of luteinizing hormone (LH) and human chorionic
gonadotropin (hCG) in replacement to gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in estrus
synchronization protocols in female buffalo, in order to artificial insemination at fixed time
(TAI), verify the influence of body condition score (BCS), on pregnancy rates of each group
and assess the overall rate of fetal mortality. We used the traditional Ovsynch protocol in
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Group 1 (G1) with modifications in G2 and G3 (GnRH = D0, D7 = D9 = PGF2 and GnRH,
hCG or LH, respectively), to synchronize estrus of 106 buffaloes of Murrah and
Mediterranean during the breeding season of 2008. In D9 protocol the animals were randomly
divided into three groups and received: GnRH (G1) - (lecirelin acetate 25ug, n = 38), hCG
(G2) - (2500 IU, n = 35) or LH (G3) - (12.5 mg, n = 33). After 16 hours (16 hours + D9), held
on TAI and measured the diameter of the preovulatory follicle with ultrasound examinations.
Pregnancy diagnosis was performed on day 43 after TAI, and repeated on day 61 in order to
check the fetal mortality rate. The conception rates between the groups GnRH, hCG and LH,
were respectively: 39.4, 51.4 and 45.5% (p> 0.05); ultrasound done on the day of TAI
revealed that 90.4% of animals had pre-ovulatory follicles of 11.9 mm in diameter in the
ovaries, hCG and LH groups had a higher pregnancy rate than the GnRH group (p> 0.05).
The fetal mortality rate was 6.25%. Comparing the ECC with pregnancy rates in G1, G2 and
G3, there was no difference (p> 0.05). It is concluded that there was no significant difference
between treatments and that the fetal mortality rate can be reduced with the improvement of
ECC animals.

Keywords: Bubalus bubalis, artificial insemination fixed time, estrus synchronization,
preovulatory follicle diameter, embryonic mortality rate.

) EVALUACION DEL USO DEL PROTOCOLO OVSYNCH MODIFICADO EN EL
INDICE DE CONCEPCION Y LA MORTALIDAD FETAL EM BUBALUS BUBALIS

RESUMEN

El experimento tuvo como objetivo evaluar el uso de la hormona luteinizante (LH) y
gonadotropina coriénica humana (hCG), en sustitucién de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) en el Ovsynch en biifalas, con miras a una inseminacion artificial de
tiempo fijo (IATF), verificar la influencia de la condicién corporal (CC) en las tasas de
embarazo de cada grupo y evaluar la tasa global de mortalidad fetal. Se utiliz6 el protocolo
Ovsynch tradicional en el Grupo 1 (G1) con modificaciones en G2 y G3 (GnRH = D0, D7 =
D9 = PGF2 y GnRH, hCG o LH, respectivamente), para sincronizar el estro de 106 bufalos de
las razas Murrah y Mediterrdneo durante la temporada de cria de 2008. En el D9 del
protocolo, los animales fueron divididos aleatoriamente en tres grupos y sometidos a: GnRH
(G1) - (etil lecirelina 25ug, n = 38), la hCG (G2) - (2500 UL, n =35) o LH (G3) - 12,5 mg, n =
33). Después de 16 horas (16 horas + D9), se realizé el TAI y se midi6 el didametro del
foliculo pre-ovulatorio con ultrasonido. El diagndstico de gestacion se llevé a cabo el dia 43
después de la IATF , y se repiti6 el dia 61 con el fin de comprobar la tasa de mortalidad fetal.
Las tasas de concepcion entre los grupos de la GnRH, hCG y LH, fueron respectivamente:
39,4, 51,4 y 45,5% (p> 0,05); la ecografia realizada en el dia de la IATF puso de manifiesto
que el 90,4% de animales tenia foliculos pre-ovulatorios de 11,9 mm de didmetro en los
ovarios. Los grupos hCG y LH tuvieron una tasa de embarazo més alta que el grupo de GnRH
(p> 0,05). La tasa de mortalidad fetal fue de 6,25%. Al comparar la ECC con las tasas de
embarazo en G1, G2 y G3, no hubo diferencia (p> 0,05). Se concluye que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos y que la tasa de mortalidad fetal se puede reducir con la
una mejoria de la condicién corporal de los animales.

Palabras clave: Bubalus bubalis, ovsynch, foliculo pre-ovulatorio, mortalidad fetal,
puntuacioén de la condicién corporal, inseminacion artificial en tiempo fjxo, sincronizacion del
estro.

Weiss RR. et al. Avaliagdo do emprego do protocolo ovsynch modificado na taxa de prenhez e mortalidade fetal
em Bubalus bubalis. Vet. e Zootec. 2012 dez.; 19(4): 531-538.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterindria e Zootecnia 533

INTRODUCAO

O rebanho bubalino brasileiro tem uma taxa média de crescimento anual de 12,5%,
alcancando em torno de dois milhdes de cabecas no pais (1). A producdo de leite desta espécie
aumentou 28,3%, e a bubalinocultura € responsavel por 12,4% da producdo mundial de leite
(1). A regido Sul apresenta o 2° maior rebanho nacional, destacando-se o Parana na produgdo
de carne e derivados lacteos (2).

A utilizacdo de protocolos que niao necessitem de identificacdo de estro para a
realizacdo da IATF, contribuiu bastante para o incremento da utilizagao desta biotécnica no
rebanho bubalino.

Pursley et al. (3), utilizando o protocolo Ovsynch em fémeas bovinas verificaram que
todos os animais haviam ovulado entre 24 e 32 horas apds a aplicacdo da segunda dose de
GnRH. Em fémeas bubalinas, Paul e Prakash (4) verificaram que ap6s a segunda aplicagao de
GnRH a ovulagdo ocorreu entre 20 e 32 horas, incidindo a maior ocorréncia de ovulacio as
23,3 horas. Uma vez conhecido o momento da ovulagdo, foram realizados experimentos para
determinar o melhor periodo para se realizar a inseminacdo artificial. Diferentes periodos
foram estudados (0, 8, 16, 24 e 32 horas), sendo que as melhores taxas de concepcao foram
obtidas, quando a IA foi realizada as 16:00 horas apds a segunda dose de GnRH no protocolo
Ovsynch (5-7).

O objetivo do experimento foi avaliar a substituicdo do hormodnio liberador das
gonadotrofinas do protocolo Ovsynch pelo hormdnio luteinizante ou pela gonadotrofina
coridnica humana sobre a taxa de prenhez, mortalidade fetal e o escore corporal em Bubalus
bubalis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em 2008. Foram utilizadas 106 fémeas bubalinas das racas
Murrah e Mediterraneo do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR - Morretes - PR), em
regime semi-estabulado, com peso médio dos animais de 470 kg, idade entre quatro e dez
anos e pos-parto de 45 dias. Os animais estavam no periodo de lactacdo sendo a producgdo
média de 4,0 litros/animal/dia. A alimentacdo dos animais era composta por Brachiaria
mutica, Brachiaria radicans, Brachiaria humidicola, Axonopus spp, Paspalum spp,
Hemarthria altiissima ao pastoreio; e quando estabuladas recebiam Pennisetum purpureum e
Saccharum officinarum picadas e levadas ao cocho (cerca de 35 kg/cabeca/dia) e 2
kg/cabec¢a/dia de milho moido com minerais. Realizou-se a avaliagdo do escore de condi¢ao
corporal (ECC), baseando-se nos criterios de Edmonson et al. (8). Ao todo 81 animais
estavam com o ECC na condi¢ao de < 3,0 e 25 com ECC > 3,0.

Os hormonios utilizados nos protocolos foram: o acetato de buserelina (Gestran Plus®,
Tecnopec); d-cloprostenol (Ciosin®, Intervet Schering-Plough); gonadotrofina coridnica
humana (Novolin®, Novo Nordisk) e hormonio luteinizante (Lutropin®, Tecnopec).

Os animais foram divididos ao acaso em trés grupos: Gl (n=38), G2 (n=35) e G3
(n=33) e receberam o0s seguintes tratamentos:

Grupo 1: (Ovsynch ou controle)

5/ — oy A— D9---+16 h---D10
GnRH PGF2a GnRH IATF
Acetato de Lecirelina D-cloprostenol 25 ug
50 ug 0,150 mg
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Grupo 2: (Tratado com hCG)

5 — oy A— D9---+16 h---D10
GnRH PGF2a hCG IATF
Acetato de Lecirelina D-cloprostenol 2500 UI
50 ug 0,150 mg

Grupo 3: (Tratado com LH)

5/ — 0y A— D9---+16 h---D10
GnRH PGF2o LH IATF
Acetato de Lecirelina D-cloprostenol 2500 UI
50 ug 0,150 mg

No dia da tdltima aplicacdo hormonal do protocolo (D9) foi realizada a ultrassonografia
transretal (aparelho Aloka SSD-500, transdutor 5.0 MHz) nos ovérios para mensurar o
diametro dos foliculos. No dia seguinte, apés 16 horas (momento da IATF), novo exame
ultrassonografico foi feito para mensurar o diametro do foliculo pré-ovulatério e/ou a
ocorréncia da ovulagdo. O diagndstico de gestacdo foi realizado com auxilio de aparelho de
ultrassonografia no 42° dia apds a IAT, mensurando-se também o didmetro do CL nos animais
prenhes. Novo exame ultrassonografico foi realizado no 63° dia ap6s a IATF para se verificar
a taxa de mortalidade fetal nas fémeas que anteriormente haviam sido diagnosticadas
“prenhes”.

ANALISE ESTATISTICA

Para as varidveis taxa de concepcdo e de prenhez foi empregado o teste do Chi-
quadrado. Foi utilizado também o teste de Chi-quadrado para avaliar a associacdo entre o
protocolo e a concep¢do em dois niveis de ECC (<3 e >3) (9). Devido ao cariter quantitativo
da varidvel ECC, procedeu-se um estudo de regressd@o com o intuito de quantificar o efeito do
aumento dos niveis desta varidvel sob a taxa de concepg¢ao (probabilidade da fémea estar
prenhe). Para tanto se adotou a técnica de regressdo logistica implementada no software
estatistico SAS® por meio do PROC LOGISTIC (10). Admitiu o valor de p<0,05 para as
andlises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, ndo se observou diferenca significativa de
resultados na correlacdo entre os protocolos e o didmetro do foliculo pré-ovulatério com a
varidvel concepgao.
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Tabela 1. Taxa de concep¢do em fémeas bubalinas das ragas Murrah e Mediterraneo,
submetidas a inseminacdo artificial em tempo fixo mediante os protocolos Ovsynch
tradicional (G1) e os modificados (G2 e G3), n=106, 2008.

Grupo Numero de animais Taxa de concepg¢ao
(n) (%)
Gl 38 39,4°
G2 35 514"
G3 33 45,5°

Letras iguais na mesma coluna ndo sdo significantes

Os dados da Tabela 1 indicam que nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos,
porém observou-se uma tendéncia de melhores resultados no grupo de bufalas que receberam
o protocolo com o hCG (G2) em relagcdo ao grupo que recebeu GnRH (G1). Tais resultados
sao muito semelhantes aqueles obtidos por Carvalho et al. (11), os quais compararam a taxa
de concepcdo de animais que receberam GnRH ou hCG no protocolo Ovsynch. Estes
pesquisadores obtiveram taxa de concep¢ao de 46,8% e 50,8%, respectivamente (P>0,07),
evidenciando vantagens ao se administrar o HCG, no protocolo ovsynch modificado. Ao se
comparar a taxa de concepc¢do entre os grupos GnRH e LH, os dados encontrados na presente
pesquisa sdo discordantes aos obtidos por Baruselli (12), ao compararem a taxa de concepgao
destes tratamentos, quando verificaram vantagens significativas (p<0,05) ao se empregar o
LH, em substituicdo ao GnRH (taxas de concepcao de 46,49% e 65,24%, respectivamente).
Os resultados diferentes podem ter sido influenciados pelo nimero de animais por grupo e/ou
dosagem hormonal utilizada. Contudo os dados do presente experimento sdao semelhantes aos
reportados por outros autores (4, 13, 14), ao enfatizarem melhorias na sincronizagcdo da
ovulacdo utilizando estes hormodnios.

Neste estudo, ao se comparar a associa¢do entre os protocolos de sincronizacdo da
ovulacdo (GnRH, hCG e LH) e a probabilidade de concep¢do dentro de cada nivel de ECC
(>3 ou <3), ndo se verificou diferenca significativa de resultados (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de concepcdo em Bubalus bubalis em fungdo dos niveis de ECC (>3 com
p=0,56 ou <3 com p=1,00) dos animais para cada protocolo de sincronizag¢ao utilizado.

N3ao houve diferenca significativa entre os escores corporais (p>0,05).
Considerando os resultados do experimento e aplicando-se a regressdo logistica,
quantificou-se a influéncia do ECC sobre a taxa de concep¢do (Figura 2). Foi possivel
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observar que, em fun¢do do aumento de uma unidade no valor do ECC, (média), houve
aumento médio de 24,3 % sobre a taxa de concepg¢do, (21,3 + 30,0 + 21,6)/3=24,3 (%).
Observa-se ainda que o maior aumento (30%) foi proporcionado por valores de ECC entre 2,5
e 3,5.

Y=exp(-3,7276 + 1,2389ECC)/(1 + exp(-3,7276 + 1,2389ECC))

0,216

0,300

Taxa de concepcao

0,213

O T T T T
1,5 2 25 3 3,5 4 4,5

Escore condigao corporal (ECC)

Figura 2. Curva estimada com vistas a descricdo da relacdo entre o escore da condi¢dao
corporal e a taxa de concepg¢ao por meio da técnica de regressao logistica.

Os dados do presente estudo corroboram os relatos de Baruselli et al. (15), ao
observarem a influéncia (p<0,05) do ECC sobre a taxa de concepcao (< 3,0 =31,4%, n=223;
3,5 = 52,9%, n=546; > 4,0 = 57,1%, n=198), ao pesquisarem fémeas bubalinas no Vale do
Ribeira (SP). Os exames de ultrassonografia transretal antes da IATF revelaram, na presente
pesquisa, que 90,4% dos animais possuiam foliculos com didmetro >1,0 cm nos ovarios,
indicando sincronizagdo de estro. O foliculo pré-ovulatério possuia em média 1,19+0,14 cm
de diametro. Os dados de didmetro de foliculo pré-ovulatério ou do dominante e de corpo
liteo em cada grupo encontram-se na Tabela 2. Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por
Campanile et al. (14), onde 86,7% dos animais apresentaram foliculos com didmetro superior
a 1,0 cm no momento da IATF. Sartori, Rosa e Wiltbank (16), ao administrarem LH exdgeno,
demonstraram que somente foliculos com mais de 0,85 cm possuiam capacidade ovulatéria.
Estes autores sugeriram que a expressdo de receptores para LH ocorre apenas em foliculos
com mais de 0,8 cm, demonstrando que foliculos menores sdo incapazes de ovular, mesmo
apos receberem altas doses de LH exdgeno. Por esse motivo calcula-se que a taxa de
sincronizagdo de estro, baseia-se no numero de animais que possuem foliculos com
capacidade ovulatéria, ou seja, maiores que nove mm. Neste experimento a taxa de
sincronizagao foi satisfatéria (90,4%).

A utilizacdo de GnRH, hCG e/ou LH no dia 9 do protocolo teve como objetivo
promover a indu¢do sincronizada da ovulagdo do foliculo dominante (> 0,9 cm) pelo efeito
fisiologico de estimular a liberacdo de LH e FSH na hipodfise anterior. Essa sincronizagao
permite melhores resultados quanto a taxa de prenhez quando comparada com outros
protocolos que ndo incluem a utiliza¢do de indutores da ovulacdo.
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Tabela 2. Diametro médio do foliculo dominante (FD) no dia da inseminagdo artificial em
tempo fixo e do corpo liteo (CL) nas biifalas gestantes no 43° dia.

Grupo Numero de Diametro médio do FD (cm) na Diametro médio do CL
animais (n) IATF (cm) no 43° dia de prenhez
Gl 14 1,13 2,19
G2 18 1,22 2,17
G3 15 1,25 2,15

Na presente pesquisa objetivou-se igualmente verificar a taxa de perdas embriondrias
entre 0 43° e o 61° dia apds a IATF, obtendo-se a cifra de 6,25%, constando os dados
individuais dos animais na Tabela 3. Campanile et al. (14), obtiveram percentual de perda
embriondria muito préxima a da presente pesquisa (7%) em bufalas inseminadas apds a
sincronizagdo de estro. Esses mesmos autores utilizaram o GnRH e o HCG em diferentes
tratamentos de sincronizagdo de estro, verificando que os animais que haviam recebido HCG,
demonstraram maiores concentracdes de progesterona (386 pg/ml) em relacdo aos animais
que haviam recebido GnRH (344 pg/ml), ndao observando contudo, reducdo das perdas
embriondrias.

Tabela 3. Dados dos foliculos pré-ovulatorios e de corpo liteo em animais que tiveram perda
fetal entre 0 43° e 0 61° dia apds a inseminacao artificial (n=5).

Grupo Ovario Foliculo (cm) Corpo Liiteo (cm)
Gl Esquerdo 1,1 2.1
G1 Esquerdo 1,2 2,2
Gl Direito 1,2 2,1
G2 Esquerdo 1,2 2,2
G3 Direito 0,9 2,0

No presente estudo, ao se relacionar a perda fetal com o protocolo utilizado, ndo se
verificou beneficio do uso do hCG ou do LH em rela¢do ao GnRH (P=0,712).

CONCLUSOES

A segunda aplicagao de GnRH do protocolo Ovsynch tradicional pode ser substituida
pelo uso de hCG ou de LH para indugdo da ovulacdo em fémeas bubalinas obtendo-se taxas
de prenhez satisfatorias.

A medida que o escore de condi¢io corporal aumenta em uma unidade, a taxa de
prenhez pode aumentar significativamente.
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