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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar a liberacao de LH durante os
protocolos de sincronizagao da ovulagao em bubalinos. Para tanto,
quinze bufalas multiparas receberam 25 mg de Lecirelina no Dia 0, e
150 mg de D-Cloprostenol no Dia 7. No Dia 8, foi aplicado benzoato
de estradiol nas buafalas do Grupo 1 (0,5 mg, n = 5) e do Grupo 2 (1,0
mg, n = 5). No Dia 9, os animais receberam 25mg de Lecirelina
(Controle, n = 5). Para mensuracio das concentra¢oes plasmaticas de
LH foram colhidas amostras de sangue da veia jugular no Dia 7, e em
seguida em intervalos de 3 horas até completar 72 horas apds a aplicacio
de PGF, . Para avaliagdo da liberagdo de I.H foram comparados os
momentos de ocorréncia do pico LLH em relagio a PGF, , as duragdes,
as amplitudes e a area sob o pico de pré-ovulatorio de LH. As bufalas
dos Grupos Controle, 1 e 2 apresentaram picos pré-ovulatorios de
LH em 51 + 0,0 horas, 47,3 + 2,7 horas e 47,0 + 3,8 horas apos a
aplicagdo da PGF,, respectivamente (P>0,05). A duragio do pico de
LH foi menor no Controle (7,8 + 1,5 horas) do que nos Grupos 1 ¢
2 (10,5 + 1,5 horas vs. 10,8 + 2,4 horas, respectivamente; P < 0,05). A
amplitude média dos picos pré-ovulatorios de LH foram de 4,5 + 0,4
ng/ml, 4,0 + 0,4 ng/mL e 4,3 + 0,8 ng/mL para os Grupos Controle,
1 e 2, respectivamente (P > 0,05). A area sob o pico de LH no Controle
(4,8 £ 0,7) foi menor do que as areas dos Grupos 1 ¢ 2 (8,8 £ 2,5vs.
8,7 £ 2,2, respectivamente; P < 0,05). Em resumo, a aplicagio de
benzoato de estradiol proporcionou maior duracio e area do pico
pré-ovulatério de LH do que a administracio de GnRH em protocolos
Ovsynch em bubalinos.
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A aplica¢do de agonista de GnRH

A eficiéncia de protocolos de
sincronizacao da ovulacio em bubalinos tem
sido estudada por varios pesquisadores.'?
Dentre os diversos protocolos de
sincroniza¢do da onda folicular para
realizacdo da inseminacao artificial em tempo
fixo, o protocolo Ovsynch proporciona
taxa de concepg¢do em torno de 50% dos
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resulta na liberagdo de um pico de LH que
promove a ovulacio de foliculo dominante.
Com a ovulagao, ha emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular ' e um
aumento nas concentra¢oes de progesterona
devido a formagao de corpo luteo. No Dia
7 do protocolo Ovsynch, preconiza-se a
administracdo de PGF, para promover a



lutedlise.® Uma segunda dose de GnRH ¢
aplicada 48 horas apds a administracdo de
PGF, para melhorar a sincronizacao da
ovulacdo e permitir que seja realizada a
inseminagao artificial em tempo fixo.?

Com a diminuic¢ao das concentragdes
de progesterona ap6s a aplicagao de PGF
¢ possivel induzir a ovulacao do foliculo
dominante com benzoato de estradiol.*” A
utilizacdo de benzoato de estradiol
(Heatsynch) pode ser uma alternativa de
protocolo de sincronizacdo com menor
custo do que o método Ovsynch
tradicional.® No entanto, a eficiéncia na
indugdo do pico pré-ovulatério de LH apos
a aplicacdo de benzoato de estradiol ainda
nao esta estabelecida em bubalinos. Desse
modo, o objetivo desse estudo foi avaliar o
padrio secretério de LH apds a segunda
aplicagao de GnRH do protocolo Ovsynch
ou apos a administracdo de benzoato de
estradiol no protocolo Heatsynch.

Material e Método

Animais e local do experimento

O experimento foi realizado durante
o més de junho (estagdo reprodutiva da
espécie). Foram utilizadas 15 bufalas
multiparas da raga Mediterrineo, em boa
condicio corporal (3,5 — escala de 1 a 5)%,
com periodo poés-parto > 40 dias
pertencentes ao setor de Bubalinocultura da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos da Universidade de Sio Paulo.
Durante o experimento, os animais foram
mantidos a pasto (Brachiaria decumbens) e
receberam suplementa¢ao mineral comercial
ad libitum;, as ordenhas eram realizadas todos
os dias pela manha (produ¢iao média/animal
= 10 litros de leite) na presenca dos bezerros,
para facilitar a retirada do leite.

Delineamento Experimental

Exames ultra-sonograficos ovarianos
foram realizados em todos os animais para
verificacdo do status folicular e para
proporcionar a divisao dos animais em trés
grupos homogéneos, de acordo com os
diametros foliculares verificados no inicio do
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experimento. Os quinze animais receberam
25 mg de Lecirelina (Gestran-PlusO,
Tecnopec, Brasil) no Dia 0, e de 150 mg de
D-cloprostenol (PrelobanO, Intervet, Brasil)
no Dia 7. No Dia 8, os animais do Grupo 1
receberam 0,5 mg de benzoato de estradiol,
e os animais do Grupo 2 receberam 1,0 mg
de benzoato de estradiol (EstroginO,
Farmavet Produtos Veterinarios Ltda.,
Brasil). No Dia 9, os animais do Grupo
Controle receberam outra dose de 25mg de
Lecirelina (Figura 1).

Exames ultra-sonograficos

Os exames ultra-sonograficos
ovarianos foram realizados com aparelho do
modelo Scanner 480 (Pie Medical, Maastricht,
Holanda), com transdutores lineares de 5 e
7,5MHz. Os exames foram realizados no
momento da primeira aplicacao de GnRH,
para verificar a presenca de foliculos > 8,0
mm. Outras duas avalia¢cdes ultra-
sonograficas foram realizadas: no momento
da administracio da PGF, e na tltima
aplicagdo hormonal - GnRH ou benzoato
de estradiol. Apds a terceira aplicagao
hormonal, foram realizados exames ultra-
sonograficos em intervalos de 6 horas,
durante 48 horas para o Grupo Controle,
ou 66 horas para os Grupos 1 e 2 para
precisar o momento da ovulacio e
determinar a taxa de ovulagao dos foliculos
(Figura 1). O desaparecimento dos foliculos
previamente identificados indicou a
ocorréncia da ovulacio."” Foi considerada
ovulagao sincronizada aquela ocorrida no
intervalo de 12 horas - entre 24 e 36 horas
apos a segunda aplicagao de GnRH, ou entre
36 e 48 horas apds a administracdao de
benzoato de estradiol.

Colheitas de sangue e mensuragio
das concentragdes de LH e progesterona

Para a mensuracao das concentracoes
plasmaticas de LH foram colhidas amostras
de sangue no momento em que os animais
receberam a aplicagio de PGF, . Apés o Dia
8, as colheitas de sangue foram realizadas
em intervalos de 3 horas, até completar 72
horas apds a aplicagao da PGF, (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema das colheitas de sangue para a mensuragao plasmatica de LH e progesterona durante os

protocolos de sincronizacao da ovulagao em bubalinos (n = 15)

Para dosagem das concentragoes
plasmaticas de progesterona foram colhidas
amostras de sangue nos Dias 0, 7 ¢ 8 do
tratamento (Figura 1).

As amostras de sangue foram
colhidas da veia jugular, com o auxilio de
tubos de ensaio Vacutainera (Becton
Dickinson, USA) com anticoagulante
(heparina sodica). Para obtencgao do plasma,
os tubos foram centrifugados a 2900 X g
por minuto durante 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, a fra¢ao plasmatica foi
imediatamente transferida para tubos
plasticos previamente identificados, e o
conjunto foi congelado a -20°C para
posteriores dosagens hormonais.

As concentra¢dées de LH das
amostras foram determinadas pela técnica
de radioimunoensaio de duplo anticorpo
utilizado para bovinos - adaptacao da técnica

utilizada por Bolt e Rollings''. Para a
classificacdo do pico de LH adotou-se o
critério utilizado por Fitzgerald et al.".
O coeficiente de variacdo intra-ensaio
foi de 6,8% (controle alto) e 14,8% (controle
baixo). Para a validacio do ensaio,
amostras contendo altas concentra¢oes
de LH bubalino foram diluidas
progressivamente para verificacdo do
paralelismo. Optou-se por testar duas formas
de diluicao: a) PBS gel e; b) em soro bubalino
contendo baixas concentracdes de LLH. Nos
dois casos, as curvas de diluicdo
acompanharam paralelamente a curva padrao
(Figura 2). Para mensuracao da concentragio
de progesterona foi adotado o método de
radioimunoensaio (Coat-A-Count)
recomendado pela Diagnostic  Product
Corporation, (DPC, Los Angeles, CA, USA).
O coeficiente de variacio intra-ensaio foi 1,8%.

25 -
—e— Diluigio com soro bubalino
20 4
- - -l - - Diluigdo com PBS gel
eg 15 4 =
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.80
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Figura 2 —Paralelismo da curva do ensaio padrdao com a curva de diluicdo com soro bubalino ou PBS gel para
dosagem das concentragdes plasmaticas de LH em bubalinos. Sao Paulo - 2003
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Anilise estatistica

As taxas de ovulagao e a porcentagem
de ovulagao sincronizada apds a terceira
aplicagao hormonal foram analisadas pelo
teste de qui-quadrado. Os diametros
foliculares, a concentra¢ao plasmatica de
progesterona, os momentos e as duragdes
dos picos de LH, as médias das areas sob o
pico de LH e os momentos da ovulagao
foram avaliados por andlise de variancia. As
médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. A dispersio do momento da
ovulagio foi analisada pelo teste de Bartlett.
Para calcular a area sob o pico de LH de
cada animal utilizou-se o programa
computacional Graphpad, versao 3.00 para
Windows. Foi admitido o nivel de 5% de
significancia para os testes realizados.

Resultados

Os resultados da dinamica folicular
indicaram que houve resposta ovariana aos
tratamentos hormonais propostos. De
maneira geral, os trés grupos tratados
continham o mesmo numero de bufalas
com foliculos > 9,0mm de diametro no inicio
do tratamento. Desse modo, os diametros
foliculares no Dia 0 nido diferiram entre os
grupos (P > 0,05; Tabela 1). Na dltima
aplicacio hormonal, os animais possufam
diametros foliculares de 11,6 = 0,9mm para
o Controle, 11,2 = 1,8mm para o Grupo 1

41

e 11,1 £ 1,7mm para o Grupo 2 (P > 0,05).

Observou-se maior variacao (P <
0,01) no intervalo entre a aplicagio de PGF
e a ovulagio no Grupo 1 - 42 a 84 horas -
do que nos Grupos Controle e 2 - 72 a 80
horas e 66 a 78 horas, respectivamente
(Tabela 1). Ainda, observou-se que 0s
animais do Grupo 1 apresentaram menor
porcentagem de ovulagdes sincronizadas do
que aqueles dos Grupos Controle e 2 (P <
0,01; Tabela 1).

No Dia 0, as bufalas (n = 15)
apresentaram concentragoes plasmaticas de
progesterona de 3,02 + 1,20ng/mL, 3,41 *
1,78ng/mL e 2,83 £1,24 ng/mL para os
Grupos Controle, 1 e 2, respectivamente. No
Dia 7, essas concentracoes eram de 3,36 £
1,61ng/mlL, 4,10 + 1,41ng/mL e 2,63 *
1,55ng/mL para os animais dos Grupos
Grupos Controle, 1 e 2, respectivamente. No
Dia 8 (24 horas ap6s a aplicagdo de PGF)),
todos os animais apresentaram lutedlise
(reducio das concentragdes de progesterona
para valores infetiores a 1ng/mL). Nesse dia,
as concentracoes plasmaticas de
progesterona foram de 0,43 £ 0,19ng/mL,
0,44 £ 0,27ng/mL e 0,53 + 0,20ng/mL
para os Grupos Controle, 1 e 2,
respectivamente.

Ao mensurar as concentracoes
plasmaticas de LH observou-se que todos
os tratamentos induziram pico de LH. Dos
15 animais tratados, apenas um (6,6%)

Tabela 1 — Avaliacdo da dinamica folicular durante os protocolos Ovsynch e Heatsynch em bubalinos (n = 15) -

Sao Paulo - 2003

Parametros Controle Grupo 1 Grupo 2
1* aplicacao hormonal
Diémetro do maior foliculo no Dia 0 (mm) 8.5+2,7 9.0+2.1 8,9+2,0
22 aplicacao hormonal
Diametro médio do maior foliculo (mm) 10,4 +2.2 10.8 +2.0 11.3+2.1
3% aplicacao hormonal
Diametro do maior foliculo no Dia 8 (mm) — 11,2+1.8 11,1 +1.7
Diametro do maior foliculo no Dia 9 (mm) 11,6 +0.9 11,3+1,1 11,0 +0.,7
Intervalo entre a aplicagdo de PGF,,, € a ovulagéo (horas) 76,0 67.5 70,0
Desvio padréo do intervalo entre a aplicagdo de PGF,, ¢ a 3,0° 12,3 42¢
ovulagéo (horas)
Taxa de ovulacéo (%) 80.0 (4/5) 60,0 (3/5) 80.0 (4/5)
Ovulagdes sincronizadas (%) ** 80,0 (4/5) © 40,0 (2/5) 4 80,0 (4/5) ©
QO Razio entre o nimero de ocorréncia e o nimero total de animais por Grupo
ok Ovulagdes sincronizadas = Ovulagdes ocorridas em intervalo de 12 horas
a,b Diferenca estatistica na dispersdo da ovulagio (P < 0,01).
c,d Diferenca estatistica entre os Grupos (P < 0.05).
*kk Para efeito de célculo foi adotada a média + SD
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Figura 3 —Concentragdes plasmaticas de LH (média + SD) ap¢s a aplicagao de PGF,, dos protocolos Ovsynch e

Heatsynch em bubalinos (n = 5). Sao Paulo - 2003

Tabela 2 — Concentragdes plasmaticas de LH (média + SD) ap6s a aplicagao de PGF, dos protocolos Ovsynch e

Heatsynch em bubalinos (n =15). Sao Paulo - 2003

Parametros Controle Grupo 1 Grupo 2
Intervalo entre o pico de LH e a aplicagdo de PGF,,, (horas) * 51,0+ 0,0 473+2,7 47.0+23
Amplitude do pico de LH (ng/mL)** 45+04 4,0+04 43+0.8
Durago do pico de LH (horas)*#* 78+1.6% 105+1,.7°% 10.8+2,6°
Area do pico de LH (ng/mL/horas)**** 4,8 +0,7¢ 8,8 +2,54 8,7+2,24
Intervalo entre o pico de LH e a ovulacdo (horas) *##*%* 23,3+45 28,0+3.5 27.8+45

¥
ok
Aok
Hodeodeok
Aok ok
a.b
c.d

Intervalo entre a aplicagdo de PGF», e a maior concentragéo de LH (h)
Maior concentragio de LH verificada apds a aplicagdo de PGFa,, (ng/mL)
Intervalo entre o inicio e término do pico de LH (h).

Médias das areas sob o pico de LH

Intervalo entre a maior concentragio de LH e a ovulacéo (h)

Diferenca estatistica entre os Grupos (P < 0,05).

Diferenca estatistica entre os Grupos (P < 0,01).
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ovulou 42 horas apds a aplicagiao de PGF,,
sem que se detectasse o pico de LH. As
buafalas do Grupo Controle, 1 e 2
apresentaram picos de LH em 51,0 £ 0,0
hotas, 47,3 £ 3,7 horas e 47,0 £ 2,6 horas
ap6s a aplicacao da PGF, , respectivamente
(Tabela 2). A durac¢io do pico de LH foi
mais curta no Controle (7,8 = 1,6 horas) do
que nos Grupos 1 (10,5 * 1,7 horas) e 2
(10,8 £ 2,6 horas; P < 0,05; Tabela 2,
Figura 3).

A amplitude média dos picos de LH
nao diferiu entre os tratamentos (P > 0,05;
Figura 3). A média das areas sob o pico de
LH foi menor no Controle do que nos
Grupos 1 e 2 (P < 0,01; Tabela 2). O
intervalo entre o pico de LH e a ovulagdo
nos Grupos Controle, 1 e 2 foram de 23,3
t+ 45 horas, 28,0 = 3,5 horas e 27,8 = 45
horas, respectivamente (P > 0,05; Tabela 2).

Discussao

De maneira geral, a ovulagdo do
foliculo dominante ap6s a primeira aplicagao
de GnRH do protocolo Ovsynch
proporciona o surgimento de uma nova
onda de crescimento folicular sincronizada.?
No presente experimento, o didmetro
folicular das bufalas no Dia 0 e o aumento
das concentracdoes plasmaticas de
progesterona no Dia 7 foram sugestivos da
boa resposta ovulatéria apds a primeira
aplicacio de GnRH dos protocolos. De
acordo com Pursley, Mee ¢ Wiltbank", os
foliculos com diametros > 8,0 mm tém maior
capacidade ovulatéria, por apresentarem
maior quantidade de receptores para LH nas
células da granulosa Bodensteiner et al.”.

Para Duffy et al. ¥, a alta porcentagem
de foliculos dominantes no dia da aplica¢ao
de PGF, pode garantir boas taxas de
ovulacao ap6s a segunda aplicacio de GnRH.
A média dos diametros foliculares das
bufalas no Dia 7 sugerem que tais animais
estariam aptos a ovular apds a ultima
aplicagao hormonal (GnRH vs. benzoato de
estradiol).

Apobs a aplicagio da PGF, as
concentracoes de progesterona diminuiram
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para valores < 1 ng/mL. A boa tesposta
luteolitica ao tratamento com PGF, em
bubalinos tem sido relatada por diferentes
estudiosos.>%1

A indugdo do pico de LH com a
aplicagao de benzoato de estradiol durante
o proestro'® ou 24 horas apds a aplicagio
de PGF, " tem sido relatada na espécie
bovina. No presente experimento, 80% (4/
5) dos animais do Grupo 1 e 100% (5/5)
das bufalas do Grupo 2 apresentaram picos
de LH apos a aplicacao de benzoato de
estradiol.

O intervalo entre a PGF, e o pico
de LH relatado por Evans et al."” em bovinos
tratados com benzoato de estradiol (53,8 *
2,0 horas) foi semelhante ao encontrado nas
bufalas desse experimento. De acordo com
os autores citados, esse intervalo é
semelhante ao de um ciclo estral padrdo. Em
relagio a0 momento do pico de LH do
Grupo Controle, os resultados encontrados
neste experimento também siao semelhantes
aos achados em bovinos por Chenault et al."®
e Yamada et al.”.

Os relatos sobre a amplitude do pico
pré-ovulatério de LH no ciclo estral de
bubalinos sio controversos. Kumar, Jindal
e Rattan®® relataram valores de 11,65 £
0,25ng/mL. Porto-Filho* reportou
amplitude do pico de LH de 45,8 = 11,9ng/
mL - varia¢ao de 35,8ng/mL a 62,4ng/mlL
- apos a aplicagdo de PGF,. No presente
experimento, as amplitudes médias dos picos
de LH nio apresentaram valores tio altos.
Esse fato pode ter ocorrido pela utilizagao
de anticorpo bovino para a mensuracao de
LLH bubalino nas amostras colhidas. Por
outro lado, os valores observados indicam
que tratamentos com GnRH ou benzoato
de estradiol induziram picos de LH de
amplitudes semelhantes.

Segundo Thatcher et al.’, a duragio
do pico de LH ap6s a aplica¢ao de cipionato
de estradiol ¢ de aproximadamente 10 horas,
superior a duracio dos picos induzidos pela
aplicacio de GnRH em bovinos. Neste
estudo esse fato também foi observado.
A duragio do pico de LH foi mais
curta nas bufalas do Controle do que nos
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animais dos Grupos 1 e 2. Em adicio, as
bufalas tratadas com benzoato de estradiol
apresentaram duracdo do pico de LH
semelhante ao relatado por Kumar, Jindal e
Rattan® durante o ciclo estral de novilhas
bubalinas. Estudando vacas nelore, Barros
etal.” observaram que a taxa de sincronizagio
de protocolos Ovsynch e Heatsynch foram
semelhantes (60 a 72 horas ap6s a aplicagao
de PGF,). Da mesma forma que em
bovinos, as bufalas do Controle e do

Grupo 2 obtiveram a mesma taxa de
ovulacao e sincroniza¢do. Assim, os dados
obtidos neste experimento indicam que a
aplicagao de benzoato de estradiol pode ser
uma ope¢ao viavel nos protocolos de
sincronizacao da ovulacdo, uma vez que este
promove satisfatoria inducdo do pico pré-
ovulatério de LH, bem como confere
semelhantes taxas de sincronizacio
da ovulagio quando comparado ao
protocolo Ovsynch.

Evaluation of Ih surge and progesterone concentration in ovsynch and

heatsynch protocols in buffalo (Bubalus bubalis)

Abstract

The objective of this study was to evaluate the LH surge after last
hormonal injection of synchronization of ovulation protocols in
buffalo. Fifteen multiparous buffaloes received 25 mg of Lecirelin in
Day 0, and 150 mg of D-Cloprostenol on Day 7. On Day 8, estradiol
benzoate was injected in Group 1 (0.5 mg, n = 5) and Group 2 (1.0
mg, n = 5). On Day 9, five buffaloes received 25 mg of Lecirelin
(Control). Blood samples were collected for measure the LH
concentrations on Day 7 and then every 3 hours until 72 hours after
the PGF, injection. For evaluation of LH surge were compared the
interval between PGF,_ injection to LH surge, duration, amplitude
and area under the LH peak. The LH sutrge occurred 51.0 + 0.0 hours,

47.3 + 2.7 hours and 47.0 + 3.8 hours after PGF, injection for Control,

Group 1 and Group 2, respectively (P> 0. 05) The duration of LH
peak in Control (7.8 + 1.5 hours) was shorter than Groups 1 and 2
(10.5 + 1.5 hours vs. 10.8 + 2.4 hours, respectively; P < 0.05). The
amplitudes of LH peak were 4.5 + 0.4 ng/mlL, 4.0 + 0.4 ng/ml and
4.3 + 0.8 ng/ml. for Control, Group 1 and Group 2, respectively (P
> 0.05). The area under LH peak for Control (4.8 £ 0.7) was smaller
than the areas of the Groups 1 and 2 (8.8 £ 2.5vs. 8.7 2.2, respectively;
P < 0.05). In summary, the estradiol benzoate injection provided
higher duration and area of LH peak than GnRH injection in Ovsynch
protocol in buffalo.

Key words:

LH.

Synchronization of ovulation.
Heatsynch.

Ovsynch.
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