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RESUMO

O presente estudo visou avaliar os efeitos da associagdo da medroxiprogesterona (andlogo sintético da progesterona) ao
protocolo Ovsynch sobre o crescimento folicular, a ovulagio e a taxa de concepgio de bufalas criadas na Amazoénia Oriental
(Tracuateua-PA). Vinte e sete fémeas adultas (G1 n=14 ¢ G2 n=13), ciclicas, sem bezerro ao pé e com ECC 3,5 foram submetidas
a Ovsynch. Os animais do G2 receberam 60 mg de medroxiprogesterona entre DO e D7 (DO=inicio do tratamento). A ultra-
sonografia ovariana foi realizada nos D 0, 7, 9 e 10. O contingente de foliculos pequenos diferiu no D7 (G1: 4,57+0,60
versus G2: 6,54+0,67; P=0,05). Tempo e tratamento influenciaram o didmetro folicular no D7. O crescimento do foliculo
dominante entre D7 e D9 foi maior nos animais tratados (G1: 2,05+0,49 mm/dia versus 3,48+0,41 mm/dia; P<0,05). Mais
animais do G1 ovularam precocemente (35,71% versus 30,77%), porém isso no afetou as taxas de concep¢io (G1: 50,00%
e G2: 30,77%; P>0,05). Os achados sugerem que a medroxiprogesterona (1) aumenta recrutamento folicular e retarda o
crescimento dos foliculos com didmetro maior que 5,0 mm entre DO e D7; (2) sua retirada incrementa em 1,7 vezes o
crescimento folicular do D7 ao D9; (3) pode contribuir para a ovulagdo de foliculos maiores e, em tese, para maior formagio
de tecido luteinico; (4) nao promove ovulagdo precoce apds o Ovsynch; (5) nio eleva as taxas de concepgdo apds sincronizagio
de fémeas ciclicas e com bom escore corporal, devendo ser avaliada para uso em fémeas aciclicas ou com ECC mais baixo.
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The association of medroxyprogesterone to the Ovsynch protocol for the fixed time
artificial insemination of cyclic buffaloes (Bubalus bubalis) in the Eastern Amazon

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the association of medroxyprogesterone with the Ovsynch protocol on the
follicular growth, ovulation, and conception rate of buffaloes in the Eastern Amazon (Tracuateua-PA). Twenty-seven cyclic,
non-lactating females (G1 n=14 and G2 n=13) with a 3.5 BCS were synchronized with the Ovsynch. Animals from G2
received a supplementation of 60 mg of medroxyprogesterone from DO to D7 (DO=starting day of treatment). Ultrasonography
evaluation on ovaries was realized on Days 0, 7, 9, and 10. A significant effect of treatment on follicle number was observed
on D7 (G1: 4.57+0.60 versus G2: 6.54+0.67; P=0.05). Time and treatment influenced follicular diameter on D7. The growth
of the dominant follicular was increased from D7 to D9 on treated females (G1: 2.05+0.49 mm/day versus 3.48+0.41 mm/
day; P<0.05). G1 animals (35.71% versus 30.77%) ovulated comparatively earlier than their G2 counterparts, but this did
not affect the conception rates (G1: 50,00% and G2: 30,77%; P>0,05). The findings suggest that medroxyprogesterone: (1)
increases follicular recruitment and inhibits the growth of follicles whose diameter was larger than 5.0mm from DO to D7; (2)
the withdrawal of medroxyprogesterone speeds up follicular growth 1.7 fold from D7 to D9; (3) would probably contribute
to the ovulation of larger follicles thereby forming more luteal tissue; (4) does not stimulate early ovulation after Ovsynch;
and (5) does not elevate the conception rate after the synchronization of cyclic females with good body condition, and should
be evaluated for the utilization in acyclic/reduced BCS females.
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INTRODUCAO

A populagio bubalina brasileira (Bubalus bubalis) ¢
composta por aproximadamente 2,5 milhdes de animais e
apresentou nos ultimos 10 anos crescimento médio anual
de 12%, indice também verificado nas criagoes estabelecidas
na Amazdnia brasileira (Diaz et al., 2001). Paralelamente
ao crescimento quantitativo do rebanho bubalino, existe a
necessidade de incremento qualitativo na produgio, inclusive
no tocante as caracteristicas reprodutivas, a fim de se acelerar
os efeitos positivos do melhoramento genético, que possibilita
progressos genéticos significativos nos animais de produgao.

Os bubalinos ainda sio considerados por alguns
pesquisadores como animais de pobre desempenho reprodutivo
por apresentarem variagdes nos indices reprodutivos, os quais,
na maioria das vezes, sao decorrentes de erros no manejo e do
baixo nivel tecnolégico empregado na criagao, bem como das
insatisfatdrias condigoes nutricionais, sanitdrias e geogréficas
as quais os animais sao submetidos. Quando empregadas com
critério, diversas tecnologias apresentam impacto positivo
na eficiéncia produtiva de rebanhos bubalinos, dentre elas a
inseminagio artificial em tempo fixo.

A fim de incrementar cada vez mais o desempenho
reprodutivo dos bubalinos submetidos & inseminagio artificial,
¢ necessdrio compreender os eventos e os mecanismos
controladores da dinimica folicular ovariana durante seu
ciclo estral fisiolégico (Baruselli et al., 1997; Manik et al.,
2002), bem como naqueles ciclos induzidos pela utilizagao
de hormoénios exdgenos. O conhecimento mais profundo
da atividade folicular durante o processo de sincronizagio
do estro pode fornecer informagdes capazes de melhorar a
fertilidade dos estros sincronizados, realgando a resposta ao
controle hormonal exégeno, tendo em vista que os eventos de
recrutamento, selecao, crescimento, dominincia e atresia dos
foliculos ovarianos nio estao completamente compreendidos
nos bubalinos (Awasthi et al, 2006).

Os foliculos ovarianos nos bubalinos desenvolvem-se
em ondas, tais como nos bovinos (Baruselli et al., 1997;
Sing et al., 2000). Cada onda folicular ¢ caracterizada pelo
crescimento sincrénico de um grupo de foliculos, onde apenas
um continua a se desenvolver, enquanto os outros regridem
em intervalos variados (Evans, 2003). Durante cada onda,
um foliculo ¢ selecionado, tornando-se maior e dominante,
em virtude da inibi¢ao do crescimento dos outros foliculos
via da secrecdo de inibina. Depois da dominancia, o foliculo
pode ovular (foliculo dominante ovulatério) ou sofrer atresia
(foliculo dominante nao ovulatdrio), na dependéncia da fase
de dominincia estar associada ou nio 2 lutedlise (Taneja et
al., 1996; Manik et al., 1998). O grau de sincronismo entre
a ocorréncia da dominancia folicular e da lutedlise determina
a capacidade de uma fémea em apresentar ovulagdo, evento
este dependente da liberagio do horménio luteinizante
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(LH) (Barros et al., 1995). O pico pré-ovulatério de LH
ocorre somente quando a progesterona sérica se encontra em
baixos niveis, o que pode ser causado por lutedlise ou, em
tese, pela remogdo de dispositivo que contenha progesterona
suplementar.

Estudos prévios tém demonstrado que elevagao nos niveis
de progesterona durante a fase lutefnica anterior 4 inseminagao
artificial tem efeito positivo na taxa de concepgao em bovinos
(Folman et al., 1973; Rosenberg et al., 1990; Ando et al,,
2004; Kuroiwa et al., 2005). Quando o estro de fémeas
bovinas ¢ sincronizado segundo o protocolo Ovsynch e hd
suplementagio com progesterona, o incremento nas taxas
de prenhez tem ocorrido em diferentes graus, tanto para
fémeas leiteiras quanto de corte (Lamb et al., 2001; Kawate
et al., 2006; Melendez et al., 2006; Stevenson et al., 2006;
Saldarriaga etal., 2007). Recentemente, foi demonstrado que
a associagdo de progesterona ao protocolo Ovsynch para a
sincronizagdo do estro ¢ capaz de elevar a taxa de concepgao
em fémeas bubalinas (Ribeiro et al., 2003; De Rensis et al.,
2005). Contudo, os eventos ovarianos decorrentes do uso
da progesterona associada a0 Ovsynch nio foram estudados
nas bufalas. Deste modo, os resultados de pesquisa sugerem
que incrementos na eficiéncia reprodutiva de bufalas ciclicas
podem ser esperados se estas forem submetidas ao Ovsynch
e também suplementadas com progesterona durante os
primeiros sete dias de tratamento hormonal. Os estudos
sobre a dinimica folicular ovariana durante o uso da referida
associa¢ao hormonal podem prover bases para o incremento
da fertilidade, aumento da precisdo da sincroniza¢ao dos estros
e elevacio das respostas superovulatérias em bubalinos.

Em virtude da necessidade de maior conhecimento
sobre a dinidmica folicular ovariana em bufalas submetidas
a novos protocolos de sincronizagio do estro, o presente
estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da associagio da
medroxiprogesterona (um andlogo sintético da progesterona)
ao protocolo Ovsynch sobre o crescimento folicular, a ovulagio
e a taxa de concepg¢io de fémeas bubalinas criadas na Amazonia
Oriental.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no municipio de Tracuateua-
PA (1° 10’ de latitude Sul e 46° 09’ de longitude Oeste
de Greenwich), em unidade demonstrativa para produ¢io
de bubalinos em pequena propriedade, durante o més
de dezembro de 2006. O tipo climdtico local, segundo
classificagio de Képpen, ¢ o Ami, caracterizado por chuvas
mais freqiientes entre os meses de dezembro a julho e perfodo
seco que se estende de agosto a novembro. A drea experimental
era formada por 12 hectares de pastagem com Brachiaria
brizantha, em sistema silvipastoril. A pastagem foi subdividida
em seis piquetes de 2 hectares cada, onde os animais foram
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mantidos sob regime de pastejo rotacionado intensivo. Na
drea de manejo, centralizada em relagio aos piquetes, foram
instalados bebedouro automdtico e cocho coberto para
mineraliza¢io dos animais, os quais tinham acesso 4 4gua para
bebida e sal mineral ad libitum.

Foram utilizadas 27 bufalas adultas, com idade média de
4,27 + 2,28 anos, ciclicas e sem bezerro ao pé. O peso médio
dos animais era de 537 = 95,6 kg ¢ o escore corporal médio
era de 3,5 (em escala de 1 a 5). Os animais foram divididos
em dois grupos, G1 (n = 14) e G2 (n = 13), considerando seu
peso, escore corporal, idade e ordem de parto, de modo que os
grupos experimentais fossem equilibrados. Todos os animais
(G1 e G2) foram submetidos ao protocolo de sincronizagio
Ovsynch, e receberam administragoes de GnRH (lecirelina —
Gestran Plus®, Arsa S.R.L., Argentina) no dia 0 (DO = inicio
do tratamento; 50 pg I.M.) e no dia 9 (25 pg I.M.), além de
uma aplicagdo de prostaglandina (d-cloprostenol, 150 pg .M.
— Prolise®, Arsa S.R.L., Argentina) no dia 7, conforme descrito
por Baruselli et al. (2001). Adicionalmente, os animais do G2
foram suplementados com 60 mg de medroxiprogesterona
entre os dias 0 e 7, por aplicagdo de dispositivo intravaginal
(Progespon®, Syntex S.A., Argentina). A inseminagao artificial
foi realizada em todas as bufalas entre 16 e 20 horas apds a
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segunda administragio do GnRH, independentemente de
apresentarem sinais de estro. Os tratamentos utilizados estdo
representados na Figura 1.

Para avaliar a presenga, o tamanho e o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos, bem como a possivel presenga e
regressio de corpos ldteos, as bufalas tiveram seus ovdrios
monitorados por ultra-sonografia transretal nos dias 0, 7 ¢ 9
do tratamento hormonal e no dia 10, quando foi realizada a
inseminagao artificial. A ultra-sonografia foi realizada sempre
pelo mesmo operador e o transdutor utilizado foi o modelo
linear de 7,5 MHz (Scanner 200®, Pie Medical, Holanda).
Todas as estruturas ovarianas visiveis & ultra-sonografia foram
identificadas, mensuradas e sua posi¢ao relativa no ovdrio
registrada, conforme Savio et al. (1988). Com base nos
registros ultra-sonogréficos, o crescimento individual dos
foliculos, a lutedlise e eventuais ovulagoes foram avaliados até
20 horas apds o final do tratamento hormonal (dia 10).

O didmetro de cada estrutura ovariana foi mensurado
duas vezes e a média das aferi¢oes foi usada como sendo sua
medida. Os foliculos ovarianos foram classificados de acordo
com seu didmetro em foliculos pequenos (tamanho < 5,0
mm), foliculos médios (tamanho entre 5,0 mm e 8,0 mm)
ou foliculos grandes (tamanho > 8,0 mm). A ovula¢do foi

Grupo 1
GnRH PGF2 a GnRH
(Lecirelina 50 pg) (d-cloprostenol 150 pug) (Lecirelina 25 pg)
l l ', IATF
16-20hs
| ] | |
| | | |
Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10
us us us us
Grupo 2
GnRH PGF2 a GnRH
(Lecirelina 50 ng) (d-cloprostenol 150 pg) (Lecirelina 25 ug)
lr ' ‘ IATF
16-20hs
Acetato de Medroxiprogesterona (60mg) | |
I I
Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10
us us us us

Figura 1- Cronologia de tratamentos hormonais em bufalas criadas na Amazonia Oriental, baseados em aplicagdes intramusculares de horménios (Grupo 1)
e em aplicages intramusculares + dispositivo intravaginal (Grupo 2), com concomitante execucao de avaliagoes ultra-sonograficas dos ovarios (US) para

inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).
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definida pelo desaparecimento do maior foliculo ovariano
identificado na ultra-sonografia imediatamente anterior.
A taxa de crescimento didrio dos foliculos foi calculada
pela diferenca dos didmetros individuais obtidos em duas
mensuragdes consecutivas, dividida pelo nimero de dias
transcorridos entre as ultra-sonografias, conforme Rhodes et
al. (1995). Nos dias 7 e 9, a dominancia foi detectada com
base no crescimento individual dos foliculos e pela regressao
de tamanho determinada nos foliculos adjacentes.

Os resultados foram apresentados como média + erro
padrio (EP), com nivel de significAncia de 5%. O crescimento
e a taxa de crescimento didrio do foliculo dominante foram
submetidos 2 Analise de Variincia pelo PROC GLM do
SAS. As varidveis niimero de foliculos e diAmetro do foliculo
dominante, além de serem submetidas 2 Andlise da Variancia,
foram ainda adicionadas do fator medidas repetidas no tempo,
referente aos diferentes dias de amostragem. As probabilidades
de interagdes com o tempo foram determinadas pelo teste de
Greenhouse-Geisser, utilizando-se o comando REPEATED
gerado pelo procedimento GLM do SAS (SAS, 1996). As taxas
de ovulagio entre 0 D9 e 0 D10 e as taxas de concepgao foram
expressas em porcentagem ¢ comparadas pelo Teste Exato de

Fisher (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O ntmero de foliculos ovarianos detectados por ultra-
sonografia nos dias 0, 7 ¢ 9 do tratamento hormonal estd
apresentado naTabela 1. No dia 0, ndo foi detectada diferenca
estatistica no ndmero de foliculos pequenos, médios e grandes
entre os grupos, demonstrando a homogeneidade da condi¢ao
ovariana dos animais previamente ao tratamento. A condi¢io
ovariana no DO nio foi resultante de qualquer intervencgio
hormonal exdgena, uma vez que as ultra-sonografias foram
executadas anteriormente a qualquer aplicagio hormonal.
Em ambos os grupos, foram detectados nos ovdrios um
ndmero maior de foliculos pequenos (G1: 4,56 ¢ G2: 4,44),
do que foliculos médios (G1: 1,44 ¢ G2: 1,00) ou grandes
(G1: 0,78 e G2: 0,89), em concordincia com os processos
de recrutamento, sele¢io e dominéncia foliculares, que
estabelecem o crescimento competitivo entre os foliculos,
de modo que, nos animais monotdcicos, apenas um foliculo
atinge o estdgio ovulatdrio e a maioria dos foliculos recrutados
e selecionados regride. Esse fendmeno foi bem descrito em
bufalas por Baruselli et al. (1997), para fémeas com duas ou
trés ondas foliculares.

No dia 7, foi detectada diferenca significativa no
contingente de foliculos pequenos entre os animais do G1
e do G2. O nimero de foliculos pequenos nos ovdrios dos
animais tratados com medroxiprogesterona foi maior (G1:
4,57 + 0,60 versus G2: 6,54 + 0,67; P=0,05). Nessa fase da

sincronizagio, o nimero de foliculos médios e grandes nio
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apresentou diferenca significativa entre os animais do G1 e
do G2 (foliculos médios: G1: 1,29 + 0,29 versus G2: 0,77 +
0,41; P>0,05 e foliculos grandes G1: 0,50 + 0,17 versus 0,39
+0,18; P>0,05). A medroxiprogesterona exdgena aumentou o
numero de foliculos recrutados, mas, enquanto o implante de
medroxiprogesterona foi mantido, houve uma conten¢io no
desenvolvimento dos foliculos médios e grandes, os quais nao
foram capazes de se desenvolver em uma velocidade compativel
aquela dos foliculos menores. Esse efeito da progesterona sobre
o crescimento folicular foi citado também por Presicce et al.
(2005), os quais relataram que apds a inser¢io de implantes
de progesterona, suas concentragoes séricas se elevam a ponto
de reduzir a freqiiéncia de liberacio pulsdtil de LH e induzir
o inicio da renovagio folicular.

No D9, dois dias apds a retirada do implante, a ultra-
sonografia ovariana revelou que os animais do G1 tenderam
a igualar o nimero de foliculos aos animais do G2, nio
havendo diferenca estatistica significativa entre os grupos,
independentemente do tamanho dos foliculos. Portanto, os
animais tratados com medroxiprogesterona apresentaram, do
D7 ao D9, uma redu¢io no nimero de foliculos pequenos,
acompanhada por compensagio no nimero de foliculos
médios e grandes. O término da suplementagio com
medroxiprogesterona desbloqueou o avango do crescimento
dos foliculos e permitiu que uma quantidade maior destes
evoluisse para a classe de médios e grandes foliculos. O
decréscimo nos niveis enddégenos de progesterona, decorrente
da retirada do implante e da indug¢do da lutedlise no D7,

Tabela 1- Numero de foliculos ovarianos detectados por ultra-sonografia
nos dias 0, 7 e 9 do tratamento para sincronizagao do estro em bafalas, com
uso do protocolo Ovsynch (Grupo 1) ou do protocolo Ovsynch associado a
medroxiprogesterona (Grupo 2). Tracuateua-PA, 2006.

Namero de Foliculos

Classe de Foliculos*

G 1 (sem implante; G 2 (com implante;

n=14) n=13)

Dia 0

Foliculos pequenos 4,56 = 0,58 4,44 + 0,80
Foliculos médios 1,44 = 0,34 1,00 = 0,33
Foliculos grandes 0,78 = 0,28 0,89 + 0,26
Dia 7

Foliculos pequenos 4,57 + 0,60 2 6,54 + 0,67°
Foliculos médios 1,29 + 0,29 0,77 = 0,41
Foliculos grandes 0,50 = 0,17 0,39 + 0,18
Dia 9

Foliculos pequenos 4,71 = 0,86 4,85 + 0,82
Foliculos médios 1,00 = 0,26 0,85 = 0,22
Foliculos grandes 1,00 = 0,18 0,92 + 0,24

* Foliculos pequenos: < 5,0 mm; Foliculos médios: entre 5,0 e 8,0 mm; Foliculos
grandes = 8,0 mm.

Letras mindsculas distintas indicam diferenca estatistica significativa dentro das linhas
(P =< 0,05).
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permitiu que o FSH e o LH fossem liberados e estimulassem
o desenvolvimento, principalmente dos foliculos médios, uma
vez que os foliculos ovarianos de bubalinos podem emergir
a partir de didmetros que variam de 4,20 + 0,37 mm (para
foliculos que se tornam ovulatérios) a 5,40 + 0,24 mm (para
foliculos anovulatérios), conforme trabalhos de Manik et al.
(2002).

Os didmetros dos foliculos dominantes mensurados
nos dias 7 ¢ 9 encontram-se expressos na Tabela 2. Foram
considerados dominantes aqueles foliculos que emergiram
a0 inicio do tratamento, chegaram ao dia 9 com didmetro
minimo de 7,2 mm, tamanho a partir do qual se estabelece
a divergéncia folicular em bubalinos (Gimenes, 2006).
Concomitantemente, os foliculos dominantes deveriam
apresentar crescimento positivo do dia 0 até o dia 10,
juntamente & regressio do didmetro dos outros foliculos
ovarianos, considerados subordinados, conforme descrito por
Knopfetal. (1989). Esse mecanismo conjunto de crescimento
e regressdo de foliculos dominante e subordinados forma
uma onda folicular, fené6meno bem descrito nas bufalas por

Baruselli et al. (1997).

O didmetro médio dos maiores foliculos presentes nos
ovdrios ao inicio do tratamento foi de 8,85 + 1,63 mm no
G1 e 10,0 + 1,29 mm no G2, indicando que os animais de
ambos os grupos apresentavam condi¢es satisfatdrias para
ovular apds a primeira administragio do GnRH, uma vez
que esse evento ocorre em 70,5% das bufalas com foliculos de
didmetro de 8,0 + 1,9 mm, conforme Baruselli et al. (2003).
De fato, no D7, foram detectados corpos liteos nos ovdrios
de 9 das 14 fémeas do G1 (64,28%) e em 8 das 13 fémeas
do G2 (61,53%), o que conferiu uma taxa de ovulagao total
de 62,96% (n=17/27) apés a primeira administragio de
GnRH. Porém, esta taxa foi inferior & observada por Berber
etal. (2002), que detectaram ovulagao em 86,6% das bufalas
com foliculos de 9,0 + 0,2 mm de diAmetro no momento da
primeira administra¢io de GnRH. Como a indugao de uma
nova onda folicular pela supressio do foliculo dominante e
a lutedlise sdo fatores chave para o sucesso da sincronizagao
no protocolo Ovsynch, a ovulagio induzida no inicio do
tratamento ¢ considerada como o primeiro requisito para que
este protocolo seja executado com sucesso.

Os diAmetros médios foliculares no D7 e no D9 sofreram
efeito significativo da interagdo entre tempo e tratamento,
sendo que no D7 o didmetro médio do foliculo dominante
foi maior numericamente nos animais que nio receberam
dispositivos intravaginais de medroxiprogesterona (G1:
6,28 + 0,75 mm versus G2: 5,16 + 0,61 mm; P>0,05).
Com a ovulagdo ocorrida apds a primeira administragio de
GnRH, houve a possibilidade de inicio de uma nova onda
folicular, o que se estabelece em 1,16 + 0,50 dia ou 1,10 =
0,32 dia ap6s a ovulagdo, para bifalas de duas ou trés ondas
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foliculares, respectivamente (Baruselli et al., 1997). O menor
didmetro folicular dos animais que receberam implantes
pode indicar que a medroxiprogesterona tenha determinado
um crescimento mais lento do foliculo dominante entre os
dias 0 e 7 do tratamento, o que corrobora observacdes de
Baruselli et al. (1997), que também observaram inibi¢do
do crescimento folicular em bubalinos por concentragdes
luteinicas de progesterona.

O diametro do foliculo dominante no D9 (G1: 10,38
+ 0,82 mm versus G2: 12,11 + 0,73 mm) foram inferiores
ao encontrado por Presicce et al. (2004) que detectaram
13,8 + 0,6mm. Comparando entre grupos, o didmetro
do foliculo dominante foi numericamente maior para os
animais que receberam implantes de medroxiprogesterona
(P>0,05). Esse fato pode parecer contraditério, em fungio
dos menores didmetros foliculares apresentados pelos animais
do G2 no D7. Contudo, o que se observou foi que, tio
logo a medroxiprogesterona foi retirada, os animais que
anteriormente haviam recebido implantes apresentaram uma
taxa de crescimento do foliculo dominante 1,7 vezes maior que
os animais nao implantados. Esse crescimento compensatério
foi determinado pela retirada da medroxiprogesterona, cujo
efeito, associado ao efeito da progesterona enddgena secretada
pelo corpo liteo antes da lutedlise, pode ter diminuido a
expressao de receptores para LH nas células da camada da
granulosa e, assim, ter retardado o crescimento folicular do DO
a0 D7. T30 logo o efeito da medroxiprogesterona foi suprimido
¢ a lutedlise funcional foi induzida pela administragao de
andlogo da prostaglandina no D7, os foliculos podem ter
passado por um processo de retomada numérica e funcional
dos receptores para LH. A maior secregio de LH consegiiente
a menor disponibilidade de progesterona circulante a partir
do D7 deve ter sido a responsdvel pelo crescimento acelerado
dos foliculos dos animais do G2 nesse perfodo.

Apesar dos animais do G2 terem apresentado menores
didmetros do foliculo dominante no D7 que os animais do G1,

Tabela 2- Diametros dos foliculos ovarianos nos dias 7 e 9 do tratamento para
sincronizacao do estro em bufalas, com uso do protocolo Ovsynch (Grupo
1) ou do protocolo Ovsynch associado @ medroxiprogesterona (Grupo 2).
Tracuateua-PA, 2006.

Didmetro do foliculo Diametro do foliculo

Grupo dominante + dominante +
E.P no D7 (mm) E.P.no D9 (mm)
Sl 628+ 075 10,38 = 0,82
B2 TR 5 16 2 0.1 12,11+ 0,73
Probabilidade 0,2884 0,1044

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica significativa dentro das
colunas.
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essa situagdo se inverteu no D9, ocasionada pelo crescimento
absoluto do didmetro do foliculo dominante em 48 horas, que
foi de 4,11 + 0,97 mm para os animais do G1 ¢ 6,95 + 0,81
mm para os animais do G2, conforme demonstrado na Tabela
3. A taxa de crescimento do foliculo dominante entre 0 D7 e
D9 apresentada pelos animais do G1 (2,05 + 0,49 mm/dia)
foi significativamente menor aquela apresentada pelos animais
do G2 (3,48 + 0,41 mm/dia; P<0,05). A taxa de crescimento
didrio folicular dos animais do G1 foi semelhante as taxas de
1,27 mm/dia e 1,07 + 0,07 mm/dia relatadas por Presicce et
al. (2004) e Presicce etal. (2005b), porém foi maior que a taxa
de crescimento linear de 0,86 + 0,31 mm/dia encontrada entre
0 D0 e D10 por Awasthi et al. (2006). A taxa de crescimento
do foliculo dominante observada nos animais do G2 superou
as taxas de crescimento didrio pelos referidos autores.

Os dados obtidos com uso da medroxiprogesterona
remetem 2 questdo bdsica sobre como este firmaco pode
ter retardado o crescimento dos foliculos pequenos e,
conseqiientemente, ter diminufdo a transformagio dos
foliculos pequenos em médios e dos foliculos médios em
grandes durante o perfodo de permanéncia do implante.
A medroxiprogesterona é um progestdgeno derivado da
progesterona, que possui 21 carbonos e tem menor atividade
androgénica que outros progestigenos. E, portanto, um
firmaco altamente seletivo e de a¢io muito semelhante ao
horménio enddégeno, nio determinando interferéncias no
metabolismo lipidico e de carboidratos (Willians e Stancel,
1996). Em fungio de suas caracteristicas farmacoldgicas, trés
fatores poderiam ser apontados como possiveis causas do
efeito sobre o crescimento dos foliculos: o feedback negativo da
progesterona sobre a hipéfise, a indugdo pela progesterona de
maior liberagdo de inibina pelo foliculo dominante ou a agio
direta da progesterona sobre os foliculos em crescimento.

Tabela 3- Crescimento absoluto (mm) e taxa de crescimento do foliculo
ovariano dominante (mm/dia) do dia 7 ao dia 9 do tratamento para
sincronizacao do estro em bufalas, com uso do protocolo Ovsynch (Grupo
1) ou do protocolo Ovsynch associado @ medroxiprogesterona (Grupo 2).
Tracuateua-PA, 2006.

Taxa de

Crescimento do crescimento do

Grupo foliculo dominante =  foliculo dominante
E.P doD7 a0 D9 (mm) = E.PdoD7ao
D9 (mm/dia)
e il 411 = 0,074 2,05 + 0,494
n=14)
o 221(3?)0”‘ implante; 6,95 + 0,818 348 + 0,41
Probabilidade 0,0354 0,0354

Letras maitsculas distintas indicam diferenca estatistica significativa dentro das
colunas.
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Segundo Barros etal. (1995), o feedback negativo exercido
pela progesterona sobre a hipéfise ocasiona uma redugio
na libera¢io das gonadotrofinas hipofisdrias (FSH e LH).
A elevagio da progesterona sérica durante a fase luteinica
diminui a freqiiéncia, mas aumenta a amplitude dos pulsos
de LH (Willians e Stancel, 1996). Como a competéncia
do foliculo em responder ao LH ¢ dependente também da
quantidade de receptores para esse hormonio, o aumento no
nimero de receptores torna o foliculo capaz de superar os seus
concorrentes tanto em seu crescimento quanto em relagao a
capacidade de ovulagio. Gimenes (2006) detectou que, em
bubalinos, o foliculo se torna mais responsivo ao LH quando o
didmetro folicular é de 7,2 + 0,3mm. Assim, um decréscimo de
LH induzido pelo feedback negativo imposto pela progesterona
justificaria isoladamente a redugdo no crescimento dos
foliculos médios e grandes entre 0 DO e 0 D7 do tratamento.
Em muitos sistemas bioldgicos, os progestdgenos neutralizam
as agdes dos estrogénios de estimulo 2 proliferacio celular
(Willians e Stancel, 1996). Em conseqiiéncia 2 administragao
de progesterona exdgena, pode ter havido uma diminui¢ao na
multiplica¢ao de células da camada da granulosa e uma menor
agdo do LH sobre estas. A redugio na produgio de estrégeno
que ¢ incorporado ao fluido folicular diminui o acimulo
de fluidos no antro folicular e, portanto, determina menor
crescimento e diminui o didmetro dos foliculos detectados a
ultra-sonografia. Contudo, se a expressio de receptores para
LH em bubalinos for semelhante aquela para bovinos, essa
situa¢do seria vélida somente para foliculos com didmetros a
partir de 8,0 mm (Bao et al., 1997).

Como os foliculos pequenos ¢ médios apresentam
crescimento apds episédios de liberagao de FSH, se a causa
principal do retardo do crescimento folicular no presente
trabalho fosse apenas uma menor secre¢io hipofisdria de
LH e FSH nos animais tratados, os foliculos de diAmetro
menor que 5,0 mm também teriam sofrido considerdvel
reducio em seu crescimento, o que nio ocorreu. De fato,
a progesterona exdgena impediu que o pool de foliculos
pequenos detectados no DO crescesse a ponto de mudar
de categoria, mas nao impediu o recrutamento de foliculos
com 1 a 3 mm de didmetro. Comparativamente, os animais
nio suplementados com progesterona apresentaram no D7
um perfil folicular condizente com os eventos normalmente
esperados de sele¢io e domindncia, com média de 4,57, 1,29
e 0,50 foliculos pequenos, médios e grandes detectados,
respectivamente. O nimero de foliculos recrutados no D7
no grupo nio suplementado foi menor do que no grupo que
recebeu a progesterona, demonstrando que a progesterona
exdgena inibiu o crescimento dos foliculos, mas nio
bloqueou os eventos envolvidos no recrutamento folicular.
A progesterona tem como um de seus efeitos a elevagio da
temperatura corpérea, sendo que aplicacoes de progesterona
exdgena podem elevar em até 0,56°C a temperatura interna
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corporal (Willians e Stancel, 1996). Esse efeito poderia, em
tese, elevar a taxa metabdlica de um individuo sob tratamento
continuo, como o aplicado nos animais suplementados, que
permaneceram sob efeito do horménio exdgeno durante sete
dias ininterruptos. Um suposto aumento da taxa metabdlica
pode ser a via responsdvel pelo aumento no recrutamento de
foliculos pequenos.

Se a progesterona exdgena determinasse maior secregio de
inibina, a reducao do crescimento folicular ocorreria somente
nos foliculos pequenos e médios, resguardando os foliculos
grandes desse efeito inibitdrio, pois estes sio os préprios
secretores da inibina. Porém, foi observado que durante os sete
dias de permanéncia do implante, também o crescimento dos
foliculos dominantes foi prejudicado, o que afasta a hipdtese
de que a progesterona exdgena estimule de forma direta a
secre¢do da inibina. Assim, a progesterona parece ter causado
uma redugio seletiva no crescimento folicular, também com
agdo direta sobre os foliculos cujo didmetro era maior ou igual
a 5,0 mm, além de estimular o recrutamento folicular nos
animais suplementados.

No que diz respeito a taxa de ovulagdo até 20 horas
ap6s a segunda administracio de GnRH, que ¢ um efeito
indesejdvel pois precede a inseminagio, verificou-se maior
ocorréncia no G1 que no G2, porém sem diferenga
significativa (Tabela 4). A taxa de ovulagio do grupo sem
implante de medroxiprogesterona foi de 35,71% (n=5/14),
inferior as taxas ovulatdrias observadas por Baruselli et al
(1999), os quais verificaram 82,3% (n=14/17), por Beber
et al (2002), que encontraram taxa de 93,3% (n=14/15), e
aquela obtida por Presicee et al. (2005), que foi de 85,7%
(n=12/14). Contudo, os trabalhos citados avaliaram a resposta
ovulatéria até 72 horas apds o final do protocolo Ovsynch,
0 que permitiu uma avaliagio mais abrangente do que no
presente estudo, em que se limitou 2 avaliacio da ovulagio
até o momento da inseminagdo artificial. A taxa de ovulagao
dos animais com implante foi de 30,77% (n=4/13). Esse
fato pode estar relacionado a capacidade da progesterona
em sensibilizar o sistema hipotaldmico—hipofisdrio—gonadal
dos bufalos, podendo suprimir a freqiiéncia e a amplitude
dos pulsos de LH (Singh, 2003). A antecipacio da ovulagio
em relagdo A execu¢io da inseminagao artificial pode ser um
fator negativo nos protocolos de inseminagio artificial em
tempo fixo, pois a fase de transporte dos espermatozéides até
o sitio de fertilizagdo requer um minimo de 4 a 8 horas apds
a deposicio no ttero (Hunter e Wilmut, 1984). Em caso de
ovulagdo precoce, o espermatozédide pode deparar-se com
um gameta feminino j4 envelhecido e de menor qualidade,
o que poderia determinar o declinio da taxa de concepgio e
da eficiéncia reprodutiva de um programa de inseminagio
artificial em tempo fixo.

Associagao da medroxiprogesterona ao protocolo Ovsynch para inseminacdo artificial em tempo fixo de bifalas ciclicas
(Bubalus bubalis) criadas na Amazonia Oriental

Tabela 4- Frequéncia de ovulagoes detectadas por ultra-sonografia até 20
horas apos o final do tratamento e taxas de concepgéo observadas em
bufalas tratadas com o protocolo Ovsynch (Grupo 1) ou Ovsynch associado
a medroxiprogesterona (Grupo 2). Tracuateua-PA, 2006.

Taxa de Ovulagao entre 0 Taxa de Concepgéo

Grupo D9 e 0 D10 (em %) (em %)
S=11(me implante; 5574 (5/14) 50,00 (7/14)
o =21(§)°m implante; 377 (413 3077 (4/13)
Probabilidade 1,00 0,4401

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica significativa dentro das
colunas.

As taxas de concepgio observadas nao diferiram
estatisticamente (G1: 50% versus G2: 30,77%; P>0,05), porém
houve maior freqiiéncia de fémeas gestantes no grupo nio
suplementado com progesterona. A taxa de concepgao obtida
com o protocolo Ovsynch é equivalente aquelas apresentadas
em trabalhos de Baruselli et al. (2001; 2003), Berber et al.
(2002) (48,5%, 45,4% e 56,5%, respectivamente). Contudo,
Ribeiro et al (2003) indicam incremento de 36,6% para
50,0% nas taxas de concep¢io quando bufalas inseminadas
em tempo fixo na Amazodnia recebem suplementagio com
progesterona. No presente trabalho, a adi¢ao de progesterona
ao protocolo Ovsynch nido determinou incremento nas taxas
de concepgio, diferentemente, também, dos resultados
obtidos por De Rensis et al. (2005), quando detectou-se
efeito favordvel da progesterona principalmente em fémeas
aciclicas, cujo escore corporal médio era igual a 3,1. Como
no presente estudo foram usadas apenas fémeas ciclicas e
com escore corporal médio de 3,5, a sele¢io prévia pode ter
minimizado o impacto do uso da progesterona sobre as taxas
de concepgao.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, péde-se verificar que
a medroxiprogesterona aumentou o ndmero de foliculos
pequenos nos ovdrios dos animais tratados e diminuiu o
nimero de foliculos grandes, por retardar o crescimento dos
foliculos com didmetro maior que 5,0 mm entre os dias 0 e
7 do tratamento.

A retirada da progesterona acelera o crescimento folicular
do D7 ao D9, fazendo com que o didmetro dos foliculos
dominantes dos animais que recebem medroxiprogesterona
suplante o dos animais nio implantados.

A implementa¢io nas taxas de crescimento folicular
propiciada pela medroxiprogesterona pode ser um efeito
positivo adicional ao protocolo Ovsynch, pois contribui para
a ovulagdo de foliculos maiores e, em tese, para a formagao de
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corpos ldteos com mais tecido lutefnico e mais eficientes na
manutengio da gestagio.

A medroxiprogesterona nio influencia na taxa de ovulagio
até 20 horas apds a segunda administragio de GnRH do
protocolo Ovsynch, o que sugere a viabilidade de sua utilizagao
sob a forma de dispositivos intravaginais associados a esse
protocolo, a fim de aumentar o grau de sincronismo das
ovulagoes.

A medroxiprogesterona associada ao protocolo Ovsynch
(D0 a0 D7) ndo contribui para aumento das taxas de concepg¢io
na inseminagio em tempo fixo, quando fémeas ciclicas e com
escore corporal médio de 3,5 sdo sincronizadas.

Em fungdo de suas caracteristicas farmacoldgicas, a
medroxiprogesterona pode ser aproveitada em estudos futuros
como alternativa para sincronizagio do estro em fémeas
aciclicas, de escore corporal mais baixo, bem como em de
receptoras ou doadoras de embrides.
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