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RESUMO

Diferentes protocolos de inducdo de puberdade ja foram avaliados, principalmente com o uso de
progesterona na espécie bovina. Este trabalho buscou avaliar a eficiéncia de um protocolo de inducéo de
puberdade na espécie bubalina sobre a prenhez apods a IATF, e qual melhor intervalo entre a inducéo e o
inicio do protocolo de IATF. No inicio do protocolo de inducéo de puberdade, as novilhas receberam um
implante intravaginal liberador de progesterona (P4) de 4° uso. Este implante permaneceu no animal por
10 dias. Apds 10 dias do inicio do protocolo de inducdo, o implante foi retirado e nos animais que
estavam aciclicos foi administrado 0,5 mg de cipionato de estradiol. Os animais foram divididos em 3
grupos experimentais quanto ao momento de receber o protocolo de inducdo da puberdade: grupo
Inducdo45 — recebeu o protocolo de inducdo de puberdade no Dia -55, com fim do protocolo de inducéo
no Dia -45 e o inicio do protocolo de IATF no Dia 0; o grupo Inducéol2 - recebeu o protocolo de indugéo
de puberdade no Dia -22, com o fim do protocolo de inducéo no Dia -12 e o inicio do protocolo de IATF
no Dia 0; grupo Controle - ndo recebeu protocolo de inducéo de puberdade, somente o protocolo de IATF
com inicio do Dia 0. Os animais de todos os grupos foram mantidos no mesmo lote de manejo e
comecaram o protocolo de IATF no mesmo momento (Dia 0). No inicio do protocolo de sincronizagao da
ovulacdo (Dia 0), as 16h:00min, as novilhas receberam um dispositivo intravaginal liberador de
progesterona (P4) e 2,0 mg IM de benzoato de estradiol (BE). No Dia 9, as 16h:00min, os implantes
intravaginais foram removidos e se administrou 25 mg IM de dinoprost (PGF2a) e 400 Ul de
gonadotrofina coridnica equina (eCG). No Dia 11, as 16h:00min, as novilhas receberam 10ug IM de
GnRH. Os animais foram inseminados 16 horas ap0s a aplicacdo de GnRH, a partir das 08h:00min. Apo6s
30 dias da IATF foi realizado o diagnostico de gestacdo através de ultrassonografia, a taxa de prenhez do
grupo Inducdo45 foi de 42,2%, grupo Inducdol? foi de 44,2% e o grupo Controle obteve uma taxa de
prenhez de 21,8%. Concluiu-se que os protocolos de indugdo de puberdade em novilhas bufalas pré-
puberes aumenta a prenhez apos a IATF, e que o intervalo de 12 dias entre o fim da inducéo e o inicio do
protocolo de IATF pode ser preconizado, por apresentar semelhante P/IA que o intervalo de 45 dias, além
de ser mais curto.

PALAVRAS-CHAVE: Novilhas, inducéo de puberdade, IATF.



ABSTRACT

Different protocols of puberty induction have already been evaluated, mainly with the use of progesterone in
bovine specie. This work aimed to evaluate the efficiency of a puberty induction protocol in the buffalo
species on pregnancy after TAI, and what better interval between the induction and the initiation of the timed
artificial insemination (TAI) protocol. At the beginning of the puberty induction protocol, heifers received a 4-
use progesterone-releasing intravaginal (P4) implant. This implant remained in the animal for 10 days. After
10 days of initiation of the induction protocol, the implant was withdrawn and 0.5 mg of estradiol cypionate
was given to animals that were acyclic. The animals were divided into three experimental groups regarding
the time to receive the puberty induction protocol: Induction group45 - received the puberty induction protocol
at Day -55, with end of the induction protocol at Day -45 and the beginning of the protocol of TAI on Day 0;
the Induction12 group - received the puberty induction protocol at Day -22, with the end of the induction
protocol at Day -12 and the start of the IATF protocol at Day 0; Control group - did not receive puberty
induction protocol, only the IATF protocol with start of Day 0. Animals of all groups were kept in the same
management lot and started the IATF protocol at the same time (Day 0). At the beginning of the ovulation
synchronization protocol (Day 0) at 4:00 p.m., heifers received a progesterone-releasing intravaginal device
(P4) and 2.0 mg estradiol benzoate (BE) IM. On Day 9, at 4:00 p.m., intravaginal implants were removed and
25 mg IM of dinoprost (PGF2a) and 400 U of equine chorionic gonadotrophin (eCG) were administered. On
Day 11, at 4:00 p.m., heifers received 10 ug IM of GnRH. The animals were inseminated 16 hours after the
application of GnRH, from 08h00min. After 30 days of IATF, the diagnosis of gestation was performed by
ultrasonography, the pregnancy per Al (P/Al) of the Induction group45 was 42.2%, the Induction groupl12
was 44.2%, and the Control group had a pregnancy rate of 21.8 %. It was concluded that the puberty induction
protocols in prepubertal buffalo heifers increase pregnancy after TAI, and that the 12-day interval between the
end of induction and the beginning of the TAI protocol can be recommended because it presents similar P/IA
than the 45-day interval, in addition to being shorter.

KEY WORDS: Heifers, puberty induction, TAL.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Associacao Brasileira dos Criadores de Bufalos (ABCB, 2005), a producéo de
bufalos apresenta inimeras vantagens sobre a bovina, em especial em termos da qualidade da
carne (OLIVEIRA, 2005) e composicdo do leite (TONHATI et al., 1996). Apesar do diferencial
de mercado, a produtividade da bubalinocultura ainda fica abaixo do seu potencial. Os baixos
indices produtivos sdo resultados de uma série de falhas no sistema de criacdo, entre eles
deficiéncias na sanidade, no sistema de pastejo e nas deficiéncias nos programas reprodutivos e
de melhoramento genético. Segundo (EUCLIDES FILHO et. al., 2000), o monitoramento do
progresso genético deve ser uma preocupacao para toda e qualquer raga e espécie, e para isto é
imprescindivel conhecer o tamanho do efetivo, o intervalo de geraces, e a variabilidade genética
do rebanho.

A idade ao primeiro parto é um fator determinante na produtividade de um rebanho,
sendo a idade a puberdade fator fundamental no sucesso reprodutivo da fémea em sua primeira
estacdo reprodutiva (DAY ; ANDERSON, 1998). A reducdo da idade ao primeiro parto
proporciona incrementos nos indices de desfrute do rebanho, demonstrando a importancia da
utilizacdo de fémeas sexualmente mais precoces para a atividade pecudria ter maior eficiéncia e
rentabilidade (PATTERSON, et. al., 1992; FRIES & ALBUQUERQUE, 1999).

O inicio da vida reprodutiva na espécie bubalina, ou puberdade, é comumente mais tardia
em comparagdo com o gado bovino (JAINUDEEN; HAFEZ, 2016). Existe grande variagdo com
relacdo ao momento em que a fémea bubalina atinge a puberdade, o que pode ser atribuido a
aspectos ligados ao manejo, alimentacéo e selecdo genética, entre outros. Variacdes entre 10 a 36
meses sdo citadas na literatura (VALE; RIBEIRO, 2005).

E importante realizar manejos que potencializem o desenvolvimento enddcrino do
animal, para que ocorra a primeira ovulacdo e a possibilidade desse animal emprenhar
precocemente, reduzindo assim o periodo de recria. Novilhas com idade avangada a puberdade
permanecem na fazenda ocupando areas de pastagens que poderiam ser destinadas a outras
categorias (ELER et al., 2010).

. A puberdade tardia € um dos principais fatores que contribuem para as perdas
econdmicas. A ma nutri¢do provoca ciclos estrais anormais, reduzindindo a taxa de concepcéo e

reduzindo o peso ao nascimento, em contra partida, estratégias de manejo que antecipem o estro
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ovulatorio em novilhas pré-puberes irdo melhorar taxas reprodutivas e acelerar o progresso
genético (BORGHESE; TERZANO; MAZZI, 2011).

A simulacdo das alteragdes hormonais que ocorrem em torno da puberdade pode induzir a
maturidade sexual em novilhas pré-puberes. Alguns experimentos ja& foram realizados para
induzir e sincronizar o estro em novilhas bafalas (GHUMAN et al., 2008; PERERA, 2011),
embora em muito menor quantidade do que em bovinos. A identificacdo de animais mais
precoces, natural ou artificialmente, sendo criados e manejados com foco na precocidade trariam
maior lucratividade para os produtores de leite e derivados ou os de carne. A melhora na
eficiéncia reprodutiva do rebanho aumenta a quantidade de bezerros produzidos, assim como o
numero de lactacGes durante a vida produtiva, e tudo isso em um menor periodo de tempo e com
0 mesmo capital investido em estrutura e méo-de-obra.

Para a escolha dos protocolos que foram utilizados na inducdo de puberdade deste estudo,
nos baseamos em um estudo anteriormente realizado em bovinos por Rodrigues, A.D.P., 2014,
que constatou a eficiéncia do intervalo de 12 dias entre a inducdo de puberdade e a IATF, e
comparamos com um outro protocolo mais longo, optamos por 45 dias de intervalo, pois dessa
maneira haveria um intervalo de dois ciclos na novilha caso a inducdo funcionasse, e
consequentemente maior contato com a progesterona, além de um grupo controle, e comparamos

qual o mais eficiente.



13

2. OBJETIVOS

2.1.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos do protocolo de inducdo de puberdade preconizado para bovinos
sobre a prenhez por inseminacdo (P/IA) de novilhas bufalas pré-puberes ap6s um protocolo de
IATF.

2.1.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a P/IA das fémeas que receberam ou ndo um protocolo de indugdo da
puberdade antes da IATF;
e Comparar a P/IA das fémeas que tiveram um intervalo de 45 ou 12 dias entre o fim do

protocolo de inducgdo da puberdade e o inicio do protocolo de IATF;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA BUFALA

As bufalas sdo consideradas poliéstricas continuas em regides proximas a linha do
Equador, onde as variagdes de luminosidade ndo séo tdo intensas durante o ano inteiro, ndo
sofrendo influéncia do fotoperiodo, ciclando assim durante todo o ano. Na medida em que 0s
animais se afastam da linha do Equador, tanto para o norte quanto para o sul, a reproducéao é
influenciada positivamente pela reducdo das horas de luz no dia, portanto é considerada
poliéstrica estacional de dia curto (PHOGAT et al., 2016), com sua estacdo de monta condensada
entre 0s meses de marco a julho na regido sudeste do Brasil (CARVALHO; SOARES;
BARUSELLLI, 2016).

Em Cuba, as bufalas do rio apresentam forte estacionalidade reprodutiva, com 80,31%
dos partos ocorrendo entre os meses de junho a setembro (CAMPO, et al., 2005), com
concepgdes entre agosto a novembro. Na Turquia, a concentracdo de partos se da entre 0s meses
de agosto a outubro (SOYSAL et al., 2005) e, portanto, as concepg¢fes ocorrem de outubro a
dezembro. Na regi&o norte da india, as taxas de concepcdo sdo maiores entre outubro e janeiro,
fazendo com que a maioria dos partos ocorra entre agosto e novembro, enquanto no sul daquele
pais as concepcdes sdo favorecidas entre 0os meses de outubro a abril, com concentracdo de
partos de agosto a fevereiro (GANGWAR, 1985). No Brasil, os animais criados na regido do
Vale do Ribeira, no municipio de Registro-SP (24°30°07” de Latitude Sul e 47°50°54” de
Longitude Oeste), apresentam concentracdo de paricbes entre os meses de fevereiro a abril
(BARUSELLLI, 1993), demonstrando que a maioria das concepgdes ocorre entre abril e junho,
época em que a luminosidade diaria no Estado de S&o Paulo vai se tornando cada vez mais
restrita, com periodos de escuro mais longos. Ja no nordeste brasileiro, no municipio de
Paracuru, Estado do Ceard, (3°45°59” de Latitude Sul e 39°14°36”de Longitude Oeste), a maior
concentragdo de partos ocorre no primeiro semestre do ano, com 79,3% dos eventos
concentrados entre janeiro e junho, época de maior pluviosidade local (SAMPAIO NETO et al.,

2001). As concepcles se ddo, portanto, sob condigdes locais, nos meses de margo a agosto. A
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sazonalidade dos partos confirma que fatores ambientais locais influenciam fortemente a
concepcao em bufalas. (GARCIA, 2006)

Esta estacionalidade é influenciada pela acdo do hormdnio melatonina, cuja concentracéo
sanguinea encontra-se elevada nas estagdes do ano com baixa luminosidade (ZICARELLI,
1994). Este fato tem levado varios pesquisadores a desenvolverem programas de selecdo de
animais que ndo sdo afetados na sua atividade reprodutiva pela estacdo do ano, ou através de
protocolo baseado em estimulagdo hormonal para “desestacionalizar” a reproducdo desses
animais (BARUSELLI, 2000; OHASHI; BARUSELLI, 2008). Na Amazonia, bem como em
outras regibes onde ndo ocorre a diferenca de luminosidade é frequente a observacdo da
concentracdo de partos em determinadas épocas do ano. Entretanto, nestes casos a “reproducao
estacional” ndo ¢ um processo fisiologico como nas regides onde ocorre a diferenca da
luminosidade, mas um problema reprodutivo em funcéo da disponibilidade (estacdo chuvosa) ou
caréncia de alimento (estacéo seca), favorecendo, respectivamente, a atividade reprodutiva ou o
anestro (ovario afuncional). (OHASHI, et. al., 2012)

A populagdo ovariana das bufalas no nascimento (foliculos primordiais) é de 12.000 -
20.000 e o desenvolvimento dos foliculos ovarianos é caracterizado pela ocorréncia de ondas
foliculares, na maioria das vezes de duas ondas por ciclo estral, todavia, pode ocorrer apenas
uma ou trés (CAMPANILE et al., 2010). O ciclo estral da fémea bubalina apresenta quatro fases
distintas (pro-estro, estro, metaestro e diestro), com intervalos médios de 21 dias (intervalo 16 -
33 dias) e duracdo média de estro de 18 h (intervalo 5-36 h), concentrados na maioria das vezes a
noite, visto a temperatura ser mais amena durante esse periodo (PERERA, 2011). Da mesma
forma, estudo de BARUSELLI et. al. (1997) demonstrou que a dinamica folicular na espécie
bubalina é semelhante a bovina.

LUCY et.al., (1992) definem a dindmica folicular como o processo de crescimento e
regressdao de um conjunto de foliculos antrais, um destes se desenvolve até atingir a fase de
foliculo pré-ovulatério e ovular para formar um corpo luteo, apdés a ovulagdo, a cada onda
folicular surge um foliculo dominante, o qual impede o crescimento de foliculos subordinados
menores. Os foliculos dominantes ao crescerem e atingirem seu didmetro maximo ndo ovulam e
dao inicio ao processo de regressdo, tornando possivel o crescimento de uma nova onda. Durante
a Ultima onda de crescimento folicular o foliculo que se desenvolve é o ovulatério (PRADO, C.
2004).



16

Apbs a ovulacgdo (dia 0), tem inicio a primeira onda folicular ovariana. A segunda surge
no dia 10 e para os animais com 3 ondas por ciclo, a primeira onda ocorre também no dia 0, a
segunda no dia 9 e a terceira no dia 16 do ciclo, sendo assim, a varia¢do de dias no ciclo estral
pode estar relacionado com a quantidade de ondas foliculares o animal apresentou do
determinado ciclo (GIMENES et al., 2011).

O corpo luteo é a estrutura responsavel pala duracdo e regularidade dos ciclos estrais,
pelo controle da ocorréncia de ovulagdes e pela manutencdo da gestacdo. Segundo VIANA et. al.
(1999), este se desenvolve apds a ruptura do foliculo ovariano, auxiliado pela forca de contracéo
das células musculares lisas da camada da teca (MOTTA et. al. 1994). ApOs essa ruptura, 0
corpo luteo € chamado de corpo hemorréagico que se forma a partir de uma cavidade central
preenchida por fluidos de hemacias e coagulos (EL-SHEIKH, et.al., 1967).

Se ndo houver fertilizacdo, ocorrera a regressao do corpo luteo, permitindo a maturacao
de outros foliculos ovarianos. A medida que ocorre degeneragdo celular, o 6rgdo diminui de
tamanho, torna-se branco ou castanho claro, e passa a se chamar corpo albicans (PRADO, C.
2004). Na fase de regressdo em fémeas bubalinas, o peso do corpo lateo diminui um terco e o
peso do corpo albicans equivale a um quarto do corpo luteo maduro (EL-SHEIKH, et.al., 1967)

No periodo médio do ciclo estral, os foliculos secretam estradiol que estimula a sintese de
receptores de ocitocina no endométrio, o corpo lGteo secreta ocitocina que age sobre as células
glandulares do endométrio e estimula a secre¢ao de PGF20. Dessa forma segue-se a regressdo do
corpo luteo com a subsequente queda dos niveis plasmaticos de progesterona. Ocorre a ovulagao
do foliculo pré-ovulatério e se inicia um novo ciclo estral (BAZER, et al. 1994).

O comportamento da fémea ao cio também é bem peculiar, sendo observados sinais
clinicos de estro, tais como: miccdo, vocalizacdo, incha¢o vulvar e descarga de muco,
manifestados de forma muito discreta e pouco pronunciada, havendo a necessidade do uso de
rufido com bucgal marcador, juntamente com a frequente observagdo visual para detecta-lo, sendo
que um dos sinais mais seguros para deteccdo de estros é a aceitacdo de monta pelo rufido
(SUTHAR; DHAMI, 2010).

Segundo VALE et al. (1984), a frequéncia do aparecimento de cio em bufalas esta
diretamente relacionada com a hora do dia, nas regides tropicais Umidas ou mesmo em outras
regides de clima mais ameno, durante o verdo, sob temperaturas elevadas, a fémea bubalina tém

tendéncia em apresentar sinais de estro a noite, quando a temperatura esta mais amena.
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3.2 PUBERDADE

A puberdade na fémea pode ser definida como o periodo em que se estabelece a primeira
ovulacdo, com a formacdo de um corpo Iuteo de vida normal (VALE; RIBEIRO, 2005). Dessa
forma este evento tem sido classificado como o primeiro periodo de estro, seguido por ovulacéo
ou inicio da ciclicidade reprodutiva. (WILTBANK, KASSON, INGALLS, 1969). A puberdade
depende de vérios fatores, entre eles podemos citar o fator genético, a sanidade do rebanho,
nutricdo e escore de condi¢do corporal, idade e peso.

A puberdade nédo esta associada com o desenvolvimento anatbmico completo do corpo,
mas é expresso sempre que o funcionamento fisioldgico de algumas glandulas enddcrinas se
torna completo, juntamente com o alcance minimo do desenvolvimento estrutural do trato
reprodutivo feminino (VALE, 1994; VALE et al., 1990).

Apdbs o nascimento das bezerras, as concentracdes séricas do hormdnio luteinizante (LH)
diminuem. A partir da 102 semana de vida, observa-se um aumento gradativo na secrecdo de LH,
se estendendo até a 222 semana, quando ocorre decréscimo na secrecdo de LH caracterizando
uma segunda fase de contencdo da atividade gonadal (EVANS, et.al. 1992). Ao final deste
periodo ha um aumento na producdo de GnRH assim como um aumento da resposta hipofisaria,
essa liberacdo de gonadotrofinas estimula o desenvolvimento das gonadas, fato este que aumenta
as concentracdes circulantes de estradiol. A aquisi¢do da capacidade reprodutiva ocorre apds a
diminuicdo do efeito do feed-back negativo ao estradiol, com uma subsequente liberacdo de
teores suficientes de LH, capazes de estimular um maior desenvolvimento folicular e ocasionar a
primeira ovulacdo, em novilhas esses eventos ocorrem no periodo peripuberal (DAY;
ANDERSON, 1998)

Em novilhas bubalinas o inicio da puberdade pode ser considerado quando o0s niveis
plasmaticos de progesterona atingem valores superiores a 1,5 ng/mL em dois ciclos estrais
consecutivos (TERZANO; BARILE; BORGHESE, 2012).

As bufalas geralmente alcangam a puberdade quando atingem aproximadamente 60% do
peso adulto das fémeas do rebanho (250 a 400 kg), mas a idade na qual ocorre o
desencadeamento da puberdade pode ser altamente variavel podendo ocorrer entre 0s 18 a 46
meses (DROST, 2007).
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Existe grande variacdo com relagdo ao momento em que a fémea bubalina atinge a
puberdade, os aspectos ligados ao manejo e alimentacdo devem ser observados e também o fato
de existirem variaces entre Bufalos da Agua (Murrah, Mediterraneo e Jafarabadi) e do Pantano
(Carabao), sendo este altimo mais tardio (VALE; RIBEIRO, 2005).

O principal fator que influencia a idade da puberdade (apds a genética e a exposic¢do ao
touro) é o nivel nutricional (BORGHESE et al., 1993, 1994, 1996; TERZANO et al., 1996).
BORGUESE et al. (1997). TERZANO et al. (2007) demonstraram que ndo hé atraso na idade da
puberdade dos animais desde que o ganho médio diario ndo estivesse abaixo de 600 gramas de
peso Vvivo por dia (g/dia), tanto em sistemas de pastejo ou criacdo intensiva.

A puberdade tardia é um dos principais fatores que contribuem para as perdas
econdmicas. A ma nutricdo provoca ciclos estrais anormais, reduzindindo a taxa de concepcao e
reduzindo o peso ao nascimento, enquanto os procedimentos que antecipam o estro ovulatério
em novilhas pré-puberes irdo melhorar taxas reprodutivas e acelerar o progresso genético
(BORGHESE; TERZANO; MAZZI, 2011).

3.3 INDUCAO DE PUBERDADE

A precocidade sexual avaliada por meio da idade a puberdade ou idade ao primeiro parto,
constitui um dos pardmetros mais confiaveis quando se deseja mensurar e elevar a eficiéncia
reprodutiva do rebanho, pois expressa, em linhas gerais, 0 melhor indice para avaliagdo da
fertilidade inerente a uma fémea. Varios fatores podem influenciar 0 momento em que a
puberdade é manifestada. O fator genético pode afetar diretamente o peso ideal, bem como a
idade em que a puberdade € manifestada (MARSON et al., 2004). O aparecimento da puberdade
estad estreitamente relacionado a condigdo alimentar sob a qual sdo mantidas as bezerras apos o
desmame, ou seja, estd relacionada ao desenvolvimento corporal, sendo mais precoce nos
animais mantidos em melhores condi¢des nutricionais (GRUNERT & GREGORY, 1984).
ROMANO (1997) observou que novilhas da raca Nelore quando alimentadas com elevados
niveis nutricionais apresentavam uma reducdo na idade a puberdade (aos 510 dias) quando
comparado com novilhas que eram submetidas a uma dieta de baixos niveis nutricionais (aos 596
dias).
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Para a inducdo de puberdade em novilhas bovinas, varios protocolos vém sendo testados
e utilizados nos ultimos anos, com metodologias distintas (ANDERSON et al., 1996; RASBY et
al., 1998; VOGG et al., 2004). Varias substancias hormonais também s&o utilizadas para induzir
a puberdade em novilhas e desta forma aumentar a eficiéncia reprodutiva destes animais
(RASBY et al., 1998; VOGG et al.,, 2004; BRAGANCA et al., 2004). Foi relatado que o
crescimento folicular pode ser induzido com o emprego de diferentes hormdnios tais como a
progesterona, o estradiol e a combinacdo destes, e também com o GnRH e seus analogos
(THATCHER et al., 2001).

Dentre essas metodologias, existem varios estudos utilizando progestagenos (TANAKA
etal., 1995; HALL et al., 1997; RASBY et al., 1998; LUCY et al., 2001; GREGORY; ROCHA,
2004; SA FILHO et al., 2015). De acordo com AZEREDO et al. (2007), a utilizacdo de
protocolos hormonais em novilhas com intuito de induzir e sincronizar o estro teve resultados
positivos, pois a progesterona, quando utilizada em novilhas, inclusive pré-plberes, € capaz de
iniciar a atividade ovariana ciclica. A progesterona vai atuar como indutora nesse processo de
antecipacdo da puberdade, que é o principal objetivo para a eficiéncia reprodutiva (PFEIFER et
al., 2009).

Um estudo de DAY et. al. (1984) ja mostrava a eficiéncia da progesterona na inducgédo da
puberdade de novilhas. Outro estudo de AZEREDO et al. (2007) também demonstrou sucesso no
uso da progesterona para iniciar a atividade ciclica ovariana.

Os implantes intravaginais de progesterona vem sendo amplamente reutilizados nos
protocolos de IATF visando um melhor custo beneficio para o produtor. Um estudo de
BARUSELLLI et al. (2006) aponta que a reutilizacdo de implantes intravaginais reduz custos de
um programa de inducdo de puberdade e IATF na espécie bovina e, portanto, € uma pratica
valida para que cada vez mais as biotecnologias tenham bons resultados e garanta a eficiéncia
reprodutiva nos rebanhos brasileiros.

Em bufalas, estudos nessa vertente também foram realizados (SAINI et al., 1988;
HONNAPPAGOL e PATIL, 1991; ANDURKAR e KADU, 1995; ZICARELLLI et al., 1997). No
entanto, este trabalho ¢ inédito em bufalas comparando estes protocolos. Um estudo de BARILE
et al. (2001) demonstra resultados satisfatorios em novilhas bufalas pré-puberes, sob mesma

nutricdo e manejo, induzidas com dispositivo intravaginal de progesterona.
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GHUMAN, et. al., (2008) também realizaram estudos induzindo a puberdade em novilhas
bufalas atraves de implantes de melatonina (18mg), obtendo a ovulagdo de animais submetidos

ao protocolo.

3.4 IATF DE NOVILHAS BUFALAS

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) induz uma regularidade hormonal,
permitindo assim um controle sobre o estro, a ovulagdo, 0 momento da inseminacéo artificial, e
consequentemente otimizando a producdo (SA FILHO, et al., 2010).

Essa técnica vem sendo amplamente utilizada por trazer inimeros beneficios para o
produtor, principalmente sua contribuicdo com o melhoramento genético, além disso a
possibilidade de induzir a ciclicidade em animais que estdo em anestro por algum motivo
aumenta a eficiéncia reprodutiva (VIANA et al., 2008; TAIRA et al., 2010) .

A utilizacdo de novilhas em protocolos de IATF é importante pois € sempre necessaria a
reposicdo de matrizes nos rebanhos, e é interessante que essas matrizes produzam crias para a
viabilidade do processo produtivo (SA FILHO, et al., 2010).

A sincronizacao do estro € menos eficiente em novilhas do que em vacas pluriparas, e
isso se deve a varios fatores, entre eles o fator fisioldgico que pode dificultar a sincronizacao da
ovulacdo devido aos niveis sanguineos de progesterona como consequéncia isso levara a
menores taxas de concepc¢do, também por influéncia da idade e o desenvolvimento inadequado
na primeira estacdo reprodutiva (SILVEIRA, 2014).

Um estudo atestou que os niveis de progesterona durante o ciclo sdo um importante fator
de influéncia, neste estudo um dispositivo intravaginal de progesterona combinado com benzoato
de estradiol ou cipionato de estradiol causou atresia do foliculo dominante. (WHEATON e
LAHM, 2007)

Protocolos de IATF realizados por SA FILHO, et al. (2008) em vacas em lactag&o
demonstraram diminuicao de resultados quando comparados com novilhas.

Um outro fator que exerce influéncia na eficiéncia dos protocolos em novilhas é o
temperamento, esta categoria animal tende a ser mais agitada, principalmente quando criada em
sistema extensivo (FUJITA, et al., 2013). Um trabalho de COOKE, et al. (2011) descreve que 0
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temperamento agitado quando associado com respostas fisiologicas e comportamentais pode ter
influéncia negativa na eficiéncia reprodutiva de vacas.

Apesar desses fatores é importantissimo mencionar a importancia desta categoria e de
estudos para garantir que estes animais sejam eficientes do ponto de vista reprodutivo e
produzam bezerros 0 mais cedo possivel, pois € isso que vai gerar lucro para o produtor e é o
objetivo da linha de producéo, as novilhas exercem forte influéncia na eficiéncia reprodutiva,
estas quando alcancam o objetivo e emprenham mais cedo, além de aumentar a eficiéncia, a
idade ao primeiro parto, tem maior possibilidade de ficarem prenhes na proxima estacdo, quando
primiparas, e poderdo apresentar um intervalo entre partos menor (GREGORY; ROCHA, 2004;
AZEREDO et al., 2007; GOTTSCHALL et al., 2008 e GOTTSCHALL et al., 2009).

3.5 IATF EM BUFALAS

PURSLEY et al. (1995), propuseram um método de sincronizacdo, que consiste primeira
administragdo intramuscular de GnRH, sem levar em conta o periodo do ciclo estral. O
tratamento com GnRH induz a ovulagao do foliculo dominante, quando presente no momento do
tratamento, promovendo o inicio sincronizado de uma nova onda de crescimento folicular. Apés
sete dias é realizado o tratamento com prostaglandina com a finalidade de regredir o corpo lUteo
presente. Se esse for decorrente do tratamento inicial de GnRH, ocorrera tempo suficiente para
responder ao agente luteolitico. Uma segunda dose de GnRH é administrada 48 horas apds a
PGF, com a finalidade de promover a ovulacdo sincronizada do foliculo dominante. A
inseminacao artificial é realizada 16 a 18 horas apds o ultimo tratamento hormonal, sem a
necessidade de deteccédo do estro. Esse protocolo ficou conhecido como “Ovsynch”.

BARUSELLLI et al. (1999) estudaram a eficiéncia do protocolo Ovsynch em bufalas com
45-60 dias pds-parto. Verificaram uma taxa de concepcdo de 50,2% entre 261 bufalas tratadas.
Os autores concluiram que a técnica era viavel em bubalinos. Em outro estudo, BARUSELLI
(2001), avaliando a eficiéncia do protocolo Ovsynch em bufalas acima de 60 dias pos-parto,
obteve taxa de prenhez de 66,9%.

BARUSELLI et al. (2003) demonstraram que houve diferenca na taxa de prenhez em
bufalas quando utilizado o protocolo Ovsynch em estacdes diferentes do ano, apresentando

48,8% (472/967) na estacdo reprodutiva favoravel e 6,9% (6/86) na estacdo reprodutiva nao



22

favoravel. Esse resultado é indicativo de que, mesmo com estimulacdo hormonal exdgena
utilizando GnRH e PGF,, as bdfalas em anestro estacional ndo respondem ao protocolo
Ovsynch (BARUSELLI; CARVALHO; JACOMINI, 2009).

Os protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para IATF utilizados no Brasil e na América
do Sul sdo principalmente aqueles que utilizam como base o uso de P4/progestdgeno mais
estradiol (BISINOTTO et al., 2013).Trabalho de BARILE et al. (1996) em vacas bubalinas
demonstrou que a sincronizagdo feita com dispositivo intravaginal liberador de progesterona,
assim como em fémeas bovinas, é capaz de controlar a ovulagdo e induzir uma boa taxa de
sincronizacao.

Um aspecto comum entre tais protocolos de sincronizacdo da ovulacdo para IATF é a
insercdo de um dispositivo intravaginal contendo P4 mais administragdo de benzoato de estradiol
(BE; 2mg IM) no dia 0; esse procedimento tem por finalidade a regressdo folicular, pois altas
concentracdes de estradiol na presenca de progesterona promovem a regressao folicular e a
emergéncia de uma nova onda de crescimento; administracdo de prostaglandina (PGF2a), no
momento da retirada do dispositivo, induzindo a lutedlise, ou seja, a quebra do corpo liteo (P4)
pela prostaglandina (PGF2a) e mais 400 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG) pois a eCG
que se liga aos receptores foliculares de FSH e de LH (STEWART; ALLEN, 1981), estimulando
o crescimento folicular e a ovulacdo, mesmo em animais que tenham comprometimento na
liberagcédo de gonadotrofinas (BARUSELLI et al., 2004).

BARUSELLI et al. (2002), avaliaram a utilizacdo do protocolo para sincronizagdo da
ovulacdo para IATF em buafalas com o hCG como indutor de ovulacdo. Nesse estudo, 0s animais
receberam um dispositivo de P4 (CIDR-B®) mais a administracdo de 2mg BE (D0). O
dispositivo foi removido e uma dose de PGF2a mais 500Ul de eCG foram administrados no D9.
Apos dois dias do tratamento (D11) as bufalas receberam 1.500Ul de hCG por via IM. As
fémeas foram inseminadas 14h apds o tratamento com hCG (D12). A TP foi de 53,5%,
demonstrando que as bufalas tratadas com P4+BE+eCG+hCG obtiveram uma taxa considerada
satisfatoria, uma vez que os animais receberam uma Unica inseminagdo e o protocolo foi
realizado na estagéo reprodutiva desfavoravel.

CARVALHO et al. (2007) estudaram a utilizagdo de GhnRH como indutor de ovulacao.
Neste estudo, os autores obtiveram TP de 51,8%, demonstrando que a utilizagdo de GnRH como

indutor de ovulacdo apresenta resultados satisfatorios na estacdo reprodutiva desfavoravel. Este
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resultado indica que o GnRH proporciona semelhante TP e pode também colaborar para a
reducdo do custo do protocolo. Semelhante taxa de P/IA foi observada quando o GnRH foi
substituido por BE como indutor de ovulacdo, tanto em novilhas quanto em vacas bufalas
(CARVALHO et al., 2017).

Posteriormente, esse protocolo a base de P4+BE+eCG+GnRH foi também validado na
estacdo reprodutiva favoravel (MONTEIRO et al., 2016), quando boa parte das fémeas estdo
ciclando, e também comparando a eficiéncia deste protocolo entre as estacBes reprodutivas
favoravel e desfavoravel (MONTEIRO et al., 2018). Estes estudos demonstraram que as bufalas
podem ser submetidas a programas de IATF em qualquer momento do ano, sem

comprometimento da eficiéncia reprodutiva.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DE EXPERIMENTO

O experimento foi realizado em uma fazenda localizada no municipio de Tailandia
(02°47°02,2” S 48°57°34,8” O), no Estado do Para.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizadas 152 novilhas bufalas pré-puberes com idade entre 12 e 16 meses e peso
entre 270 e 394 Kg. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em piquetes de
Tifton 85 (Cynodon spp.) e Mombaga (Panicum maximum) com predominancia de Tifton 85,
com agua e suplementacdo mineral ad libitum. Todos os animais foram manejados de acordo
com as recomendacdes da Comissdo de Etica do Uso de Animais da Universidade Federal Rural
da Amazénia (SIPAC: 23084.013121/2019-52)

4.3 CARACTERISTICAS AVALIADAS

Durante as avaliagbes foram coletadas informacfes de desenvolvimento corporal e
desenvolvimento reprodutivo. Como caracteristicas de desenvolvimento corporal, foram
avaliados o peso (Kg) e o escore de condi¢do corporal (ECC). Na avaliacdo de peso foram
utilizadas somente novilhas que pesavam acima de 270 Kg. As avaliagdes de escore de condic¢ao
corporal foram realizadas sempre pela mesma pessoa, utilizando a escala de 1 (extremamente
magra) a 5 (extremamente gorda). (RICHARDS; SPITZER; WARNER, 1986).

Dez dias antes e no dia do inicio do experimento (D-65 e D-55), todos os animais foram
avaliados por meio de Ultrassom veterinario A5V, (Sonoscape®, Shenzhen, China) munido de
transdutor linear e frequéncia 7,5 MHz, para determinar a presencga do corpo liteo nos ovarios.
Todos os animais que apresentaram corpo liteo em pelo menos uma das avaliagbes foi

considerado pubere e foi excluido do experimento.
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4.4 PROTOCOLO DE INDUCAO DE PUBERDADE

No inicio do protocolo de indugdo de puberdade, as novilhas receberam um implante
intravaginal liberador de progesterona (P4) de 4° uso (previamente utilizado por 3 protocolos de
IATF em bufalas). Este implante permaneceu no animal por 10 dias. Apos 10 dias do inicio do
protocolo de inducéo, o implante foi retirado e administrado 0,5 mg de ciprionato de estradiol.

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais quanto ao momento de receber o
protocolo de inducdo da puberdade: grupo Inducédo45 (n=45) - recebera o protocolo de inducéao
da puberdade no Dia -55, com fim do protocolo de inducdo no Dia -45 e o inicio do protocolo de
IATF no Dia 0; grupo Inducdol2 (n=52) - recebera o protocolo de inducdo da puberdade no
Dia -22, com fim do protocolo de indu¢do no Dia -12 e o inicio do protocolo de IATF no Dia 0;
grupo Controle (n=55) - ndo recebeu o protocolo de inducéo de puberdade, somente o protocolo
de IATF com inicio do Dia 0. Os animais de todos os grupos foram mantidos no mesmo lote de

manejo e comecaram o protocolo de IATF no mesmo momento (Dia 0).
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Figura 1- Protocolo experimental para inducao de puberdade em novilhas bdfalas com 45 dias de

intervalo até o protocolo de IATF.

GRUPO INDUCAO45

Inicio do protocolo Retirada do implante Inicio do protocolo
de inducgéo 0,5mg de CE de IATF
[ Intervalo de 45 dias ] ‘
D-55 D-45 DO
(US) (US)

Figura 2: Protocolo experimental para indugdo de puberdade em novilhas bufalas com 12 dias de

intervalo até o protocolo de IATF.

GRUPO INDUCAO12

Inicio do protocolo Retirada do Implante Inicio do protocolo
de inducéo 0,5mg de CE de IATF
[ Intervalo de 12 dias ] |
D-22 D-12 DO

(Us) (Us)
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4.5 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DA OVULACAO PARA IATF

No inicio do protocolo de sincronizacdo da ovulagdo (Dia 0), as 16h:00min, as novilhas
receberam um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (P4) e 2,0 mg IM de benzoato
de estradiol (BE). No Dia 9, as 16h:00min, os implantes intravaginais foram removidos e se
administrou 25 mg IM de dinoprost (PGF2a) e 400 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG).
No Dia 11, as 16h:00min, as novilhas receberam 10 pg IM de GnRH. Os animais foram
inseminados 16 horas ap6s a aplicacdo de GnRH, a partir das 08h:00min.

Figura 3: Protocolo experimental de sincronizacdo da ovulacéo para a IATF.

PROTOCOLO DE IATF

Retirada do Implante

2,0mg de BE 25mg de Dinoprost 10pg GnRH 1A
400 Ul de eCG |
DO D9 D11 D12

4.6 TAXA DE PRENHEZ POR INSEMINACAO (P/IA)

No Dia 45 (45 dias ap0s a inseminacdo), o diagnostico de gestagéo foi realizado por meio
de ultrassonografia de acordo com a presenca de vesicula embrionaria contendo embrido viavel.
A taxa de prenhez foi calculada com base na propor¢do de novilhas prenhes no diagnostico de

gestacdo com relagdo ao numero de fémeas inseminadas (prenhez por inseminagéo - P/1A).

4.7 ANALISE ESTATISTICA
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No presente estudo, o delineamento preconizado foi o “Casualizado em Blocos”. Antes
da distribuicdo entre os tratamentos de inducdo de puberdade, os animais foram distribuidos em
trés diferentes grupos de acordo com o peso, somente foram utilizados no experimento animais
acima de 270 kg, a diviséo foi realizada da seguinte maneira - (Blocos): Leve (n = 50), com peso
médio de 284,2+8,0 Kg; Intermediario (n = 59), com peso médio de 312,2+9,3 Kg; e Pesado (n
= 43) com peso médio de 359,4+20,6 Kg. Apos a formacéo dos blocos de peso, os animais foram
aleatoriamente distribuidos entre os tratamentos (Inducéo45, Inducédol2 e Controle), dentro de
cada um dos 3 blocos de peso formados (Leve, Intermediario e Pesado).

A variavel continua P/IA foi apresentada porcentagem (%) para frequéncia de ocorréncia
(prenhe = 1; vazia = 0). A comparacdo entre as frequéncias de acordo com as varidveis
classificatdrias (Tratamento, Bloco e Tratamento*Bloco) foi realizada por meio de anélise de
variancia (ANOVA), usando o procedimento GLIMMIX do SAS® versédo 9.3 (SAS/STAT, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Dessa forma, o modelo estatistico foi composto pela variavel
resposta P/IA (%), variaveis classificatorias Tratamento, Peso e interacdo Tratamento*Peso, e a
covariavel (efeito linear) ECC no D-55. Diferenca significativa foi considerada quando P < 0,05.

Os graficos e as tabelas confeccionadas usando o programa Microsoft Excel versdo 2016
para Windows 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A P/IA esta demonstrada na Figura 4. Com base no modelo estatistico, foi observado
somente efeito para Tratamento (P = 0,0490), sem efeito para Peso (P = 0,1733) ou para
interacdo Tratamento*Peso (P = 0,3005). Também ndo foi observado linear para ECC no D-55
(P =0,4860).

Figura 4 Taxa de prenhez por insemina¢do (P/IA) dos grupos de novilhas bufalas
submetidos a IATF

B Inducdo45 [@Indugdol2 [OControle
100
90
80
70
60

P/IA, %

50 422 44,2
40

30 21,8

20
10

0

Letras diferentes indicam P = 0,0490

Embora tenho sido observada eficiéncia dos protocolos de indugédo da ciclicidade em
novilhas bufalas, ndo se verificou diferenga entre os dois protocolos. Resultados similares para
inducdo da ciclicidade em bovinos foram observados por CABRAL, et al. (2013) ao demonstrar
que a utilizac@o de protocolos hormonais com implante de progesterona de quarto uso foi capaz
de induzir a atividade ovariana ciclica em novilhas por AZEREDO et al. (2007) que também
demonstrou efeito positivo na utilizacdo de progesterona em novilhas pré-puberes para iniciar a
atividade estral.
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Em novilhas Nelore com idade semelhante a dos animais utilizados neste estudo (12 a 15
meses), foram observadas taxas de inducdo de puberdade de 80%, porém em animais que
receberam suplementacdo apds o desmame para atingir peso corporal de 300 kg ao inicio do
tratamento de inducdo de puberdade (DAY; NOGUEIRA, 2013). Outro estudo de ANDERSON
et al. (1996) também obteve um resultado satisfatorio utilizando um protocolo somente a base de
progestageno (Norgestomet) durante 10 dias, induzindo a puberdade em 86% das novilhas
utilizadas.

A exposicdo a progesterona e seus analogos vem sendo amplamente utilizada em
protocolos de inducdo de puberdade em novilhas com o intuito de aumentar a eficiéncia
reprodutiva destes animais, esta exposicdo a progesterona diminui 0 nimero de receptores de
estradiol no hipotalamo, causando a diminuicdo no efeito de feedback negativo sobre a liberacéo
de GnRH, possibilitando aumento na secre¢do de LH. (ANDERSON, et. al., 1996; HALL, et. al.,
1997; DAY; ANDERSON, 1998; RASBY et al., 1998)

Um artigo de SA FILHO, et. al. (2015) com a compilacio de varios estudos comprovou
que a adicdo de estradiol ao final do periodo de exposi¢do a progesterona pode simular o proestro
fisiologico e melhorar os resultados para a inducdo de ciclicidade. Outros autores ja vinham
trabalhando em seus projetos com a associacdo de estradiol a progesterona, como mostra um
trabalho de VOGG et al. (2004), que utilizaram um protocolo de sete dias, onde no dia zero, as
novilhas recebiam esponjas intravaginais impregnadas com acetato de medroxiprogesterona
(MAP) e uma aplicacdo de 1 mg de Estradiol por via intramuscular.

HERNANDE?Z et al. (2008) ndo encontraram diferenca no periodo de manifestacdo de
estro em vacas Brangus sincronizadas, ap6s a remocao de implante de progesterona novo e
reutilizado, que variou de 24 a 80 horas apds a remocdo do implante. Os resultados de novilhas
em cio e taxa de fertilidade encontrados demonstraram que a utilizacdo do protocolo de inducéo
de cio com implantes de quarto uso aumentou o nimero de novilhas inseminadas na estagdo de
monta.

NOGUEIRA et al. (1989), que avaliaram fémeas bubalinas, indicaram que novilhas
bubalinas da raca Mediterraneo e Jafarabadi entraram em reproducdo aproximadamente aos 2
anos de idade. Esta idade € aproximada a relatada aos animais Bos taurus indicus, que iniciam a
ciclicidade reprodutiva entre 22 e 36 meses de idade. (SOUZA, et.al., 1995; RESTLE et.al.,
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1999; ROMANO et.al., 2007). Sendo assim, a idade ao primeiro parto ocorre em média entre 3 e
4 anos de idade nos rebanhos brasileiros (NOGUEIRA, 2004; MALHADO, et.al. 2013).

A precocidade sexual da fémea bovina, avaliada por meio da idade a puberdade ou idade
ao primeiro parto, constitui um dos pardmetros mais confidveis quando se deseja mensurar e
elevar a eficiéncia reprodutiva do rebanho, pois expressa, em linhas gerais, 0 melhor indice para
avaliacdo da fertilidade inerente a uma fémea (MARSON et al., 2004). MARQUES (1991)
encontrou a média de idade ao primeiro parto de 1.157,14+168,59 dias, para 1.080 registros,
referentes a seis diferentes grupos genéticos de bufalas, no periodo de 1966 a 1986.

Um outro estudo de ROLIM FILHO et. al. (2009) mostraram a média da idade ao
primeiro parto de 52 * 7,54, com valores minimo e maximo de 23,31 e 64,55 meses,
respectivamente, em um total de 418 observacGes em bufalas. Estes dados ndo sdo interessantes
do ponto de vista produtivo, e a indugéo de puberdade, por meio da progesterona, tem se tornado
uma importante ferramenta na melhoria destes indices produtivos.

Sendo assim, os protocolos de inducdo de puberdade se mostraram muito eficientes em
novilhas bufalas pré-puberes e podem contribuir amplamente na eficiéncia reprodutiva do
rebanho. Além disso, o fato de um determinado animal responder a um tratamento de inducéo de
puberdade pode significar também uma forma de selecdo para precocidade sexual, tendo em
vista que esta capacidade de resposta esta relacionada a idade em que o animal apresentaria a
primeira ovulacdo espontaneamente, 0 que pode representar em um grupo de novilhas
submetidas ao mesmo manejo uma diferenciagdo (DAY; NOGUEIRA, 2013).

Mesmo sem diferenca entre os protocolos de inducdo da puberdade comparados em nosso
estudo, o protocolo Inducdol12 foi maior que o grupo Controle, que ndo recebeu inducéo alguma,
podendo-se concluir assim, que o protocolo mais curto, de 12 dias € uma opgéo viavel para o
produtor. Esta informacéo ja estava disponivel para bovinos através de um estudo realizado em
2014 por Rodrigues, A.D.P., que comprovavam que o intervalo de 12 dias entre o protocolo de
inducdo e a inseminacgéo artificial em tempo fixo aumentava as taxas de prenhez em novilhas
Nelore, em relacéo a intervalos de 10 ou 14 dias entre o fim do protocolo de indugéo e o inicio
do protocolo de IATF.
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7. CONCLUSOES

A utilizacdo do protocolo de indugéo da puberdade indicado para bovinos, que associa
um dispositivo intravaginal de progesterona de quarto ao estradiol, aumenta a P/IA de
novilhas bdfalas pre-puberes submetidas a programas de IATF.

Em virtude da semelhante eficiéncia na P/IA observada entre os protocolos de inducéo
testados, sugere-se que novilhas bdfalas pré-puberes que participardo de programas de
sincronizacao do estro e da ovulagdo sejam submetidas ao intervalo mais curto entre o protocolo
de inducdo da puberdade e o inicio do protocolo de IATF (Indu¢dol2), por questdes de facilidade

de manejo e menor duracdo da estacdo de monta.
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