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DINAMICA FOLICULAR E PERFIL HORMONAL NO POS-PARTO DE BUFALAS
LEITEIRAS DA RACA MURRAH CRIADAS NA REGIAO CENTRO-OESTE

MSc. Marilia Viviane Snel de Oliveira
Prof. Dr Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

RESUMO

A atividade ovariana, o perfil hormonal e suas interacbes no periodo poés-parto durante
fotoperiodo decrescente, foram caracterizados em bufalas primiparas e pluriparas da raca
Murrah, criadas no Centro-Oeste brasileiro (Experimento 1). Concomitantemente foi avaliada
a interferéncia da manipulacdo diaria dos animais submetidos a exame ginecoldgico
diariamente em parametros reprodutivos e produtivos (Experimento 2). Foram utilizadas 26
bafalas com pari¢cdes eutdcicas durante o outono (abril e maio), com escore de condi¢cdo
corporal entre 3,5 e 4,0 (1 = muito magra, 5 = muito gorda), mantidas a pasto antes e apds o
parto, durante todo o periodo experimental. Os animais eram ordenhados mecanicamente,
uma vez ao dia, sem bezerro ao pé. Experimento 1: 15 bufalas (grupo pesquisa-GP), 6
primiparas e 9 pluriparas, foram submetidas a exame ginecoldgico (palpacdo retal e
ultrassonografia transretal) e coleta de sangue, desde o sétimo dia pds-parto até a
manifestacdo do primeiro estro pos-parto (PEPP). Observou-se desenvolvimento folicular no
padrdo de ondas foliculares durante o periodo pds-parto. No 7° dia pds-parto e no dia do
primeiro estro pos-parto (PEPP) a concentragdo P4 foi basal (P4 < 4 ng/mL) sendo mais
baixa (P < 0,05) nas primiparas do que nas pluriparas. A primeira ovulagdo p6s-parto
(POPP) ocorreu ao final da primeira ou da segunda onda folicular sem sinais de estro e
aconteceu mais tarde (P < 0,05) nas primiparas do que nas pluriparas (20,2 = 7,5 vs 13,0 £ 4,0

dias, respectivamente). O periodo para a involucdo uterina (P1U) foi semelhante (P > 0,05)
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nas primiparas e pluriparas (25,4 + 3,9 e 26,3 + 6,4 dias, respectivamente). A primeira fase
lutea teve duracdo variavel (de 2 a 23 dias) e foi classificada em muito curta (2 a 5 dias), curta
(6 a 10 dias); média (11 a 18 dias) e longa (19 ou mais dias). A fase lutea de duracdo media
propiciou maiores concentracfes de P4. O PEPP ocorreu aos 38,0 + 10,8 e 41,9 + 8,0 dias, nas
primiparas e pluriparas, respectivamente (P > 0,05). Todos os estros foram precedidos de uma
ou de duas ovulacgdes, sendo que 84,61% aconteceram ap6s uma fase litea média e os demais
apos uma muito curta. Nao foi observada diferenca (P > 0,05) na concentracao de insulina e
de cortisol entre as primiparas e pluriparas. No entanto, foi observada correlagédo positiva da
concentragéo de cortisol na semana anterior ao estro com o PIU (P < 0,05) e com o PEPP (P <
0,01). Os perfis de FSH e LH s6 puderam ser caracterizados em seis animais e nestes foi
possivel observar a maior concentracdo precedendo as ovulacfes. Nao foi observada diferenca
(P > 0,05) no intervalo parto-concepcdo (IPC) e no numero de coberturas por concepgao
(NCC) entre primiparas e pluriparas (55,8 + 12,2 dias e 2,0 + 1,0 coberturas nas primiparas vs
65,7 + 27,1 dias e 2,1 + 0,8 coberturas nas pluriparas). A taxa de prenhez (TP) ao final da
estacdo foi de 100% nas primiparas e de 65% nas pluriparas. Experimento 2: no mesmo
periodo da realizacdo do experimento 1, 11 bafalas (grupo controle-GC) foram liberadas para
0 pasto apés a ordenha, sem nenhum manejo adicional. Os resultados de pardmetros
reprodutivos e produtivos desses animais (GC) foram comparados aos animais do
experimento 1 (GP) para avaliar a influencia da manipulacdo para pesquisa em parametros
reprodutivos e produtivos. O GP apresentou PEPP mais cedo (P < 0,05) que o GC (40,4 £ 9,0
dias vs 59,2 + 24,4 dias, respectivamente), mas ndo foi observada diferenca (P > 0,05) no IPC
(61,2 + 21,3 vs 71,2 £+ 30,4 dias GP e GC, respectivamente), bem como na producdo média
diéria e total de leite (4,0 + 0,7 vs 4,3 £ 0,6 kg/dia e 1263,4 + 290,0 vs 12849 + 342,4
kg/lactacdo no GP e GC, respectivamente). Entretanto, o NCC foi maior (P < 0,05) no GP
(2,1 £0,9) do que no GC (1,5 +0,5; P < 0,05). A TP ao final da estacdo foi de 86% no GP e
de 91% no GC. O perfil hormonal na retomada da atividade ovariana apresentou acentuada
variacdo entre os animais. Embora as primiparas apresentem a POPP mais tarde que as
pluriparas, ndo ha diferenca (P > 0,05) quanto ao PIU, o PEPP, o IPC e o NCC entre estas
duas categorias. A manipulagdo diaria dos animais para pesquisa empregada neste
experimento, afeta alguns parametros reprodutivos, comprometendo o NCC, mas néo afeta o
IPC e a producdo de leite considerando-se o sistema de manejo e niveis de producdo do
experimento. Bufalas Murrah criadas a pasto na regido Centro-Oeste brasileira reiniciam a
ciclicidade reprodutiva pds-parto em um periodo suficientemente curto que permite a

producéo de uma cria por ano.



FOLLICULAR DYNAMICS AND HORMONAL PROFILE IN POSTPARTUM OF
DAIRY MURRAH BUFFALOES BREEDING AT CENTER WEST

MSc. Marilia Viviane Snel de Oliveira
Prof. Dr. Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

ABSTRACT
Ovarian activity, hormonal profile and their interactions in the postpartum period during
decreasing photoperiod, were characterized in this study in primiparous and pluriparous
Murrah buffaloes, Brazilian Center West (Experiment 1). At the same time was evaluated the
interference of daily handling of the animals submitted to gynecological examination in daily
productive and reproductive parameters (Experiment 2). Twenty six buffaloes with eutocic
calving during autumn (April and May), with body condition score between 3.5 and 4.0 (1 =
emaciated, 5 = very fat), kept on pasture before and after calving throughout the experimental
period were used. The animals were mechanically milked once a day, without calf.
Experiment 1: 15 buffaloes (RG- research group), 6 primiparous and 9 pluriparous, were
submitted to gynecological examination (rectal palpation and transrectal ultrasound) and
blood samples from the seventh day after calving until the manifestation of first post-partum
estrus (FPPE). Follicular development was observed in the pattern of follicular waves during
the postpartum period. On the 7" day postpartum and on the day of first postpartum estrus
(FPPE) progesterone (P4) concentration was basal (P4 < 4 ng / mL) and it was lower (P <
0.05) in primiparous than in pluriparous. The first ovulation postpartum (FOPP) occurred at
the end of the first or second follicular wave with no signs of estrus and occurred later (P <
0.05) in primiparous than in pluriparous (20.2 + 7.5 vs 13,0 + 4.0 days, respectively). The
uterine involution period (UIP) was similar (P> 0.05) in primiparous and pluriparous (25.4 +
3.9 and 26.3 £ 6.4 days, respectively). The luteal phase was of variable duration (2 to 23 days)
and was classified as very short (2 to 5 days), short (6 to 10 days), medium (11 to 18 days)
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and long (19 days or more). The average duration of the luteal phase resulted in higher
concentrations of P4. The FPPE occurred at 38.0 + 10.8 and 41.9 £ 8.0 days in primiparous
and pluriparous, respectively (P > 0.05). All estrus were preceded by one or two ovulations,
and 84.61% occurred after an average luteal phase and the other part after a very short time.
There was no difference (P > 0.05) in the concentration of insulin and cortisol, between
primiparous and pluriparous. However, we observed a positive correlation of cortisol in the
week before estrous with UIP (P < 0.05) and the FPPE (P < 0.01). The profiles of FSH and
LH could only be characterized in six animals. And on them it was observed the highest
concentration preceding ovulation. There was no difference (P > 0.05) in calving-conception
interval (CCI) and the number of matings per conception (NMC) between primiparous and
pluriparous (55.8 £ 12.2 days and 2.0 £ 1.0 matings in primiparous vs. 65.7 £ 27.1 days and
2.1 + 0.8 matings in pluriparous). The pregnancy rate (PR) at the end of the season was 100%
among primiparous and 65% among pluriparous. Experiment 2: at the same period of the
experiment 1, 11 buffaloes (control group-CG) were released to pasture after milking, with no
additional handling. The results of productive and reproductive parameters of these animals
(CG) were compared to animals in experiment 1 (RG) to evaluate the influence of
manipulation for research in reproductive and productive parameters. The RG presented FPPE
earlier (P <0.05) than CG (40.4 £ 9.0 days vs 59.2 + 24.4 days, respectively), but there was no
difference (P> 0.05) in CCI (61.2 £ 21.3 vs 71.2 £ 30.4 days RG and CG, respectively), as
well as the average daily and total milk production (4.0 + 0.7 vs 4.3 £ 0,6 kg / day and 1263.4
+ 290.0 vs. 1284.9 £ 342.4 kg / lactation RG and CG, respectively). However, the NMC was
higher (P <0.05) in the RG (2.1 £ 0.9) than in the CG (1.5 £ 0.5, P <0.05). PR at the end of
the season was 86% in RG and 91% in CG. The hormonal profile in the resumption of ovarian
activity showed marked differences among the animals. Although primiparous present the
FOPP later than pluriparous there is no difference (P> 0.05) in the UIP, the FPPE, the CCI
and the NMC between these two categories. The daily handling of research animals used in
this experiment, affects some reproductive parameters, involving the NMC, but does not
affect the CCI and milk production considering the management system and production levels
of the experiment. Murrah buffaloes raised on pasture in the Brazilian Center west restart
reproductive cyclicity postpartum in a short enough period that allows the production of a calf
per year
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA



1 INTRODUCAO

Os bubalinos sdo uma fonte viavel de producéo de proteina de origem animal,
sendo cada vez mais procurada pelo consumidor. O bufalo € um animal que apresenta boas
aptiddes e facil adaptacdo em diferentes regides do mundo (Shalash, 1994).

A espécie bubalina apresenta duas subespécies, o “bufalo de rio” também
conhecido por “bufalo da agua” (2n = 50 cromossomos, Bubalus bubalis fluviatilis ou
bubalis) e o “bufalo de pantano” (2n =48 cromossomos, Bubalus bubalis limneticus ou
kerebau; Peary, 1990). Apesar do nimero de pares de cromossomos diferentes é possivel o
cruzamento entre estas duas subespécies e os produtos sio férteis (Xiao, 1988* apud Singh et
al., 2000). Assim como existem diferencas fisioldgicas entre as subespécies bovinas (taurinos
e zebuinos), estas também existem entre os bufalos de rio e de pantano especialmente no
aspecto reprodutivo, sendo os de rio mais precoces (Vale & Ribeiro, 2005).

Os bufalos de rio tém sido criados com o proposito principal de producdo de
leite e secundariamente, para producdo de carne e trabalho e estdo presentes em todos 0s
continentes. Os de pantano, criados principalmente no Leste da india, Sudeste Asiatico e
China, sdo utilizados primariamente para o trabalho, e secundariamente para producdo de
carne e leite (Paul & Lal, 2010).

Nos ultimos 40 anos, o crescimento populacional do bufalo no Brasil foi de
mais de 1000 % (FAO, 2011), demonstrando a adaptabilidade da espécie as nossas condi¢des
e as possibilidades futuras da bubalinocultura como atividade emergente no Pais. Segundo a
Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos a populagdo de bufalos no Brasil € de 3,5
milhdes de animais (Bernardes, 2007). As racas de bafalos de rio criadas no Brasil s&o:
Murrah, Mediterrdnea e Jafarabadi difundidas por todo o pais e os de péantano séo
representados pela ragca Carabao, também chamada de Pantano, mais restrita a Regido Norte.

1 XIAO, Y. Z. Buffalo as dairy animal in China. Asian Livest. v. 13, p. 25-27, 1988.



Esta espécie tem despertado a atengdo de criadores, consumidores e
pesquisadores, ndo s6 nas regides onde séo tradicionalmente criados, mas também em outras
areas, aumentando o interesse pela criagdo e pelo aumento no desempenho produtivo e
reprodutivo. A sua grande capacidade de transformar alimentos fibrosos de baixa qualidade,
em proteina de alta qualidade (carne e leite) e em trabalho é o que primeiro chama a atencéao
para esta especie, que ainda apresenta longevidade, prolificidade e rusticidade. Os
consumidores tem interesse nos derivados do leite especialmente a “mozzarella” e na carne de
sabor, textura e aspecto semelhante a de bovinos, com a vantagem de tanto os derivados de
leite como a carne possuirem menos colesterol e elevado valor nutritivo (Zicarelli, 2004). O
leite e derivados de origem bubalina podem substituir o leite bovino em alguns casos de
alergia a este ultimo (Sheehan & Phipatanakul, 2009).

A selecdo genética para fertilidade em bubalinos, em termos globais, tem sido
minima, o que leva a baixos indices reprodutivos atribuidos especialmente a puberdade e
maturidade tardia, fraca expressdo de estros, intervalo de partos prolongados e a existéncia da
estacionalidade reprodutiva (Drost, 2007). Todavia estudos realizados no Brasil por Baruselli
(1994) e Vale & Ribeiro (2005) discordam, o que demonstra a adaptacdo desta espécie as
condicGes ambientais brasileiras e que, como qualquer outra espécie animal, necessita de
selecdo e manejo adequado.

Para que os indices produtivos sejam satisfatorios, os animais devem
apresentar boa eficiéncia reprodutiva. E esta é altamente influenciada pelas condicdes do
periodo pds-parto, refletindo no intervalo parto-concepcdo. Na producdo bubalina, procura-se
obter um intervalo de partos de 12 a 14 meses, considerando que o periodo de gestacdo € de
10 meses, a involugdo uterina e o reinicio da atividade ovariana devera ocorrer 0 mais rapido
possivel. Entretanto, tém sido relatadas variacdes significativas tanto no periodo de involugédo
uterina como no retorno da ciclicidade de fémeas bubalinas e diversos fatores tém sido
associados a esta variabilidade.

A dindmica folicular em bdfalos com atividade ciclica j& é conhecida (Baruselli
et al., 1997), contudo os dados relativos a atividade ovariana durante o anestro pds-parto sdo
conhecidos somente através de avaliacdo ginecologica por palpacdo retal e dosagem de
progesterona (Jainudeen et al., 1983; Usmani et al., 1985a; Baruselli, 1994) e recentemente
por ultrassonografia e dosagem de progesterona (P4), mas em bufalas de rio em um periodo
fora da estagdo reprodutiva, ou seja, quando o nimero de horas/ luz do dia aumenta (Presicce
et al., 2005a) e em bufalas de pantano (Yindee, et al., 2011).



Assim, apesar de ser conhecido o0 momento do reinicio da atividade ovariana
em buafalas considerando-se a primeira ovulagdo ou o primeiro estro, pouco se sabe sobre a
dindmica folicular durante o periodo pds-parto, as concentragdes, alteracdes e interacOes
hormonais durante este periodo.

Para se maximizar a eficiéncia reprodutiva desta espécie é necessario conhecer
a dinamica folicular p6s-parto e os mecanismos que a controlam e o conseqiiente reinicio da

atividade ciclica.

1.1 Problemética e Relevancia

A obtencdo de indices reprodutivos elevados é necessaria para que haja
rentabilidade na producédo e para isso o conhecimento da fisiologia reprodutiva da espécie é
de fundamental importancia.

O periodo poés-parto tem um importante papel na reproducdo. A duracdo do
anestro pés-parto e o intervalo parto-concepcdo afetam o desempenho reprodutivo de
bubalinos e os conhecimentos da fisiologia deste periodo sdo ainda bastante limitados.

Os resultados obtidos poder&o ser utilizados como base para outros estudos no
desenvolvimento de técnicas e biotecnologias que incrementem a producdo. Por ser realizado
na regido do Centro-oeste brasileiro os resultados terdo grande aplicabilidade nesta regiao,
onde o mercado para produtos de origem bubalina é crescente e em regiGes com bioma e

clima semelhante,

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Investigar a dindmica folicular, o perfil hormonal e suas interacfes no periodo
pos-parto, durante fotoperiodo decrescente, em bufalas primiparas e pluriparas da raca
Murrah, no Centro-Oeste brasileiro, como subsidio para o incremento dos indices

reprodutivos e produtivos.



1.2.2 Especificos

Avaliar a dindmica folicular poés-parto até a manifestacdo do 1° estro por
ultrassonografia;

Determinar por radioimunoensaio as concentracdes plasmaticas de P4, LH e
FSH em periodos pré-determinados da dindmica ovariana para melhor entender suas inter-
relagdes, controle e sistemas de feedback nesta espécie;

Estimar as concentracdes plasmaticas de insulina e cortisol e relaciona-las com
0 retorno da atividade ovariana pés-parto;

Comparar a atividade ovariana, as concentragdes hormonais e o perfil
hormonal entre primiparas e pluriparas;

Associar 0s parametros encontrados a involugdo uterina, primeira ovulacéo
poOs-parto, primeiro estro pos-parto, intervalo parto-concepcéo e producéo de leite;

Avaliar a interferéncia da manipulacdo ginecoldgica diéria e da venopuncao em

parametros reprodutivos e produtivos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas Fisiolégicas da Espécie

A funcéo reprodutiva dos bufalos é afetada por fatores ambientais. Esta espécie
é considerada sazonal de dias curtos, embora haja excecdes. E negativamente afetada pelo
aumento do fotoperiodo, diminuindo sua atividade reprodutiva da metade do inverno até o
verdo em resposta ao aumento das horas de luz do dia. Na regido equatorial onde a variagéo
do fotoperiodo é minima ao longo do ano, a variacdo sazonal € dependente da disponibilidade
de alimentos (Presicce, 2007). Além disso, em dias curtos, o calor associado a alta umidade
afeta negativamente a reproducdo quando comparado ao calor com umidade moderada (Tailor
et al., 1990), diminuindo especialmente as taxas de concep¢do por meio de inseminagédo
artificial (1A), ndo afetando a monta natural na regido amazonica (Dantas et al., 2008).

As concepcdes que ocorrem durante o periodo de transi¢do entre a estacdo
reprodutiva e a ndo reprodutiva, quando o fotoperiodo esta aumentando (meio do inverno,
inicio da primavera) apresentam taxa de mortalidade embrionaria de 27,1% (Russo et al.,
2010) a 45,8% (Campanile et al., 2005) até 40-45 dias de gestagdo e morte fetal até os 70 dias
de gestacdo de 13,7% (Russo et al., 2010). Estas mortes ocorrem devido a uma reducdo da
funcionalidade do corpo lateo (CL) associada a uma reducdo no fluxo sanguineo do CL em
torno de 10 dias ap6s cobertura (Russo et al., 2010) e consequente menor concentracao de P4
apos este periodo (Campanile et al., 2005; Russo et al., 2010). Fora da estacdo reprodutiva a
incidéncia de estros é pequena, e quando ocorre a taxa de concepgéo é baixa.

O ciclo estral dura em média 21 dias (Barile, 2005), tendo sido relatadas
variacoes de 16 a 33 dias (Singh et al., 2000; Vale & Ribeiro, 2005; Drost, 2007), com maior



concentragéo entre 21 e 24 dias (Vale & Ribeiro, 2005). A raga, o clima, a temperatura, o
fotoperiodo e a nutricdo podem afetar o intervalo entre estros e a sua intensidade (Barile,
2005). O periodo do ciclo estral esta associado a duracdo da fase litea e a0 nimero de ondas
foliculares (Baruselli et al., 1997).

O estro dura em média 20 h, com variagdes de 5 a 72 h (Barile, 2005; Vale &
Ribeiro, 2005). Entretanto, no Brasil, bufalas de rio da raga Murrah apresentaram uma média
de 14,78 £ 7,36 h em estro (Baruselli, 1994). Os sinais de estro em bufalos sdo menos
evidentes que em bovinos, tornando mais dificil a sua detec¢édo (Barile, 2005). Poucas fémeas
apresentam comportamento homossexual, sendo de grande importancia a presenca de um
rufido macho ou fémea androgenizada, com bugal marcador para a efetiva detecgéo do estro,
pois a aceitacdo da monta é o sinal mais seguro e confiavel (Baruselli, 1994). Urinar
frequentemente, berrar (mugir), vulva edemaciada e com secrecdo de muco sdo sinais de estro
importantes também, mas de expressdo extremamente fraca (Barile, 2005).

O pico pré ovulatorio de LH ocorre entre 0 e 34 h ap6s o inicio do estro e a
ovulacdo acontece em média 42,2 + 2,8 h, com variacdo de 28 a 60 h, ap0s o inicio do estro
(Prakash et al., 2005).

O periodo de gestagdo médio de bufalas de rio da raca Murrah € de 310,36 +
1,23 dias (d), variacdo de 297 a 328 d (Batra et al., 1982) e de budfalos de pantano, da raca
Carabao é de 325 a 335 d (Vale & Ribeiro, 2005). A placenta é expulsa em 5,46 + 0,92 h
variando de 0,5 a 24 h, e é negativamente correlacionada com o estado da condicao corporal.
A descarga dos I6quios dura 6,02 + 1,24 d, variando de 0 a 34 d (Qureshi & Ahmad, 2008).

O anestro poOs-parto € uma das principais causas de baixo desempenho
reprodutivo em bubalinos, afetando diretamente o intervalo de partos. A involugéo uterina e o
reinicio da atividade ovariana sdo determinantes para garantir um novo ciclo reprodutivo ap6s
o0 parto (Presicce et al., 2005b).

E amplamente conhecida a importancia da nutricdo e consequentemente 0
escore corporal na eficiéncia reprodutiva. Baruselli (1999) demonstrou a influéncia da
condicdo corporal ao parto no aparecimento do primeiro estro pds-parto, na percentagem de
anestro durante a estagdo reprodutiva (outono e inverno), no periodo de servi¢co e no nimero

de doses de sémen por concepgao.



2.2 Involugdo Uterina

Apobs o parto o Gtero deve retornar ao seu tamanho tipicamente ndo prenhe e
restabelecer suas funcgdes fisioldgicas para que uma nova gestacdo possa acontecer. O
processo da involucao é regulado pelas contracbes do miomeétrio e consiste na eliminagédo dos
I6quios (fluido e debris teciduais) e na regeneracdo do endométrio (Noakes, 2001).

A avaliagdo da involucdo uterina € baseada no tamanho, posicionamento e
contratilidade do Utero, observados por palpacao retal. E considerada completa quando o Gtero
retorna para sua posicao pélvica ou quase; os dois cornos estdo com os didmetros similares e
ndo apresentam mais reducdo no tamanho; e com consisténcia e ténus fisiol6gico de um utero
ndo prenhe (Casida & Wisnicky, 1950).

A involucdo uterina no pos-parto bubalino tem sido bastante estudada e é
observada uma grande variacdo no periodo requerido para a completa involucdo, indicando a
influéncia de diferentes fatores. No Brasil foi observado um periodo médio de 25,23 £ 5,41 d,
com variagdo de 19 a 31 d, em bafalas Murrah (Baruselli et al., 1996), de 28,6 + 6,6 d,
variacdo de 19 a 43 d, em mesticas Mediterraneo x Carabao (Vale et al., 1986) e mais
recentemente, de 27,5 £ 7,77 dias em bufalas Murrah, Mediterrdnea e mestica Murrah X
Mediterranea (Rolim Filho et al., 2011).

No Paquistdo, um estudo com a raga Nili-Ravi relata um periodo médio de 25,6
+ 1,0 d (Usmani et al., 1985a). Nesses animais também foi observada a influéncia da
amamentacdo sobre a involucdo uterina, bufalas que amamentam por periodo limitado
apresentaram menor tempo para a involucdo uterina do que bufalas ordenhadas sem bezerro
ao pé, 20,1 + 2,9 vs 27,7 + 7 d, respectivamente (Usmani et al., 1985b). Em animais da raca
Mediterrénea, na Italia, foi observado um periodo de 31 + 1,0 d em primiparas e 33 + 1,3 em
pluriparas (P > 0,05) ordenhadas sem bezerro ao pé (Presicce et al., 2005a). Bahga &
Gangwar (1988) observaram diferentes (P < 0,05) periodos para involucdo uterina no verao e
no inverno em animais da raca Murrah, na india (32,50 + 3,0 d vs 395 + 2,7 d,
respectivamente).

Em um levantamento de dados, abrangendo 32 estudos e 42 médias do periodo
entre o parto e a completa involucdo uterina em bufalas de leite foi observada uma variacéo
individual de 15 a 74 dias e de médias de 19 a 52 dias, onde 66% das médias situam-se entre
29 e 42 dias (EI-Wishy, 2007a).

Problemas no parto e no puerpério precoce retardam a involugdo uterina, em

revisdo El-Wishy (2007a) relata que distocia, retencdo de placenta, abortamento e prolapso



uterino aumentam o periodo da involucdo uterina em 5 a 14 dias. Corroborando com esta
afirmacdo, Qureshi &Ahmad (2008) relataram uma meédia de 34,30 + 1,33 dias, variagdo de
21 a 74 dias, onde os dois animais, dos 51 avaliados, que necessitaram de mais de 60 dias
para completar a involucdo uterina, um teve parto distdcico e o outro teve retencdo de
placenta seguida de metrite.

InfecgBes uterinas sub-clinicas também tem sido relacionadas com o aumento
do periodo de involucdo uterina, Usmani et al. (2001) observaram a presenca de infeccédo
uterina sub-clinica em 24% de um total de 29 animais que tiveram parto e puerpério precoce
normal. Nesses animais a involugdo uterina foi mais lenta (46 = 5 dias) do que nas bufalas
sem infec¢do uterina sub-clinica (36 + 7 dias; P < 0,01).

O sistema de ordenha apresenta resultados contraditérios sobre sua influencia
na involucdo uterina. Em dois experimentos as bufalas Nili-Ravi que amamentaram seus
bezerros durante 2 minutos antes de cada uma das duas ordenhas do dia (amamentacéo
limitada) apresentaram involucdo uterina cerca de uma semana mais rapida do que as que
desmamaram seus bezerros nas primeiras 72 horas ap6s o nascimento e foram ordenhadas
sem bezerro. Isto aconteceu tanto para animais que pariram no outono que apresentaram uma
média (+ erro padrdo médio) de 23,7 + 1,6 e 30,8 + 1,0 dias (amamentacao limitada e ordenha
sem bezerro, respectivamente) como com 0s que pariram no verdo 19,0 £ 0,7 e 249 £ 1,0
(amamentacdo limitada e ordenha sem bezerro, respectivamente), ndo tendo sido observada
diferenca quanto ao més de paricdo (Usmani et al.,, 1990). Entretanto, o sistema de
amamentacdo 24 horas/dia com o bezerro ao pé ou separado durante a noite, ndo afetou o
periodo de involugdo uterina (28,4 + 6,9 e 28,8 + 6,3 dias, respectivamente; P > 0,05) (Vale et
al., 1986).

A estacdo do ano afeta a involucdo uterina (P < 0,05), sendo mais rapida no
verdo (32,5 + 3,01 d) que no inverno (39,50 £ 2,74 d), por influencia do estresse térmico que
aumenta a producdo de prostaglandina F2a (PGF2a) pelo endométrio (observado pelo
aumento na concentracdo plasmatica do metabolito da PGF2a) e diminui a concentragdo
plasmética de P4. Como a PGF2a aumenta a vaso constricdo endometrial e as contragdes
uterinas, enquanto a P4 faz o oposto, animais que sofrem estresse pelo calor no pés-parto
requerem um menor periodo para a involucao uterina, pois a necrose e a eliminacao tecidual
ocorrem mais rapidamente (Bahga & Gangwar, 1988). A reducdo do periodo de involugéo
uterina devido a PGF2o foi demonstrada através da aplicacao de cloprostenol no 2° e 7° dia

pos-parto (Ferraz, 2006).
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Segundo Bahga et al. (1988) e Baruselli et al. (1996) o peso do bezerro ao
nascer afeta a involugdo uterina, sendo essa retardada quando os bezerros sdo mais pesados,
pois 0 Utero estad maior no inicio da involugdo, consequentemente, leva mais tempo para
involuir, entretanto Ferraz (2006) ndo observou esta interferéncia.

A alta producéo de leite (média acima de 2.300 kg/ lactacdo) também tem sido
correlacionada com maior periodo para a involucao uterina (Bahga et al., 1988).

A alimentacdo pré-parto (Usmani et al., 1990), més de paricdo dentro da
mesma estacdo (Usmani et al., 1990; Baruselli et al., 1996) e numero de pari¢des (Usmani et
al., 1990) ndo afetam o periodo de involucéo uterina.

E ainda, deve-se considerar que a estimativa por palpagéo retal pode variar na
dependéncia da metodologia utilizada para a avaliacdo, como exemplo, o intervalo entre

exames, e devido a variacdo existente entre avaliadores.

2.3 Foliculogenese

Os ovaérios de fetos bubalinos apresentam até os trés meses de idade somente
oogonias, demonstrando que a foliculogenese ainda ndo iniciou. Os foliculos pré-antrais sao
observados pela primeira vez aos 4 meses e 0s antrais aos 6 meses. Ha4 uma grande variagdo
individual no nimero de foliculos pré-antrais, foi observado de 0 a 7220 foliculos em fetos de
4 meses e de 45 a 1630 foliculos em fetos de 8 meses. Em todas as idades fetais ha
predominio de foliculos primarios (Santos et al., 2006).

Ao nascimento os bubalinos possuem cinco vezes menos foliculos primordiais
(12 a 20 mil) do que bovinos taurinos (60 a 100 mil) (revisado por Vale & Ribeiro, 2005) e
isto reflete no nimero de foliculos antrais de blfalas e vacas taurinas puberes que mantém
proporcionalmente a mesma diferenca (47,5 + 23,8 vs 233,0 + 95,8; P < 0,002) (Ty et al.,
1989).

O numero de foliculos pré-antrais estimado em cinco bufalas Murrah entre 7 e
10 anos, foi de 19.819 havendo uma grande variagdo entre os animais (de 2.997 a 37.417),
sendo em média 3.519 foliculos primordiais, 14.672 foliculos primarios e 1.628 foliculos
secundarios (Mondadori et al., 2010). Em bovinos entre 0 e 24 meses, Erickson (1966)
também observou uma grande variacdo individual no nimero de foliculos, variando de zero a
700.000 foliculos, entretanto em todas as idades foi observado um predominio de foliculos

primordiais.
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2.4 Dinamica Folicular

O desenvolvimento folicular ovariano é um processo dindmico caracterizado
pela emergéncia de ondas sucessivas, sendo que cada onda de crescimento folicular consiste
em foliculos recrutados de um grupo de foliculos antrais gonadotrofina dependentes. A
dindmica da onda folicular envolve trés principais eventos: emergéncia, desvio e dominancia,
finalizando com atresia ou ovulagdo. Informacdes sobre a dinamica folicular durante o ciclo
estral em bubalinos (Taneja et al., 1996; Baruselli et al., 1997; Manik et al., 1998; Awasthi et
al., 2006; Warriach & Ahmad, 2007) demonstram que é bastante similar a ja descrita para
bovinos (revisado por Adams et al., 2008).

Os bubalinos podem apresentar de uma a trés ondas de crescimento folicular
por ciclo estral, dependendo da duracdo da fase lGtea, havendo um predominio de ciclos com
duas ondas foliculares (Taneja et al., 1996; Baruselli et al., 1997; Manik et al., 1998; Ali et al.,
2003; Presicce et al., 2004; Awasthi et al., 2006, Warriach & Ahmad, 2007). Em cada onda
folicular 5 a 13 foliculos s&o recrutados (Baruselli et al., 1997, Manik et al., 2002, Gimenes et
al., 2009).

O desvio folicular ocorre 2,6 dias apds a ovulacdo quando o foliculo dominante
tem um didmetro médio de 7,2 mm e o subordinado de 6,4 mm (Gimenes et al., 2011).

Em algumas bufalas ocorrem dois picos consecutivos de LH, provocando uma
dupla ovulacdo. Nestes casos, quando ocorre a concep¢do, o ovocito fertilizado é o que
provem da segunda ovulacdo (revisado em Presicce, 2007).

O didmetro do foliculo dominante ovulatorio de bufalas ciclicas durante a
estacdo reprodutiva varia de 13 a 18 mm dependendo do nimero de ondas foliculares (Taneja
et al., 1996; Baruselli, et al., 1997; Awasthi, et al., 2006). Segundo Baruselli et al. (1997) o
foliculo ovulatorio de um ciclo estral de uma ou de duas ondas foliculares é maior do que o de
3 ondas foliculares, ja para Awasthi et al. (2006) o foliculo ovulatério de um ciclo com uma
onda é menor do que o de duas ondas foliculares; estes autores nao relataram ciclos de 3
ondas.

Em bufalas ciclicas, fora da estagdo reprodutiva, Ghuman et al. (2010)
observaram foliculos ovulatorios menores, com didmetro de 10,3 a 13,5 mm, média de 11,5 £
0.6 mm. Foliculos de tamanho semelhante, 11,63 + 0,2 mm (variacdo de 10 a 13 mm) em
animais ciclicos e 11,58 + 0,6 mm (variacdo de 10 a 12,5 mm) em animais ndo ciclicos
exogeno foram reportados por Ali & Fahmi (2007) como capazes de ovular em resposta a

GnRH exo6geno.
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Segundo Campanile et al. (2010) os foliculos bubalinos adquirem a capacidade
ovulatoria quando atingem 5 a 8 mm, mas necessitam desenvolver mais para produzir
estradiol suficiente para induzir o pico pre-ovulatério de LH através do feedback positivo
sobre o hipotdlamo. Entretanto Gimenes et al. (2011) somente obtiveram ovulacdo de
foliculos que apresentavam didmetro > 8,5mm no momento da aplicagéo de LH.

Neglia et al. (2011) e Pandey et al. (2011) observaram diferenca relacionada ao
tamanho do foliculo pré-ovulatério e prenhez, onde as bdfalas diagnosticadas como prenhes
tinham foliculos pré-ovulatorios maiores comparados aos das ndo prenhes. Também foi
observado que o fluxo sanguineo dos foliculos de animais ndo prenhes (menores)
apresentaram maiores indices de resisténcia e de pulsatilidade calculado por
dopplerfluxometria colorida (Neglia et al., 2011).

Pandey et al. (2011) observaram correlacdo positiva entre o tamanho do
foliculo pré-ovulatério e o CL no dia 5, mas ndo no dia 12 p6s ovulagdo. Nos dias 10 e 20 pds
inseminacdo artificial Neglia et al. (2011) ndo observaram diferenca entre os tamanhos dos
CL de animais prenhes e ndo prenhes, originados de foliculos maiores e menores,
respectivamente. Bem como ndo observaram diferenca quanto ao indice de resisténcia e
indice pulsétil calculado por dopplerfluxometria.

Os dados relativos a atividade ovariana no anestro pés-parto de bdfalas de rio,
durante a estacdo reprodutiva, sdo conhecidos através de palpacdo retal e dosagem de P4
(Jainudeen et al., 1983; Usmani et al., 1985a; Baruselli, 1994). O acompanhamento desta fase
reprodutiva com o uso da ultrassonografia foi relatado somente em bufalas de rio fora da

estacdo reprodutiva (Presicce et al., 2005a) e em bufalas de pantano (Yindee, 2011).

2.5 Primeira Ovulacéo Pos-Parto

A primeira ovulacéo pos-parto foi observada em média aos 36,6 + 16,8 d com
uma variacdo de 17 a 87 d em bufalas Murrah, no Brasil (Baruselli, 1992) e aos 59,37 + 4,76
d com variacéo de 24 a 150 d em bufalas de leite no Paquistdo (Qureshi & Ahmad, 2008). Em
uma revisdo de literatura Vale & Ribeiro (2005) relatam variacdo de 38 a 96 dias para a
primeira ovulacdo pos-parto, detectada por palpacdo retal ou dosagem de P4.

Com auxilio da ultrassonografia e dosagem de P4 plasmatica a primeira
ovulacédo foi observada em bufalas Mediterranea fora da estacdo reprodutiva (Presicce et al.,

2005a) e em bufalas de pantano da raca Thai (Yindee et al., 2011). Entre as bufalas
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Mediterranea estudadas por Presicce et al. (2005a) 4 das 10 primiparas e 8 das 10 pluriparas
ovularam até 60 dias pos-parto, em um periodo médio de 25,5 + 6,9 d (variagdo de 16 a 46 d)
e del5,5 + 1,3 (variacdo de 8 a 20 d), respectivamente (p > 0,05). Este periodo foi menor que
0 observado nas bufalas de pantano da raca Thai (39,81 £ 3,38 d) por Yindee et al. (2011).

A primeira ovulagdo pos parto ocorre sem a manifestacdo do estro e é seguida
por uma fase luteinica curta (Usmani et al., 1990; Baruselli, 1992; Chohan et al., 1992;
Abdalla 2003), caracterizando um ciclo curto, com concentracdo de P4 média de 0,78 ng/mL,
variando de 0,36 a 1,58 ng/mL (Baruselli, 1992). A segunda ovulacdo geralmente € seguida
de uma fase luteinica mais longa e com maior concentracdo de P4 plasmatica que a primeira,
e cerca de 60 (Baruselli, 1992) a 75% (Yindee et al., 2011) destas ovulagdes sdo precedidas de
sinais de estro. Na terceira ovulacdo pds-parto € possivel detectar o estro em mais de 90% dos
casos (Baruselli, 1992). Esporadicamente ap0s a primeira ovulacdo ocorre uma fase luteinica
longa com intervalo interovulatorio acima de 25 dias (Abdalla, 2003; Yindee et al., 2011).

Copelin et al. (1988) demonstraram que a menor producdo de estrégeno nos
primeiros ciclos esta relacionada a deficiéncia de P4 prévia, isto foi demonstrado em bovinos
guando obtiveram maiores concentracbes de estradiol em animais pré-tratados com
norgestomet (progestageno) antes da primeira ovulagdo pos-parto.

A primeira fase luteinica curta em bovinos, deve-se, segundo Zollers et al.
(1993), a falta de sensibilizacdo prévia do endométrio pela P4 e pela menor producdo de E2
durante o periodo pré-ovulatorio. Isto leva a uma menor sintese de receptores para P4 no
endomeétrio fazendo com que a dominancia uterina da P4 seja perdida mais cedo permitindo a
sintese de receptores de estrégeno no endométrio. A ligacdo do estrogeno, produzido pelos
foliculos em desenvolvimento, ao seu receptor, estimula a sintese de receptores de ocitocina.
Deste modo o Utero passa a ser responsivo para a ocitocina e ha a liberacdo de prostaglandina
F2a pelo endométrio provocando a lutedlise precoce.

Entretanto Mann e Lamming (2000) demonstraram que na auséncia de P4 uma
alta concentracdo de estradiol é capaz de inibir os receptores de ocitocina no endométrio,
porém quando a concentracdo de estradiol esta baixa, ndo ocorre esta inibicao e os receptores
de ocitocina podem levar a uma lutedlise precoce. Como o primeiro foliculo pré-ovulatério
pos-parto secreta menor quantidade de estradiol, esta quantidade n&o é suficiente para inibir
completamente os receptores de ocitocina e ocorre a lutedlise precoce que origina os ciclos
curtos. Desta forma, segundo Mann e Lamming (2000) a lutedlise precoce ndo ocorre devido
a falta ou insuficiente agdo lGtea prévia sobre o Utero e sim devido a inadequada produgéo

pré-ovulatdria de estradiol.
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Por outro lado, animais ciclicos com baixa concentracdo de P4 durante o
desenvolvimento folicular (bovinos de alta producéo leiteira), ttm LH basal maior o que
permite maior desenvolvimento folicular, maior producdo de estradiol e sintese mais precoce
de receptores de estrogeno, levando a uma lute6lise precoce no préximo ciclo (Cerri et al.,
2011).

2.6 Primeiro Estro Pos-Parto

O primeiro estro apds o parto tem sido observado dentro de um periodo
bastante amplo, em uma revisdo foi relatada variacdo de 22 a 135 d (Vale & Ribeiro, 2005) e
em outra de 44 a 190 dias (EI-Wishy, 2007b). No Brasil, foi observada uma média de 42,0 +
8,8 d, em bufalas mesticas Mediterranea x Carabao (Vale et al., 1986); de 47,06 + 25,66 dias
em bufalas Murrah, Mediterrdnea e mesticas Murrah x Mediterranea (Rolim Filho et al.,
2011) e de 57,13 £ 19,28 d, com variacdo de 24 a 100 d em bdfalas Murrah (Baruselli, 1992).
No Paquistdo, em bufalas Nili-Ravi foi observada uma média de 56,4 + 3,9 dias (Usmani et
al., 1985a) e em bufalas de leite (sem raca definida pelos autores) nos primeiros 150 dias pos-
parto somente 68,63% das bufalas apresentaram estro e entre estas a média foi de 69,03 +
6,03 dias, variando de 21 a 147 dias (Qureshi & Ahmad, 2008).

Essas variacfes tem sido associadas a nutricdo (Baruselli, 1994), escore de
condicdo corporal (Ribeiro et al., 1997; Qureshi & Ahmad, 2008), sistema de amamentacao e
de ordenha (Usmani et al., 1990; Vale et al., 2002), sistema de alojamento dos animais
(Abdalla, 2003), estacdo do ano (Perera et al., 1987; Bahga & Gangwar, 1988, Piapon et al.,
2002), presenca de infeccBes uterinas subclinicas (Usmani et al., 2001), presenca de macho
(Abdalla, 2003), sistema de deteccdo de estro (Barkawi et al., 1998) e a subespécie, blfalas de
pantano ou de rio (Vale & Ribeiro, 2005).

Usmani et al. (1990) observaram que bufalas ordenhadas sem bezerro ao pé
apresentam o primeiro estro mais cedo do que vacas que sdo ordenhadas com bezerro ao pé,
tanto em bufalas paridas no outono (39,0 £ 2,4 vs 60,7 + 3,3 d), como no verao (41,8 + 3,9.vs
75,9 +4,9d).
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2.7 Hormonios da Reproducgéo

2.7.1 Hormonio foliculo estimulante

A emergéncia de uma onda folicular é dependente de prévio aumento nas
concentragcfes de horménio foliculo estimulante (FSH), aumento que ocorre, em bovinos, 2 a
4 dias antes da emergéncia de uma nova onda (Crowe et al., 1998). A dinamica do E2 e da
inibina A secretados pelo foliculo dominante (FD) desempenham um papel importante na
selecdo folicular, devido sua acdo sobre a geracdo ou término do pico de FSH através de
feedback negativo (Bleach et al., 2001). Durante o periodo p6s-parto e no meio da fase litea
do ciclo estral de bovinos a Inibina A parece ter um papel mais importante que o E2 no
controle da secrecdo do FSH em bovinos (Crowe et al.,1998). Em buafalos também foi
observado que a inibina e E2 tem uma ac¢éo regulatéria sobre a secre¢do de FSH (Singh et al.,
2001; Mondal et al., 2008a).

Em bubalinos ciclicos, o FSH circulante alcanca a sua maior concentragcdo no
dia do estro (DO0), decrescendo em seguida, permanecendo baixa durante a fase de
crescimento do FD, voltando a aumentar e atingir novamente a concentracao mais alta no D7,
antes da emergéncia da segunda onda folicular. A concentracdo plasmatica de FSH varia de
0,81+ 0,17 a 3,89 + 1,20 ng/mL durante o ciclo estral de bdfalas Murrah. No D-4 é de 1,45 +
0,60 ng/mL, no DO atinge 0 maximo de 3,89 + 1,20, decrescendo até 0,85 + 0,21 ng/mL no
D5 (Mondal et al., 2008a).

Segundo Mondal et al, (2008b) a concentracdo de FSH plasmatico durante o
periestro, fase lUtea inicial, média e final é maior (P < 0.01) em animais que expressam sinais
de estro (2,61 + 0,64; 1,73 £ 0,28; 1,17 £ 0,16 e 1,16 + 0,22 ng/mL, respectivamente), quando
comparado aos animais que ovulam sem manifestar o estro (cio silencioso; 2,42 + 0,69; 0,85
+0,12; 0,99 + 0,18 ¢ 1,62 + 0,47 ng/mL).

Em bufalas Murrah prenhes a concentracdo plasmaética basal de FSH reduz
significativamente dos 60 até os 240 dias de gestacdo, neste periodo ha também um declinio
progressivo da liberacdo de FSH em resposta a aplicacdo de hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). O pico de FSH inicia 2,95 £ 0,04 h apos a aplicacdo do GnRH e dura
5,79 £ 0,07 h (Palta & Madan, 1996).

No pos-parto a concentracdo plasmatica basal de FSH € menor no D2 (DO = dia

do parto) (P < 0,01) do que no D20 e D35. Neste periodo as bufalas sdo responsivas a
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aplicacdo de GnRH e nos trés diferentes dias (D2, 20 e 35) o pico de FSH plasmético ocorre
2,46 = 0,01h apds aplicagdo de GnRH e dura 5,50 £ 0,2 h (Palta & Madan, 1995).

Arya & Madan (2001) ndo observaram diferenca na concentracdo plasmatica
de FSH entre os dias 3 e 90 pds-parto e entre bufalas Murrah ordenhadas com bezerro ao pé
(35,7 £ 1,5 ng/mL) ou sem bezerro (38,3 + 1,5 ng/mL), também n&o foi observada diferenca
quando o FSH foi avaliado 30 minutos antes ou cinco minutos apos a ordenha.

O estoque hipofisario de FSH para ser liberado sob a acdo de GnRH parece nao
ser um limitante para o reinicio da atividade ovariana apds o parto, porém parece ser
dependente da presenca ou ndo de um FD no momento da aplicagdo do GnRH (Palta &
Madan, 1995).

2.7.2 Hormoénio luteinizante

O comportamento do hormonio luteinizante (LH) durante o ciclo estral em
bubalinos é semelhante ao de bovinos. Durante a fase l(tea a concentracdo plasmatica basal
de LH é menor (P < 0,001) do que nos cinco ultimos e cinco primeiros dias do ciclo estral.
Nos ultimos cinco dias do ciclo, apoés a queda na concentracdo de P4, ha um aumento
progressivo da concentracdo de E2 e de LH. O aumento do LH chega a 3 vezes mais do que a
concentracdo basal, e entdo ocorre um subito e grande aumento no dia do estro (DO0), o pico de
LH que precede a ovulacdo. A concentragdo basal de LH entre 0 D1 e D6 é negativamente
correlacionada com a concentracdo de P4 (r = 0,62 a 0,80) (Kanai & Shimizi, 1984).

Em bufalas ciclicas a concentracdo basal de LH é de 5 ng/mL (variacdo de 1 a
8 ng/mL). Logo ap6s o inicio do estro a concentragdo média de LH aumenta rapidamente
dentro de um periodo de 4 horas até um pico de 35 ng/mL (variacdo de 20 a 52 ng/mL) e
retorna a sua concentracdo basal 8 horas depois, ou seja, 12 horas apds inicio do estro
(Avenell et al., 1985).

O padrao pulsatil de LH, FSH, E2 e P4 na fase pré-ovulatoria é semelhante ao
bovino, em cinco de seis fémeas estudadas o pulso de LH foi acompanhado de um de FSH, e
todo pulso de LH foi precedido por um de estradiol (Singh et al., 1998).

A concentracdo plasmatica basal de LH ndo varia entre 60 e 240 dias de
gestacdo. Entretanto a quantidade de LH liberado em resposta a aplicacdo de GnRH diminui
ao longo deste periodo, embora a duragdo do pico e 0 tempo para atingir o pico nao sao
afetados pelo estagio da gestagdo (5,00 £ 0,13 h e 1,91 + 0,08 h, respectivamente). Esta

diminuicdo na quantidade de LH liberado em resposta ao GnRH dos 60 aos 240 dias de
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gestacdo pode refletir, ao menos em parte, reducdo no contetdo hipofisario de LH (Palta &
Madan, 1996).

N&o foi observada diferenca na concentracdo plasmatica de LH entre 3 e 90
dias pds-parto, com resultados semelhantes para bufalas ordenhadas com ou sem bezerro ao
pé (Arya & Madan, 2001). As bufalas sdo responsivas a administracdo de GnRH ocorrendo
uma significativa elevacdo na concentragdo plasmatica de LH no D2 (DO = dia do parto)
porém no D20 a liberacdo de LH em resposta ao GnRH é 408% maior (P < 0.01), valor
semelhante ao observado no D35 (Palta & Madan, 1995).

Singh et al. (2006) também ndo observaram diferenca na concentracdo
plasmética basal entre bufalas ordenhadas com ou sem bezerro ao pé, entretanto os animais
com bezerro ao pé responderam com menor intensidade ao GnRH exdgeno do que as sem
bezerro e ainda, os animais com P4 > 1ng/ mL responderam com menor intensidade do que os

com P4 < 1ng/ mL.

2.7.3 Progesterona

Durante o ciclo estral a P4 plasmatica aumenta e diminui coincidindo com o
crescimento e regressdo do CL, isto permite que o funcionamento do corpo liteo seja avaliado
através da concentracdo de progesterona (Mondal et al., 2010).

Em novilhas Murrah, ndo prenhes, com ciclos estrais de 19 a 25 dias a
concentracdo de P4 plasmatica no dia do estro (DO) é minima (0,16 + 0,02 ng/mL)
aumentando (1,16 £ 0,03 e 3,48 £ 0,5 ng/mL no D5 e D9, respectivamente) até alcancar um
pico no D15 (5,21 + 0,5 ng/mL), em seguida declina até a concentracdo basal de 0,13 + 0,22
ng/mL no inicio do préximo estro. A concentragdo de P4 é variavel e em alguns animais
aumenta muito até o dia 10, antes de haver um segundo pico em torno do D13-D15 (Bachlaus
etal., 1979).

Padrdes semelhantes foram observados em bdfalas de pantano por Kanai e
Shimizu (1984), porém com concentracdo de P4 maxima mais baixa (pico variando de 2 a 3
ng/mL), mas com concentracdo minima semelhante, de 0,1 ng/mL (varia¢do 0 a 0,2 ng/mL)
desde 36-40 h antes até 36-40 h depois do estro (Avenell et al., 1985).

Baseados na concentragdo plasmatica de P4, Paul & Prakash (2005)
determinaram os diferentes estagios do ciclo estral; estro < 0,4 ng/mL, fase lutea inicial de 0,4
a 2,0 ng/mL, fase latea média de 2,0 a 5,0 ng/mL e fase lutea final de 2,0 a 0,4 ng/mL.
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Em uma meta-analise Mondal et al. (2010) sumarizaram os resultados de
estudos que descreveram o0 comportamento da P4 no ciclo estral; durante o peri—estro
apresenta a menor concentracdo (0,30 = 0,06 ng/mL), no inicio da fase litea aumenta para
0,47 £ 0,07 ng/mL, chegando a concentragdo maxima de 1,94 + 0,03 ng/mL durante a fase
lutea (1,94 £ 0,03 ng/mL) e caindo no final da fase lGtea para 1,24 + 0,02 ng/mL.

Batra et al. (1979) observaram aumento crescente de P4 a partir do D3 até um
pico de 3,6 ng/mL no D13 do ciclo estral. A partir de entdo, nos animais que ndo conceberam,
inicia uma queda gradual da concentracéo, seguida por um declinio rapido, chegando a 0,60
ng/mL trés dias antes do proximo estro e de 0,1 = 0,07 ng/mL no dia do estro (D0). J& nos
animais que conceberam a P4 ndo diminui ap6s o D13, mantém e aumenta sua concentracdo
para valores de 4,13 £ 0,73 ng/mL no D25 apd6s a inseminacdo artificial.

Rao & Pandey (1982) observaram que quantidade de P4 produzida durante o
ciclo estral varia em bubalinos de acordo com as esta¢es do ano. Durante o outono e inverno
(temperatura média de 13,6 °C e méxima de 25 °C) as concentra¢Bes de P4 sdo mais altas do
que durante a primavera — calor seco e verdo — calor umido (temperatura média de 28 °C e
méaxima de 32,6 °C), havendo uma taxa de concep¢do maior no outono e inverno. Menores
concentracOes de P4 foram observadas na estacdo quente e Umida (verdo) do que na quente e
seca (primavera), indicando que a umidade reforca o efeito das altas temperaturas na
supressdo da secrecédo de P4.

No verdo a progesterona esta correlacionada negativamente com a prolactina e
neste periodo, devido ao estresse caldrico, a prolactina estd 20 a 40 vezes aumentada. No
inverno sdao observados valores médios de 3,10 + 0,48 a 9,17 1,39 ng/mL de prolactina,
havendo variacdo individual de 1,24 ng/mL a 19,63 ng/mL, no verdo a média é de 248,50 +
16,03 a 369,63 + 25,13 ng/mL com variacdo individual de 195,24 a 686,27 ng/mL. No
inverno ndo existe correlacdo entre a progesterona e a prolactina, pois essa ndo esta envolvida
com a funcéo luteal (Roy & Prakash, 2007).

Segundo os mesmos autores (2008) a baixa concentracdo de progesterona e a
alta de prolactina no verdo (Roy & Prakash, 2007) sdo os principais fatores endocrinos
responsaveis pela baixa reproducdo de bufalos nesta época do ano.

Pandey et al. (2011) observaram correlagdo positiva entre a concentragéo
plasmatica de P4 e o tamanho do CL no D5 (DO = dia do estro), mas esta correlacdo nao
existiu no D12 e ainda, as bdfalas que ficaram prenhes tinham maior concentracdo de P4 e

maior CL no D5, porém no D12, D16 e D21 s6 havia diferenga entre as prenhes e ndo prenhes
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com relagdo a concentracdo de P4, ndo sendo mais observada diferenga com relagdo ao
tamanho do CL.

Neglia et al. (2011) ndo observaram diferenca quanto ao tamanho do CL nos
dias 10 e 20 apds a IA entre animais prenhes, nao prenhes ou que tiveram morte embrionaria
tardia. Entretanto os animais prenhes aos 25 dias apresentaram maior concentracdo de P4 nos
dias 10, 20 e 25 apds a IA do que os ndo prenhes. E ainda, entre os animais prenhes a
concentracdo de P4 nesses mesmos dias era maior nos animais que continuavam prenhes aos
45 dias quando comparado aos que tiveram morte embrionaria tardia.

Em animais prenhes Prakash & Madan (1986) observaram que a concentragdo
de P4 decresceu gradualmente de 30 dias até 2 dias antes do parto (1,8 + 0,1 e 1,2 £ 0,1
ng/mL, respectivamente; P < 0,05). Um dia antes do parto ocorreu uma queda brusca para 0,8
+ 0,2 ng/mL (P < 0,01), caindo para 0,3 = 0,1 ng/ml (P < 0,05) no dia do parto. A
concentracdo plasmética de P4 manteve-se estavel nesta concentracéo até pelo menos trés dias
apo6s o parto (periodo observado durante a pesquisa). Entretanto, El Belely et al. (1988)
observaram concentracdo de P4 de 1,2 + 0,3 ng/mL e de 2,1 = 01 ng/mL no dia do parto em
pluriparas e primiparas, respectivamente, 3 dias ap0s o parto a concentracdo caiu para (0,74 £
0,2 em pluriparas e para 0,78 + 0,1 ng/mL em primiparas s6 alcangando concentracéo basal
abaixo de 0,5 ng/mL 15 dias ap0s o parto.

Em revisdo EI-Wishy (2007a) também relata que durante o parto a
concentracdo de P4 é basal (0,1 a 0,6 ng/mL) demonstrando que ocorreu a lutedlise completa
do CL gravidico, ndo havendo mudancas significativas durante o periodo pds-parto.
Entretanto Bahga & Gangwar (1988) relatam que a concentragdo de P4 continua decrescendo
apos o parto até alcancar um minimo no dia 6, havendo variacdo na dependéncia da estacdo
do ano em que ocorreu o parto. Estes autores observaram concentracdo plasmatica de P4 no
dia do parto de 1,33 £ 0,21 e de 2,06 = 0,13 ng/mL (verdo e inverno, respectivamente; P <
0,01), atingindo a concentra¢do minima de 0,38 + 0,11 e 0,57 + 0,07 ng/mL (verao e inverno,
respectivamente) no dia 6, indicando a completa regressédo do CL da gestacao.

A concentracdo de P4 se mantém basal (Presicce et al., 2005a), abaixo de 0,7
ng/mL (Yendee, et al., 2011), até a primeira ovula¢do pds parto quando inicia uma gradual
elevacdo, observando-se um aumento significativo (>1,0 ng/mL) 4 a 6 dias pos ovulagéo
precedida ou ndo de estro (Usmani et al., 1990).

Alguns trabalhos analisam a concentragéo de P4 no leite, a correlagdo existente
entre esta e a do plasma é alta durante um ciclo estral, quando grandes variagdes ocorrem na

atividade do CL, entretanto esta correlagdo é muito baixa quando a atividade do CL
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permanece mais ou menos a mesma, como durante a prenhez (Kamboj & Prakash, 1993). A
concentracdo de P4 no leite é cerca de quatro vezes mais alta que a do plasma (Batra et al.,
1979; Kamboj & Prakash, 1993) e sua variacao esta relacionada a percentagem de gordura no

leite.

2.7.4 Estradiol

A concentragdo plasmatica média de estradiol 178 (E2) de novilhas da raca
Murrah no dia do estro (DO) € de 19,32 + 3,73 pg/mL, declinando rapidamente para 5,73 +
0,68 pg/mL no D2, mantendo-se nesta concentracdo durante toda a fase litea. O E2 aumenta
gradualmente de 9,81 = 1,18 no D-3 para 15,71 + 1,48 pg/mL no D-2 e um pico de 35,80 =
3,48 pg/mL no D-1, este pico em alguns casos ocorre no dia DO. Na detec¢do do primeiro
sinal de estro a média observada é de 17,84 + 2,57 pg/mL (Bachlaus et al., 1979). O mesmo
padrdo hormonal foi observado por Arora & Pandey (1982) com concentracdes de E2
semelhantes, no DO de 20,31 + 1,14 pg/mL e decresceu para 8,41 + 0,85 pg/mL no D2 ap6s
IA e foi praticamente mantido nesta concentracao até o D17.

Kanai & Shimizu (1984), analisando amostras a cada 24 horas, observaram um
pico de 9,5 pg/mL de E2 plasmatico no dia do estro em bufalas de pantano. Nesta mesma
subespécie com observacGes a cada 4 horas desde 36 a 40 h antes do inicio dos sinais do estro
até 36 a 40 h depois, Avenell (1985) observou concentracdo média de E2 entre 9 e 13 pg/mL
de 36 a 40 h antes até 12 a 16 h depois do inicio do estro e de 7 a 9 pg/mL de 12 a 16 h até 36
a 40 h depois do inicio do estro.

Foi observado por Pandey et al. (2011) que as bufalas que ficaram prenhes
tinham uma maior concentracdo plasmatica de E2 no dia do estro, do que as que ndo ficaram
prenhes (35,1 + 3,2 vs 22,5 + 2,5 pg/mL, respectivamente). Além disso, observaram que
existe uma correlacdo positiva entre o tamanho do foliculo pré-ovulatério e a concentragédo
plasmaética de E2.

Shafie et al. (1982) observaram que durante o verdo a concentragdo de E2 ¢
mais baixa no dia do estro do que no inverno o que pode levar a falhas na manifestacéo e
deteccdo do estro. Foi demonstrado por Roy e Prakash (2009a e 2009b) que a menor
quantidade de E2 e de estrdgenos totais no estro durante o verdo deve-se a prolactina que
devido ao estresse calorico esta aumentada em 20 a 40 vezes (Roy e Prakash, 2007).

O padrdo de secrecdo do E2 no periparto de buafalas foi demonstrado por
Prakash & Madan (1986) e El Belely (1988). Em ambos os estudos foi observado um padrao
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semelhante, entretanto pode-se observar diferenga com relagcdo ao dia de maior concentragéo
de E2. Para 0s primeiros autores a maior concentragéo de estradiol foi em um dia antes do
parto (210 + 27,4 pg/mL), ja para o segundo foi no dia do parto (251,2 £ 17,3 pg/mL em
bufalas e 240,5 + 10,1 pg/mL em novilhas) e ambos observaram uma queda abrupta do

estradiol apds o parto.

2.8 Hormoénios Metabdlicos

A nutricdo é determinante do potencial reprodutivo dos animais domésticos,
assim sendo as respostas do sistema reprodutivo para mudancas na nutricdo e condicdo
metabolica influenciam a eficiéncia reprodutiva e econdémica dos animais de producdo. A
condicdo nutricional ¢ comunicada ao eixo hipotalamico-hipofisario—ovariano através de
hormdnios metabolicos e/ ou metabdlitos sanguineos (Diskin et al., 2003).

A regulacdo do metabolismo € realizada pela acdo de muitos hormonios e
complexos mecanismos de controle. O eixo somatotréfico tem um papel chave no controle da
regulacdo do metabolismo e de processos fisiologicos. Este eixo € formado essencialmente
pelo hormonio do crescimento (GH) e fatores de crescimento semelhante a insulina I e 11 (IGF
I e I1), suas proteinas carreadoras e receptores. Neste complexo mecanismo estdo envolvidos
outros hormdnios como a leptina, insulina, glicocorticdides e hormonios tireoidianos, que

modulam a sintese e disponibilidade de GH e/ ou IGF-I (Renaville et al., 2002).

2.8.1 Cortisol

A concentracdo de cortisol sérico ou plasmatico tem sido utilizada para avaliar
0 grau de estresse dos animais domésticos e a capacidade de adaptacdo a um determinado
estressor (Megahed et al., 2008). O estresse estimula o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
havendo um aumento da concentracédo sérica de cortisol (Martin & Crump, 2003a).

O estresse € definido como a incapacidade de um animal lidar com seu
ambiente, um fendmeno que é revelado por uma falha para alcancar seu potencial genético,
por exemplo, para a taxa de crescimento, producdo de leite, resisténcia a doengas ou a
fertilidade (Dobson & Smith, 2000).

Como um mecanismo fisioldgico, o estresse por si s6 ndo é sempre ruim. Por
exemplo, os glicocorticoides sdo liberados em resposta a situages que ndo sdo normalmente

consideradas estressantes, como a realizacdo da corte, copula e caga, além de ser essencial
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para desencadear o parto. Durante o estresse de curto prazo glicorticGides aumentam a
mobilizacdo de energia (cortisol estimula secrecdo de glucagon). No entanto, 0 estresse
crénico grave (longos periodos de alta concentracdo de cortisol) pode diminuir a resposta
imune e causar a atrofia dos tecidos e diminuir a eficiéncia reprodutiva (Méstl & Palme,
2002).

O balango energético negativo, frequente no final da gestacdo e inicio da
lactacdo, é o principal responsavel pelo desenvolvimento de estresse oxidativo em bovinos de
leite, devido as altas concentracGes de NEFA, B hidroxi butirato e triacilglicerol (Roche et al.,
2000). Somado a isso, durante a gestacdo o sistema antioxidativo esta modificado devido a
diminuicdo da acdo de enzimas antioxidativas como a enzima superéxido desmutase. A
suplementacdo de bdfalas prenhes com selénio e vitamina E, substancias antioxidantes tém
um efeito benéfico diminuindo o estresse oxidativo e a concentracdo de cortisol no final da
gestacéo e inicio da lactacdo (Dimri et al., 2010).

A diminuicdo da fertilidade de animais domésticos provocada pelo estresse
ocorre devido a interferéncia do estresse sobre 0 mecanismo que regula o tempo preciso dos
eventos que acontecem durante a fase folicular. Ha uma reducéo na frequéncia e na amplitude
dos pulsos de GnRH e de LH, com essa reducéo, falta suporte gonadotréfico suficiente para o
desenvolvimento do foliculo o qual cresce mais lentamente, produz menos E2, ha atraso no
pico de LH pré-ovulatério (Dobson & Smith, 2000) e uma reducdo da concentracdo de E2
durante o estro (Megahed et al., 2008).

Prakash & Madan (1986) observaram que em bdfalas prenhes a concentracédo
plasméatica de cortisol manteve-se relativamente constante desde 30 dias até 02 dias antes do
parto (entre 1,3 £ 0,2 e 1,5 + 0,1 ng/mL), um dia antes do parto aumentou para (2,4 + 0,3
ng/mL) chegando a concentracdo maxima no dia do parto (3,8 £ 0,4 ng/mL; p < 0,01). No dia
seguinte ao parto a concentracdo diminuiu (P < 0,01) mantendo-se baixa até 3 dias pos-parto
(periodo avaliado no experimento).

Entretanto, Dimri et al. (2010) observaram que a concentracdo plasmatica de
cortisol aumenta gradualmente durante toda a gestacdo de bdfalas (DO = 66,2 + 0,13)
ocorrendo um aumento abrupto aos 280 dias de gestacao (87,26 + 0,18 ng/mL) que se mantém
até 15 dias pos-parto (97,6 + 0,18 ng/mL), havendo uma queda significativa aos 45 dias pos-
parto (96,2 + 0,13 ng/mL). A concentragdo de cortisol plasmatico foi menor a partir dos 240
dias de gestacdo até 45 dias pds-parto quando os animais receberam aplicacfes de acetato de
a-tocoferol e selenito de sédio durante a gestacdo (71,10 + 0,17; 69,33 + 0,18; 67,4 + 0,11

ng/mL aos 280 dias de gestacdo, 15 e 45 dias pds-parto, respectivamente).



23

2.8.2 Insulina

A secrecdo de insulina pelas células B do pancreas € afetada por diversos
fatores, entretanto a concentracdo de substratos de energia sdo os principais reguladores da
secrec¢do tanto da insulina, como do glucagon. Quando ha uma grande quantidade de substrato
de energia na corrente sanguinea grande quantidade de insulina é secretada e o glucagon é
inibido, ocorrendo o inverso na diminui¢do do substrato energético. O substrato de energia
que mais afeta a secrecdo de insulina e de glucagon é a glicose, e em menor importancia os
aminoacidos (em humanos), entretanto os ruminantes obtém cerca de 70% de sua energia dos
acidos graxos de cadeia curta, assim o butirato e em menor grau o propionato sdo potentes
estimulantes da insulina. O aumento da insulina diminui a concentracdo de substrato
energético no sangue por aumentar sua absorcdo e estoque em varios tecidos, a insulina
aumenta a permeabilidade das membranas celulares para a glicose e também facilita a
absorcdo celular de aminoécidos, potéassio, fosfato e magnésio; estimula as enzimas
anabolicas e inibe as catabolicas. Facilita a sintese de proteinas por aumentar a energia das
células e a entrada de aminoacidos, sendo assim essencial para o crescimento dos animais,
agindo sinergicamente com o GH (Martin & Crump, 2003b).

A administracdo de insulina (biphasic insulin, 0,25 Ul/kg, SC) durante 3 dias
antes da aplicacdo de GnRH aumentou (P < 0.05) o didmetro do maior foliculo (de 6,85 *
0,64 para 12,4 + 0,88 mm). Além disso, a inducdo de estros nos primeiros 12 dias ap6s 0
tratamento foi maior (P < 0,01) nos animais que receberam insulina durante 3 dias antes da
aplicacdo de GnRH quando comparado aos animais que receberam apenas GnRH ou apenas

solucdo fisioldgica (controle) (Ramoun et al., 2007).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE OVARIANA E ENDOCRINA
NO POS-PARTO DE BUFALAS MURRAH CRIADAS NO CENTRO-OESTE
BRASILEIRO



1 RESUMO

O reinicio da atividade ovariana e a involucdo uterina apds o parto sdo fundamentais para
garantir o proximo ciclo reprodutivo. O objetivo deste estudo foi caracterizar a atividade
ovariana, o perfil hormonal e suas interagdes no periodo p6s-parto de bufalas da raca Murrah,
criadas no Centro-Oeste brasileiro, com pari¢cdes durante a estacdo reprodutiva (fotoperiodo
decrescente), como subsidio para o incremento dos indices reprodutivos e produtivos. Foram
utilizadas 15 bufalas (6 primiparas e 9 pluriparas) paridas durante o outono (abril e maio),
com escore de condigdo corporal entre 3,5 e 4,0 (1 = muito magra, 5 = muito gorda), mantidas
a pasto antes e ap0s o parto durante todo o periodo experimental, ordenhadas mecanicamente,
sem bezerro ao pé, uma vez ao dia. Diariamente, desde o sétimo dia pds-parto até a
manifestacdo do primeiro estro, as bufalas foram submetidas a exame ginecoldgico (palpacéo
retal e ultrassonografia transretal) para avaliacdo uterina e ovariana e a colheita de sangue
para dosagem de progesterona (P4), FSH, LH, insulina e cortisol. No 7° dia pos-parto a
concentracdo de P4 foi basal (P4 < 0,4 ng/mL) assim como no dia do primeiro estro pés-parto
(PEPP). Entretanto, as primiparas apresentaram menor concentracdo de P4 basal que as
pluriparas (P < 0,05). O desenvolvimento folicular ocorreu no padrédo de ondas foliculares. A
primeira ovulacdo pos-parto (POPP) néo foi precedida por sinais de estro, aconteceu ao final
da primeira ou da segunda onda folicular e foi mais tardia (P < 0,05) nas primiparas (20,2 £
7,5 dias) que nas pluriparas (13,0 £ 4,0 dias). O periodo para involugdo uterina (PIU) foi
similar (P > 0,05) nas primiparas (25,4 + 3,8 dias) e nas pluriparas (26,3 + 6,4 dias). A
primeira fase l0tea teve duracdo variavel de 2 a 23 dias e foi classificada em muito curta (2a5
dias); curta (6 a 10 dias); média (11 a 18 dias) e longa (19 ou mais dias). A concentracdo de
P4 foi maior em animais que apresentaram fase lutea de duracdo média. O PEPP ocorreu aos
38,0 £ 10,8 dias nas primiparas e aos 41,9 + 8,0 dias nas pluriparas (P > 0,05). Todos 0s estros
foram precedidos de uma ou duas ovulacGes, sendo que 84,6% aconteceram apds uma fase

luteinica média e os demais ap0s uma fase muito curta. Ndo foram observadas diferencas nas
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concentracdes de insulina e de cortisol entre primiparas e pluriparas. A concentragdo de
cortisol na semana anterior ao parto foi correlacionada positivamente com o PIU (P < 0,05) e
com o PEPP (P < 0,01). Os perfis de FSH e LH s6 puderam ser caracterizados em seis
animais e nestes foi possivel observar maior concentracdo precedendo as ovulagdes. Nao foi
observada diferenca (P > 0,05) no intervalo parto-concepcao (IPC) e no nimero de coberturas
por concepcdo (NCC) entre primiparas (55,8 + 12,2 dias e 2,0 + 1,0 coberturas,
respectivamente) e pluriparas (65,7 + 27,1 dias e 2,1 £ 0,8 coberturas, respectivamente). A
taxa de prenhez ao final da estacdo foi de 100% nas primiparas e de 65% nas pluriparas. O
perfil hormonal na retomada da atividade ovariana apresentou muita variacdo entre 0S
animais. Embora as primiparas apresentem a POPP mais tarde que as pluriparas, ndo ha
diferenca quanto ao PI1U, o PEPP, o IPC e 0 NCC entre estas duas categorias. Bufalas Murrah
criadas a pasto na regido Centro-Oeste brasileira reiniciam a ciclicidade reprodutiva pos-parto

em um periodo suficientemente curto que permite a producéo de uma cria por ano.

Palavras-chave: estro, involucao uterina, ovulacdo, progesterona, puerpério.
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2 ABSTRACT

The resumption of ovarian activity and the uterine postpartum involution are
essential to ensure the next reproductive cycle. The objective of this study was to characterize
ovarian activity, hormonal profile and their interactions in postpartum Murrah buffaloes,
reared in Brazilian Center West with calving during the breeding season (decreasing
photoperiod), as a subsidy to the productive and reproductive increase. Fifteen buffaloes (6
and 9 primiparous pluriparous) with eutocic calving during autumn (April and May), body
condition score ranging 3.5 and 4.0 (1 = emaciated, 5 = very fat), kept on pasture before and
after birth throughout all the experimental period were used. The animals were mechanically
milked once a day, without calf. Daily, from the seventh day after delivery until the first
manifestation of estrus, the buffaloes were submitted to gynecological examination (rectal
palpation and transrectal ultrasound) to evaluate uterine and ovarian conditions and blood
collection for measurement of progesterone (P4), FSH, LH, insulin and cortisol. On the 7th
day postpartum as well as on the day of first postpartum estrus (FEPP) the concentration of P4
was basal (P4 < 0.4 ng / mL). However, primiparous cows had lower baseline concentrations
of P4 than pluriparous (P < 0.05). The follicular development occurred in the pattern of
follicular waves. The first postpartum ovulation (FOPP) was not preceded by signs of estrus,
occured at the end of the first or second follicular wave, was later (P <0.05) in primiparous
(20.2 £ 7.5 days) than in pluriparous (13.0 £ 4.0 days). The uterine involution period (UIP)
was similar (P > 0.05) in primiparous (25.4 £+ 3.8 days) and in pluriparous (26.3 £+ 6.4 days).
The first variable luteal phase lasted from 2 to 23 days and was classified as very short (2 to 5
days), short (6 to 10 days), medium (11 to 18 days) and long (19 or more days). The P4
concentration was higher in animals with luteal phase of medium duration. The FEPP
occurred at 38.0 + 10.8 days in primiparous and 41.9 + 8.0 days in pluriparous (P > 0.05). All
heats were preceded by one or two ovulations, and 84.6% occurred after an average luteal
phase and the other after a period very short. No differences were observed in concentrations
of insulin and cortisol, among primiparous and pluriparous. The concentration of cortisol in
the weeks before delivery was positively correlated with UIP (P < 0.05) and the FEPP (P <
0.01). The profiles of FSH and LH could only be characterized in six animals and in these was
observed a higher concentration preceding ovulation. There was no difference (P > 0.05) in
calving-conception interval (CCI) and the number of matings per conception (NMC) between
primiparous (55.8 £ 12.2 2.0 + 1.0 days and matings, respectively) and pluriparous (65.7

27.1 days and 2.1 £ 0.8 matings, respectively). The pregnancy rate at the end of the season
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was 100% in primiparous and 65% in pluriparous. The hormonal profile in the resumption of
ovarian activity showed variation among animals. Although the primiparous FOPP
presentation was later than in pluriparous there is no difference in the UIP, the FEPP, the CPI
and the NMC between these two categories. Murrah buffaloes raised on pasture in the
Brazilian Center west restart reproductive postpartum cyclicity in a short period, enough to
allow the production of a calf per year.

Key-words: estrus, ovulation, postpartum, progesterone, uterine involution.



3 INTRODUCAO

Na producdo bubalina, como em qualquer producdo pecuaria, a reproducdo
deve ser eficiente para garantir a lucratividade. Um intervalo entre partos prolongado reduz a
produtividade, levando a perdas econdmicas que desestimulam a producdo. Para que 0S
indices produtivos sejam maximizados, o intervalo entre partos deve ser de 12 a 14 meses.
Considerando-se que o periodo de gestacdo é de 10 meses e que esta espécie apresenta
sazonalidade reprodutiva, é necessario um rapido retorno da atividade dos Orgaos
reprodutores pds-parto.

A involucdo uterina e o reinicio da atividade ovariana apds o parto sdo
fundamentais para garantir o proximo ciclo reprodutivo. Entretanto, tém sido relatadas
variacdes significativas tanto no periodo de involucdo uterina quanto no retorno da ciclicidade
de fémeas bubalinas. Diversos fatores tém sido associados a esta variabilidade, sendo a
nutricdo e a sazonalidade reprodutiva os mais apontados.

Para maximizacdo da eficiéncia reprodutiva € necessario conhecer a dinamica
folicular pds-parto, os mecanismos que a controlam e o conseqliente reinicio da atividade
ciclica. O conhecimento destas caracteristicas fisioldgicas permite a identificacdo imediata de
processos patoldgicos e aplicacdo adequada de biotecnologias reprodutivas.

A dinamica folicular em bufalos com atividade ciclica ja é conhecida (Taneja
et al., 1996; Baruselli et al., 1997; Manik et al., 1998, Awasthi et al., 2006; Warriach &
Ahmed, 2007). Contudo, os dados relativos a atividade ovariana durante o anestro pos-parto
em bdfalas de rio durante a estacdo reprodutiva (outono-inverno) sdo conhecidos somente
através de avaliagdo ginecologica por palpacéo retal e dosagem de progesterona (Jainudeen et
al., 1983; Usmani et al., 1985a; Baruselli, 1994). Recentemente a ultrassonografia foi
utilizada para avaliar a dinamica folicular em bufalas de rio, mas fora da estagédo reprodutiva
(Presicce et al., 2005) e em bufalas de pantano (Yindee et al., 2011). Assim, apesar de ser

conhecido o momento do reinicio da atividade ovariana em bdufalas considerando-se a
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primeira ovulagdo ou o primeiro estro, pouco se sabe sobre a dinamica folicular durante o
anestro pos-parto, sobre as concentracOes, alteracdes e intera¢cbes hormonais durante este
periodo. Formulamos a hipdtese de que as primiparas necessitam de um maior periodo para
retomar a atividade ovariana ap6s o parto e de um menor periodo para a involugdo uterina em
relacdo as pluriparas.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a dinamica ovariana, o perfil
hormonal e suas interacdes no periodo pos-parto, durante a estacdo reprodutiva, de bufalas de
rio, primiparas e pluriparas, da raca Murrah, no Centro-oeste do Brasil, como subsidio para o

incremento dos indices reprodutivos e produtivos.



4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado em parceria entre a Universidade de Brasilia,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Faculdades Integradas da UPIS. O
experimento foi realizado no Setor de Bubalinocultura da Fazenda Lagoa Bonita — Faculdades
Integradas da UPIS, em Planaltina, DF (15°34' S de latitude e 47°43" W de longitude e
altitude de 1005 m), regido Centro-oeste brasileira, bioma Cerrado, clima tropical de altitude,
com verdo Umido e chuvoso, e inverno seco (umidade relativo de 20% ou menos) e frio;
estacdo seca de maio a setembro (10 a 15% da precipitacdo anual) e chuvosa de outubro a

abril, com temperatura média anual de 21 °C.

4.1 Animais

Quinze bdfalas leiteiras da raca Murrah, seis primiparas (3 anos) e nove
pluriparas (cinco de 4 anos, 2° parto e quatro de 5 anos, 3° parto) paridas no outono (partos
eutdcicos), clinicamente sadias; com bom escore de condi¢do corporal. Essas bufalas,
nascidas e criadas no mesmo local onde este estudo foi realizado, foram mantidas a pasto e
suplementadas com sal mineral durante todo o periodo experimental.

Do 7° dia pos-parto (D7 sendo DO o dia do parto) até a manifestacdo do
primeiro estro e cobertura, as fémeas foram conduzidas diariamente, ap6s a ordenha, até o
curral de manejo, onde foram submetidas a exame ginecoldgico (palpagdo retal,
ultrassonografia transretal) e coleta de sangue. Para minimizar alguma influéncia negativa
motivada pelo estresse da manipulagdo dos animais, foi oferecido 200 g de concentrado
comercial com 20% de proteina em um cocho no chéo, a frente do animal, apos a colheita do

sangue, durante a palpacéo retal e exame ultrassonogréfico.
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4.2 Peso, Escore de Condigao Corporal e Producéo de Leite

As avaliacdes do peso vivo e do escore de condigdo corporal (ECC) foram
realizadas aos 7, 15, 30 dias ap0s o parto e no dia do primeiro estro pos-parto (PEPP). O peso
vivo foi aferido em uma balanga eletronica (TRU-Test EC2000, Fujihira Industry, Co. Ltd.,
Tokyo, Japan) e 0 ECC (em uma escala de 1 a 5, onde 1 é muito magra e 5 muito gorda) de
acordo com o descrito por Edmonson et al. (1989).

Os animais eram ordenhados uma vez ao dia, com ordenhadeira mecanica e
sem bezerro ao pe, junto com os demais animais do rebanho. O leite produzido foi mensurado
uma vez por semana (Mark 5 Milk Meter, Waikato Milking Systems NZ Ltd, Hamilton, New

Zealand). Foi considerada a producéo dos primeiros 60 dias de lactacao.

4.3 Avaliacdo Uterina - Palpacdo Retal

O datero foi examinado antes da introdugdo do transdutor para 0 exame
ultrassonografico e foi avaliado quanto a espessura, simetria, contratilidade e ténus dos cornos
uterinos. A involucdo uterina foi considerada completa quando o Gtero atingiu seu menor
tamanho, os cornos uterinos apresentaram-se simétricos, com consisténcia e tdnus compativel

com o de uma fémea n&o prenhe.

4.4 Avaliacdo Ovariana - Exame Ultrassonogréafico

A dinamica folicular foi avaliada por ultrassonografia retal (transdutor de 7,5
MHz; SSD-500, Aloka Co., Tokyo). No momento do exame, o transdutor foi direcionado
sobre a superficie dos ovarios os quais foram escaneados varias vezes e, quando oportuno, a
imagem do monitor foi congelada para a mensuracdo dos ovarios, dos foliculos e dos corpos
liteos, se presentes. Os foliculos menores de 3 mm ndo foram medidos, apenas contados.
Durante cada exame foram desenhados diagramas com o posicionamento relativo dos
foliculos de diametro > 3 mm. Quando a imagem do foliculo acompanhado ndo pareceu
esférica, o diametro foi estimado pela média do maior e menor didmetro. A ovulacdo foi
definida quando um foliculo > 10 mm desapareceu de um exame para outro, seguido do
aumento de progesterona plasmatica, dentro de 5 dias, para uma concentra¢do > 0,7 ng/mL
(Jainudeen et al., 1983).
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4.5 Colheita de Sangue

As amostras de sangue foram obtidas através de venopuncdo da jugular, em
tubos sem e com anticoagulante (EDTA), em dias alternados desde o 7° dia pds-parto até a
deteccdo da 1% ovulacdo e a partir de entdo, diariamente até a apresentacdo do 1° estro. A
partir do 1° estro (D0) foram colhidas amostras no D7, D14, D21 e D28. Os tubos foram
centrifugados a 2000 rpm durante 15 minutos para a extracdo do soro e plasma, os quais
foram acondicionados em tubos modelo Eppendorf de 1,5 ml, identificados quanto ao animal,
a data da coleta e tipo de amostra (soro/plasma) e estocados a -20°C até a realizagdo das

analises.

4.6 Deteccdo de Estro, Cobertura e Diagndstico de Gestagdo

A deteccdo do estro foi realizada com auxilio de um rufido com desvio lateral
do pénis utilizando bucal marcador, mantido durante todo o periodo experimental com as
fémeas. As observacdes foram realizadas duas vezes ao dia, no inicio da manha e no final da
tarde. Foram consideradas em estro somente as fémeas que aceitaram a monta do rufido.

Os acasalamentos foram realizados através de monta controlada a partir da
manifestacdo do primeiro estro e foi repetida, quando necessario, até no maximo o terceiro
estro. Um touro de fertilidade comprovada foi utilizado para todas as fémeas. O diagnostico

de gestacdo foi realizado por palpacéo retal 40 — 50 dias apds a monta.

4.7 Analise Hormonal

As andlises hormonais foram realizadas no Laboratério de Radioimunoensaio
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF e no Laboratério de
Endocrinologia da UNESP, Aracatuba, SP.

As concentracbes plasmaticas de FSH e LH foram mensuradas por
radioimunoensaio (RIE) validado para uso em bovinos (Bolt & Rollins, 1983; Bolt et al.,
1990). Um teste paralelo foi realizado para validagdo na espécie bubalina. A sensibilidade foi
de 0,03 ng/mL para o FSH e de 0,06 ng/mL para o LH. O coeficiente de variagdo (CV) intra-
ensaio foi de 4,22; 9,03; 4,66 e 5,5% para o FSH e de 21,20; 21,05; 1,48 e 1,87% parao LH, e
0 CV inter-ensaio foi de 12,23 e 37,36 % para o FSH e LH respectivamente.
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A concentracdo plasmaética de progesterona (P4), cortisol e insulina foram
mensuradas por kits comerciais de RIE conforme indicagdo do fabricante. As analises de
cortisol (Cortisol Coat-A-Count® kit, Siemens, Siemens Medical Solutions Diagnostics. Los
Angeles, CA) e insulina (Insuline Coat-A-Count® Kkit, Siemens, Siemens Medical Solutions
Diagnostics. Los Angeles, CA) foram realizadas em um Unico ensaio. A sensibilidade e o CV
para o ensaio de cortisol foi de 0,06 ug/dL e 0,9 %, respectivamente. O ensaio de insulina
teve sensibilidade de 0,5 pUl/mL e CV intra-ensaio de 0,34%. O ensaio de Progesterona
(Progesterone Coat-A-Count® kit, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA) teve
sensibilidade de 0,02 ng/mL; o CV intra-ensaio de 3,11; 2,90 e 8,36%. e inter ensaio de 1,5%

A fase lutea foi considerada a partir do primeiro dia em que a concentracédo de
P4 foi igual ou superior a 0,7 ng/mL (Jainudeen, 1983), até o dia anterior a queda da
concentracdo para valores abaixo de 0,7 ng/mL. Foi classificada quanto a duragdo em muito
curta (2 a 5 dias), curta (6 a 10 dias); média (11 a 18 dias) e longa (19 ou mais dias).

4. 8 Analise Estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com dois grupos
experimentais (primiparas e pluriparas). Foi realizada Analise de Variancia e Teste Exato de
Fisher para analisar as diferencas entre os grupos (primiparas e pluriparas) para as variaveis
reprodutivas mensuradas quantitativamente, peso no D7 e no estro, escore de condicdo
corporal, producdo de leite e concentracBes hormonais plasmaticas. Para determinar as
correlacOes entre os diferentes parametros foram realizadas anélise de Correlagdo de Pearson.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software STATISTICA versdo 7
(Statsoft, 2004).
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Entre as 15 bufalas observadas, uma primipara permaneceu em anestro durante

todo o periodo experimental e uma pluripara apresentou cisto folicular na primeira onda

folicular pds-parto. Estes dois animais foram desconsiderados das analises.

5.1 Avaliacao Uterina

O periodo para a involucdo uterina (PIU) foi similar (P > 0,05) entre

primiparas e pluriparas com variacdo de 20 a 36 dias (Tabela 1). Somente em uma primipara a

involucgdo uterina ocorreu antes da primeira ovulacdo pds-parto (24 e 28 d, respectivamente) e

em uma primipara aconteceu no mesmo dia do primeiro estro pds-parto (22 d). Nenhum dos

animais deste estudo apresentou infeccéo uterina clinica ap6s o parto durante todo o periodo

experimental.

Tabela 1 — Média (desvio padrdo) das variaveis reprodutivas avaliadas no pos-parto de
bufalas da raga Murrah primiparas e pluriparas

Variaveis Prlml_paras Plurlf)aras
n=>5 n=_8

Involugéo uterina (dias) 25,4 (3,85) 26,2 (6,39)
Numero da onda folicular em que 1,60 (0,55) 1,25 (0,46)
ocorreu a primeira ovulagéo
Diametro do foliculo dominante no dia 11,1 (1,11) 11,7 (0,45)
anterior & primeira ovulagdo (mm)
Primeira ovulagdo pds-parto (dias) 20,2%(7,53) 13,0° (4,04)
Numero de ovulacGes até o 1° estro 1,20° (0,45) 1,752 (0,46)
Numero da onda folicular em que 3,60 (1,14) 4,25 (0,46)
ocorreu 0 primeiro estro
Diametro do foliculo dominante no dia 11,8 (1,61) 11,2 (1,16)
do estro (mm)
Primeiro estro p6s-parto (dias) 38,0 (10,84) 41,9 (8,03)
Intervalo parto-concepcao (dias) 55,8 (12,2) 65,7 (27,1)
N° de coberturas/ concepcéo 2,00 (1,00) 2,13 (0,83)

Médias seguidas de letras mindsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,05).
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Os resultados para a involugéo uterina encontrados no presente trabalho estéo
de acordo com o observado por Presicce et al. (2005) que também ndo observaram diferenca
entre primiparas (31 = 1,0 d) e pluriparas (33 + 1,3 d) e Usmani et al. (1990) que néo
observaram influencia do numero de pari¢des. PIU semelhantes com médias variando de 25,2
+ 5,4 a 28,6 + 6,6 dias tem sido relatados (Usmani et al., 1985a; Vale et al., 1986; Baruselli et
al., 1996; Rolin Filho, 2011). Porém, o PIU observado neste trabalho foi mais curto do que o
observado por Presicce et al. (2005). Uma grande variacdo no PIU médio (19 a 52 dias) e
individual (15 a 74 dias) foi observada por EI-Wishy (2007a) ao analisar diversos trabalhos
publicados. Esta variacdo deve-se aos muitos fatores que podem afetar este periodo, entre eles
a estacdo do ano (Bahga & Gangwar, 1988; Usmani et al., 1990); alteracfes no parto e
puerpério (EI-Wishy, 2007a; Usmani et al., 2001); producdo de leite (Bahga et al., 1988);
tamanho do bezerro ao nascer (Bahga et al., 1988, Baruselli et al., 1996) e sistema de ordenha
(Usmani et al. 1985b e 1990). Além disso, deve-se considerar que a estimativa por palpacdo
retal pode variar na dependéncia da metodologia utilizada para a avaliacdo uterina (p.ex. o
intervalo entre exames) e a variagdo natural entre os individuos avaliadores.

Embora Bahga et al. (1988) observaram correlacdo positiva da PIU com a
producéo de leite (2.300 kg/lactagdo), isto ndo foi observado nesse trabalho. E possivel que
esta correlacdo sé seja observada em animais com producdo de leite maior do que a dos
animais desse estudo (producdo méaxima 1.660 kg/lactacdo). As correlagBes observadas com o

PIU no presente trabalho sdo apresentadas na Figura 1.
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r=20,70
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Cortisol semana
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r=0,63 P<0,05

Figura 1 — Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) do periodo de involucédo
uterina (PIU) com PEEP, Periodo Lateo antes do PEPP, Cortisol na
primeira semana, PDEstro e PD7 observadas em bufalas da raca
Murrah (P < 0,05).
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A correlagédo positiva do PIU com o periodo luteo total (P4 > 0,7 ng/mL) antes
do primeiro estro pés-parto (primeira fase lutea somada a segunda fase lUtea pré-estro, quando
esta existiu) é explicada pela necessidade de reacdo inflamatdria com regeneracdo celular e de
contratilidade do miométrio para a efetivacdo da involucdo uterina (Noakes, 2001). Como a
progesterona diminui a contratilidade e a imunidade uterina, sua presenga tende a aumentar o
PIU. Entretanto, ndo foi observada correlacéo entre a primeira ovulagdo pds-parto e o periodo
para involucdo uterina. E possivel que a auséncia da correlagdo entre estas duas variaveis se

deva a presenca de primeiras fases luteinicas muito curtas.

5.2 Avaliacédo Ovariana

A maioria dos ovarios (69,2%) ndo pode ser alcancada para exame no D7,
podendo ser examinados somente a partir do 8° ou 9° dia ap6s o parto. Entre os ovarios que
puderam ser examinados no D7, 75% eram de primiparas.

Foi observado crescimento folicular no padrdo de ondas em todas as bufalas
apos o parto e cada ciclo ovulatério foi composto por uma (42,4%), duas (48,5%) ou trés
(9,0%) ondas foliculares.

Desde o D7 pode-se observar que o puerpério de bdfalas Murrah durante a
estacdo reprodutiva é caracterizado por ondas de crescimento folicular, assim como ocorre
durante os ciclos estrais (Baruselli et al., 1997; Manik, et al., 1998), no puerpério de bufalas
de rio da raca Mediterranea fora da estacdo reprodutiva (Presicce et al., 2005) e no puerpério
de bufalas de péantano durante a estacdo reprodutiva (Yindee et al., 2011). Durante o
puerpério, até a manifestacdo do primeiro estro, os ciclos ovulatérios foram compostos por
uma a trés ondas foliculares havendo predominio de uma e de duas ondas, bastante similar ao
observado durante o ciclo estral, contudo em animais ciclicos tem sido observado predominio
de duas ondas foliculares por ciclo estral (Taneja et al., 1996; Baruselli et al., 1997; Manik et
al., 1998, Awasthi et al., 2006; Warriach & Ahmed, 2007).

N&o houve diferenga (P > 0,05) entre primiparas e pluriparas quanto ao nimero
da onda folicular em que ocorreu a primeira ovulacdo pos-parto (Tabela 1). Esta ovulacdo
ocorreu na primeira (61,5%) ou na segunda (38,5%) onda folicular; 40,0% das primiparas e
75,0% das pluriparas tiveram a primeira ovulagdo na primeira e as demais na segunda onda
folicular. Presicce et al. (2005) também observaram a primeira ovulagdo na primeira ou na

segunda onda folicular, embora em bdfalas de pantano Yindee et al. (2011) verificaram a
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primeira ovulacdo acontecendo desde a primeira até a quarta onda folicular. A precocidade do
reinicio da atividade ovariana pds-parto desta espécie indica o seu potencial reprodutivo.

O diametro do foliculo dominante (FD) no dia anterior a POPP (primeiro
foliculo ovulatorio pds-parto) foi semelhante entre primiparas e pluriparas (P > 0,05; Tabela
1), 0 que esta de acordo com o relatado por Presicce et al. (2005). Entretanto estes foliculos
foram menores do que os observados por Yindee et al. (2011) em bufalas de pantano da raca
Thai (13,5 £ 0,5 mm) e por Presicce et al. (2005) em bufalas de rio da raca Mediterranea (13,5
+ 0,8 e 14,1+ 0,4 primiparas e pluriparas, respectivamente; P > 0,05) que pariram fora da
estacdo reprodutiva. Esta diferenca pode estar relacionada com a subespécie e com a época do
ano devido as diferengas de desenvolvimento folicular existente durante os periodos
estacional reprodutivo e ndo reprodutivo em conseqiiéncia do fotoperiodo (Taneja et al., 1995;
Singh et al., 2000; Zicarelli e Vale, 2002; Manjunatha et al., 2009). E possivel que foliculos
que se desenvolvam em um periodo com fotoperiodo maior necessitem obter maior
desenvolvimento e consequente maior producéo de estradiol para realizar o feedback positivo
para liberacdo de LH e/ou para adquirirem suficientes receptores de LH. Corroborando esta
observacado tem-se o periodo parto-primeira ovulacdo que foi menor no presente trabalho
quando comparado as bufalas estudadas fora da estacdo reprodutiva por Presicce et al. (2005).
Também deve ser considerada a possibilidade da producédo de leite e 0 metabolismo afetarem
o didmetro do foliculo ovulatério, como ja& demonstrado em bovinos de leite (Sartori et al.,
2004).

O diametro do primeiro foliculo ovulatério pés-parto observado neste trabalho
também foi menor do que os observados em bufalas de rio ciclicas das racas Murrah (Taneja
et al., 1996; Baruselli, et al., 1997) e Mehsana (Awasthi et al., 2006). Entretanto s&o
semelhantes aos observados por Ghuman et al. (2010) em novilhas bufalas ciclicas fora da
estacdo reprodutiva (11,5 £ 0,6 mm, variacdo: 10,3 — 13,5 mm) e aos reportados por Ali &
Fahmy (2007) como foliculos capazes de responder ao GnRH exdgeno. Segundo Campanile
et al. (2010) os foliculos bubalinos adquirem a capacidade de ovular quando atingem 5 a 8
mm, mas necessitam desenvolver mais para produzir estradiol suficiente para induzir o pico
pré-ovulatorio de LH através do feedback positivo sobre o hipotalamo. Entretanto Gimenes et
al. (2011) somente obtiveram ovulag@o de foliculos que apresentavam diametro > 8,5 mm no
momento em que receberam LH exogeno.

O diametro do FD no dia anterior a POPP foi correlacionado negativamente (P
< 0,05) com o numero da onda folicular em que ocorreu a POPP (r = - 0,91) e com o dia em

que ocorreu a POPP (r = - 0,93). Porém, o diametro do primeiro foliculo ovulatério ndo foi
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correlacionado com o periodo para a primeira elevacdo de P4 ap6s a ovulagdo, a duracdo da
primeira fase lGtea, nem com a concentracdo plasmatica maxima e média de P4 durante esta
primeira fase lutea.

Nenhuma das bufalas avaliadas neste trabalho apresentou estro precedendo a
primeira ovulacdo pos-parto (POPP) e 53,84% também ndo apresentaram na segunda
ovulagdo o que estd de acordo com o relatado por varios autores (Usmani et al., 1990;
Baruselli, 1992; Yindee, et al., 2011).

A POPP ocorreu mais tarde (P < 0,05; Tabela 1) nas primiparas (variacdo de 13
a 28 dias) do que nas pluriparas (variacdo de 08 a 19 dias). Entretanto esta diferenca ndo foi
observada por Presicce et al. (2005) em bufalas de rio da raca Mediterranea fora da estagéo
reprodutiva. Além disso, a POPP observada pelos citados autores foi um pouco mais tardia
(25,5 + 6,9 d, variacdo: 16 - 46 d vs 15,5 £ 1,3 d, variacdo: 8 a 20 d, primiparas e pluriparas,
respectivamente; P > 0,05), sendo a diferenga mais marcante nas primiparas.

A POPP no presente estudo também ocorreu mais cedo do que a observada em
bufalas Murrah (36,6 = 16,8 d, variacdo de 17 a 87 d) por Baruselli (1992), em Nili Ravi
(33,8+ 9,7 d) por Usmani et al. (2001) e em bufalas de pantano da raca Thai ( 39,81 + 3,38 d)
por Yindee et al. (2011). Esta diferenca pode estar relacionada a variagdo na metodologia
entre os estudos e a subespécie. Assim como neste trabalho, Presicce et al. (2005) e Yindee et
al. (2011) realizaram observacOes diarias através de ultrassonografia, ja nos demais trabalhos
o exame foi realizado por palpacdo retal e com menor frequéncia (duas vezes por semana).
Como os corpos luteos (CL) muitas vezes encontram-se inclusos no estroma ovariano € mais
dificil a percepcéo pela palpacéo retal, para confirmar a ovulagdo (Drost, 2007). Usmani et al.
(1990) observaram uma eficiéncia de 10 a 34% para observar CL no inicio da atividade luteal,
e ainda, o periodo durante o qual os CL palpaveis eram observados foi 2 a 3 dias mais curto
que o periodo de alta concentracdo de P4. Além disso, como foi verificado neste estudo, a
elevacdo de P4 pode durar tdo pouco tempo quanto 2 a 3 dias e a elevacdo pode ser de apenas
0,79 ng/mL e ndo 1 ng/mL como considerado por Usmani et al. (1990) para determinar um
CL funcional.

El Wishy (2007b), em reviséo, relata variagdo de 28 a 71 dias para POPP
observada por palpacdo retal e de 24 a 55 dias por dosagem de progesterona em bufalas de
rio, ja em buafalos de pantano a ovulagdo mais precoce relatada ¢ de 67 dias observada por
dosagem de P4.

O intervalo de tempo existente entre os estudos que relatam a primeira

ovulagcdo em bufalas de rio durante a estacdo de monta e este trabalho ¢é bastante grande, deste
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modo, além da variacdo de ambiente, a selecdo e melhoramento genético animal podem
também ter afetado esses resultados. Em bovinos da raga holandesa, Darwash et al. (1997a)
observaram que o intervalo parto-primeira ovulacdo é correlacionado positivamente com
intervalo parto primeiro estro, intervalo parto concep¢do, nimero de servigos por concepgao e
concepcao ao primeiro servico, medidas tradicionalmente utilizadas para avaliar a fertilidade.
Entretanto no presente trabalho ndo foram observadas correlagdes da POPP com o0s
parametros citados, as correlacbes observadas sdo apresentada na Figura 2. Além disso,
Darwash et al. (1997b) demonstraram que POPP em bovinos da raca holandesa apresenta
herdabilidade de 0,21 (P < 0,01) e repetibilidade de 0,26 (P < 0,001).

N® de ovulacdes até
PEPP

r=-0,60

N° da onda da
POPP
r=0,84

Diametro do FD no dia
anterior a POPP

r=-0093 P< 0,05

Figura 2 — Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) da primeira ovulagdo pds-parto
(POPP) com N° de ovulagdes até PEPP, PLD60, Diametro do FD no dia
anterior 8 POPP, PD7 e N° da onda da POPP observadas em bufalas da
raca Murrah. (P < 0,05).

Todas as bufalas tiveram uma ou duas ovulagdes e consequente fase lutea antes
da manifestacdo do primeiro estro pds-parto, sendo que as primiparas tiveram menor (P <
0,05) numero de ovulagdes antes da manifestacdo do primeiro estro (Tabela 1). Entre os
animais que tiveram a POPP na primeira onda folicular, 87,5% apresentaram uma segunda
ovulacéo antes do primeiro estro pos-parto. Todas as bufalas que tiveram a primeira ovulacao
na segunda onda folicular e uma que ovulou na primeira onda folicular manifestaram estro
precedendo a segunda ovulacao.

Entre os animais que tiveram duas ovulagdes antes do primeiro estro pos-parto,
85,71% apresentaram a segunda ovulagdo na segunda onda folicular e no restante na terceira

onda. Apenas uma primipara teve uma segunda fase lGtea antes do primeiro estro p6s-parto.
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O numero da onda folicular em que ocorreu o primeiro estro pds-parto foi
semelhante (P > 0,05) entre primiparas e pluriparas. Sendo que o primeiro estro pos-parto nas
primiparas ocorreu na segunda, terceira, quarta ou na quinta onda folicular. Enquanto que nas
pluriparas ocorreu somente na quarta ou na quinta onda folicular.

O diametro do foliculo dominante no dia do estro foi semelhante (P > 0,05)
entre primiparas e pluriparas (Tabela 1). N&o houve diferenca (P > 0,05) entre os didmetros
dos foliculos dominantes da primeira ovulacéo, da segunda ovulacdo e do primeiro estro pos-
parto, tendo em média 11,72 + 1,38 mm.

O numero de foliculos antrais < 3 mm observados diariamente durante o exame
ultrassonografico desde o 7° dia pds-parto até 40 dias pds-parto (média do primeiro estro pos-
parto das primiparas e pluriparas) esta representado na Figura 3. A média total (DP) de
foliculos < 3 mm ao longo deste periodo foi 5,60 + 1,32 nas primiparas e 5,52 + 1,31 foliculos

nas pluriparas (P > 0,05).
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Figura 3 - Média (DP) de foliculos antrais < 3 mm observados desde o 7° dia p6s-parto até o dia médio (40 d)
do primeiro estro pés-parto de bufalas Murrah primiparas e pluriparas.

5.3 Primeiro Estro Pés-Parto

O periodo médio para a manifestacdo do primeiro estro pos-parto (PEPP) foi
semelhante (P > 0,05) entre as primiparas (variacdo de 22 a 52 dias) e pluriparas (variagao de
36 a 59 dias) (Tabela 1). O PEPP precedeu a segunda ovulagdo em 80% das primiparas e em

25% das pluriparas e, nos demais animais precedeu a terceira ovulagdo pds-parto. A
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confirmacdo da ovulacdo pos-estro foi realizada por dosagem de progesterona e foi
confirmada em 92,31% das bdfalas.

O PEPP tem sido observado dentro de um periodo bastante variavel, o periodo
observado nas bufalas primiparas e pluriparas deste trabalho foi um dos mais curtos entre os
publicados. Em revisdes de literatura foi relatada variagdo de 44 a 190 dias (Vale & Ribeiro,
2005; El-Wishy, 2007b). No Brasil, foi observada média de 42,0 £ 8,8 d, em bufalas mesticas
(Vale et al., 1986) e 57,13 + 19,28 d, com variagdo de 24 a 100 d em bdfalas Murrah
(Baruselli, 1992) e no Paquistdo, em bdfalas Nili-Ravi foi observada uma média de 56,4 + 3,9
d (Usmani et al., 1985a).

Estas variagdes tem sido associadas a nutricdo (Baruselli, 1994), escore de
condicdo corporal ao parto (Ribeiro et al., 1997; Qureshi & Ahmad, 2008), sistema de
amamentacdo e de ordenha (Usmani et al., 1990), sistema de alojamento dos animais
(Abdalla, 2003), estacdo do ano (Perera et al., 1987; Bahga & Gangwar, 1988, Piapon et al.,
2002), presenca de infeccBes uterinas subclinicas (Usmani et al., 2001), presenca de macho
(Abdalla, 2003; Gokuldas et al., 2010), sistema de deteccédo de estro (Barkawi et al., 1998) e
entre bufalos de pantano e de rio (Vale & Ribeiro, 2005). Usmani et al. (1990) observaram
que bufalas ordenhadas sem bezerro ao pé apresentam o primeiro estro mais cedo do que as
que sdo ordenhadas com bezerro ao pé, tanto em bufalas paridas no outono (39,0 + 2,4 vs 60,7
+ 3,3 d), como no verdo (41,8 + 3,9.vs 75,9 +4,9d).

Dentre os fatores acima relatados somente o beneficio da auséncia de infec¢édo
subclinica ndo pode ser considerado para as bufalas deste trabalho, pois este ndo foi avaliado.
Quanto aos demais fatores (parto no outono, com bom ECC, ordenha sem bezerro ao pé,
mantido a pasto, presenca de macho, o qual também permitia uma boa deteccdo do estro por
tratar-se de rufido macho com desvio de pénis, com bucal marcador) todos foram favoraveis
para que o periodo parto-primeiro estro fosse curto.

Os parametros correlacionados observadas com PEPP séo apresentadas na
Figura 4. A correlacdo do PEPP com o PIU também foi observado por Perera et al. (1987).

O PEPP foi precedido por uma (53,85%) ou duas ovulacdes (46,15%) e as
primiparas tiveram um menor nimero (P < 0,05).de ovulagdes antes do PEPP. Na maioria das
bufalas (61,54%) o PEPP ocorreu ao final da 42 onda folicular e ao final da 5% onda (23,08%),

nos demais, somente primiparas, ocorreu ao final da 22 e 32 onda folicular.
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N° de ovulagdes
até PEPP
r=0,62;: P< 0,05

Didametrodo FL I
no dia PEPP
r=-0,64; P< 0,05
P4 no D7 % N°da onda
r=0,73; P<0,05 + folicular ao PEPP
+ r=0,92; P<0,05

Cortisol semana
anterior PEPP

PIU
r=0,70; P < 0,05

r=0,73; P< 0,01

Figura 4 — Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) do primeiro estro pés-parto
(PEPP) com N° de ovulages até PEPP, PIU, N° da onda folicular ao
PEPP, P4 no D7, Diametro do FL no dia do PEPP (P < 0,05) e Cortisol
na semana anterior PEPP (P < 0,01) observadas em bufalas a Murrah.

A manifestacdo do estro, neste trabalho, foi precedida em 84,62% dos animais
por uma fase lGtea de pelo menos 10 dias, independente se esta fase foi apos a primeira ou
segunda ovulacdo pds-parto. Isto estd de acordo com o observado no po6s- parto de bovinos
por Copelin et al. (1988), estes autores forneceram progestageno por 9 dias até dois dias antes
da inducdo da ovulacdo e verificaram uma maior producdo de estradiol e a manifestacdo do
estro nestes animais. Com isto demonstraram que a menor producdo de estrogeno nas
primeiras ovulagdes pos-parto esté relacionada a deficiéncia de P4 prévia (a auséncia da pré-
sensibilizagdo pela P4).

Entretanto, 15,38% das bufalas (todas primiparas) manifestaram o primeiro
estro (22 e 37 dias pos-parto) apés uma fase luteinica muito curta e com as mais baixas
concentragOes de P4 observadas neste trabalho. E ainda, estes estros foram seguidos por um
ciclo estral de duracgdo fisiologica (20 e 22 dias). A causa e relevancia fisioldgica disto ndo
estdo claras. No animal em que o primeiro estro aconteceu 22 dias p6s-parto pode-se pensar
que a acdo de pré-sensibilizacdo por P4 tenha sido exercida pela P4 gestacional, entretanto o
PEPP da outra primipara aconteceu 37 dias pds-parto, muito tarde para ter influencia da P4
gestacional.

Recentemente Roy e Prakash (2009) demonstraram que 0 comportamento
durante o estro em bdfalas € positivamente correlacionado com a concentragdo de estradiol e
de estrogenos totais, e estas concentracGes foram maiores e 0s sinais de estro mais intensos

quando foi fornecido um inibidor da prolactina (Norprolac) durante 10 dias antes da inducéo
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do estro no verdo. Além disso, em trabalho anterior (2007) estes mesmos autores observaram
uma correlagdo negativa da prolactina com a P4 durante o verdo, quando, devido ao estresse
caldrico, a prolactina esta aumentada em até 40 vezes. Deste modo, € possivel que a falta de
manifestacdo de estro na primeira ovulagédo esteja, em bubalinos, também relacionada com a
concentracdo de prolactina nas proximidades do parto. A manifestacdo do estro das duas
primiparas, citadas acima, com minima pré-sensibilizacdo por progesterona, também pode
estar relacionada com diferenca de concentracdo de prolactina entre primiparas e pluriparas
ou diferencas individuais. A influéncia deste horménio na manifestacdo do PEPP merece ser
investigada em futuros trabalhos.

E fato que a manifestacdo dos sinais de estro é dependente do estradiol, Pandey
et al. (2011) observaram uma correlacdo positiva entre o tamanho do foliculo ovulatério e a
concentracdo plasmatica de estradiol. Entretanto neste estudo néo foi observada diferenca no

didmetro dos foliculos ovulatérios em que a ovulacdo foi ou ndo precedida de sinais de estro.

5.4 Intervalo Parto-Concepc¢ao, Namero de Coberturas por Concepcéo e Taxa de Prenhez

Né&o foi observada diferenca (P > 0,05) no intervalo parto-concepgéo (IPC) e
no namero de coberturas por concep¢do (NCC) entre as primiparas e pluriparas (Tabela 1).

As correlacdes observadas com o IPC sdo apresentadas na Figura 5. A
correlacdo positiva entre o IPC e a duracdo da primeira fase lutea, continua mesmo quando

sdo excluidas da analise animais com fase lGtea muito longa.

Duracéio da primeira
fase liitea

Concentraciio maxima
de P4 na 1* fase liitea

r=0,73

Concentracio média
de P4 na 17 fase hitea

r=0,64 P< 0,05

Figura 5 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson (r) do intervalo parto-concepcéao
(IPC) com Duracdo da primeira fase litea, Concentracdo maxima de P4
na 12 fase lGtea, Concentracdo média de P4 na 12 fase litea e NCC (P <
0,05) em bdfalas da raga Murrah.
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A taxa de prenhez ao primeiro estro foi de 40% nas primiparas e de 25% nas
pluriparas. As primiparas que conceberam no primeiro estro tiveram uma ovulagdo anterior ao
estro, esta primeira ovulacdo ocorreu na segunda onda folicular e foi seguida de uma fase
lutea de duracdo média. Ja& as pluriparas tiveram duas ovulacdes antes do estro, a primeira
ovulagdo ocorreu na primeira onda folicular e foi seguida de uma fase luteinica curta; a
segunda ovulagdo foi na segunda onda folicular e foi seguida de uma fase luteinica média.

A taxa de prenhez ao final da estacdo foi de 100% nas primiparas e de 65% nas

pluriparas.

5.5 Avaliacdo Hormonal

No 7° dia pos-parto (D7), quando foram realizadas as primeiras observacoes,
todos os animais apresentavam concentracdo plasmética de progesterona abaixo de 0,4
ng/mL, o que segundo Paul e Prakash (2005) caracteriza uma fase ndo luteinica,
demonstrando que o CL gestacional ndo estava mais funcional. A concentracdo de P4 diminui
para concentracdo basal no dia do parto (Prakash & Madan, 1986), mantendo-se basal até a
primeira ovulacdo pods parto (Presicce et al., 2005; Yindee et al., 2011) quando inicia uma
gradual elevacgdo para valores médios de 0,78 ng/mL (Baruselli, 1992) ou acima de 0,7 ng/mL
(Jainudeen et al., 1983, Yindee et al., 2011).

No D7 a concentracdo de P4 basal (Tabela 2) foi menor (P < 0,01) nas
primiparas (variacdo 0,04 a 0,08 ng/mL) do que nas pluriparas (variacdo de 0,03 a 0,39
ng/mL). Entretanto, Presicce et al. (2005) ndo observaram diferenca entre primiparas e
pluriparas na concentracdo basal de P4 24 h ap6s o parto.

Tabela 2 - Média (desvio padrdo) de P4 basal (< 0,4 ng/ mL) no D7 pds-parto e no dia do
primeiro estro pos-parto de bufalas primiparas e pluriparas

Variaveis Prlml_paras Plurlf)aras
n=>5 n=38
Concentrag&o de P4 no D7 p6s-parto 0,06” (0,02) 0,19% (0,11)
(ng/mL)
Concentrac&o de P4 no dia do primeiro 0,09% (0,02) 0,22" (0,08)

estro pos-parto (ng/mL)

Médias seguidas de letras maiusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,01).
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A concentragdo de P4 no D7, considerando-se as correlagdes observadas com

varios parametros (Figura 6), afeta o desempenho reprodutivo de bufalas.

1% elevacdo de P4
pos POPP

Concentracio
maxima de P4 na 1*
fase litea

Periodo lhiteo total
antes PEPP

N° da onda ao PEPP Concentraciio média
de P4 na 17 fase hitea

r=0,88*
r =0,79*

P <005
P 0,01

Figura 6 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson (r) da concentracdo de progesterona
no 7° dia pds-parto (P4 no D7) com PLD60, Duracdo da 12 fase lutea,
Concentracdo maxima de P4 na 12 fase lGtea, Concentragdo média de P4
na 12 fase latea, PEPP, N° da onda ao PEPP, 12 elevacdo de P4 pos
POPP (P < 0,05) e Periodo Itteo total antes PEPP (P < 0,01) em bufalas
da raca Murrah.

O periodo entre o dia da POPP e o dia em que a concentracdo de P4 plasmatica
foi pela primeira vez > 0,7 ng/mL foi semelhante (P > 0,05) entre primiparas e pluriparas
(Tabela 3). Este periodo foi de 1 a 4 dias apds a primeira ovulacdo e de 1 a 3 dias apos a
segunda ovulagdo. Estes dados discordam dos relatados por Usmani et al. (1990) que
observaram aumento de P4 plasmatica 4 a 6 dias ap6s ovulagdo, precedida ou ndo de estro.
Porém, esses autores consideraram que houve aumento de P4 somente quando a concentracéo
atingiu valores iguais ou superiores a 1,0 ng/mL.

O periodo para que haja a elevacdo de P4 poés-ovulacdo € muito importante
para o desenvolvimento embrionario. Em bovinos foi estabelecido que foliculos que ovulam
menores iniciam a producdo de P4 mais tarde e foi demonstrado que isto ndo se deve ao
suporte de LH, ao grau de vascularizacéo e a capacidade estereoidogénica das células luteais
(Robinson et al., 2006). Entretanto, no presente trabalho ndo foi observada correlagdo entre o
periodo para a elevacdo de P4 ap0s a primeira ovulacdo e o diametro do foliculo ovulatério,

bem como com a duragdo da primeira fase litea. Mas, este periodo foi correlacionado
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negativamente (P < 0,05) com a concentracdo de P4 no D7 (r = - 0,91), com a PL60D (r = -
0,67), com o periodo para o PEPP (r = - 0,78); com o nimero da onda folicular do PEPP (r = -
0,90), com o numero de ovulagdes para PEPP (r = - 0,75) e com o periodo luteo total antes do
PEPP (r = - 0,64).

A duragdo da primeira fase luteinica foi similar (P > 0,05) entre primiparas e
pluriparas (Tabela 3) e apresentou varia¢do de 2 a 23 dias. Foi muito curta, curta, média e
longa em 53,85%, 7,69%, 30,77% e 7,69% das bufalas, respectivamente. As fases luteinicas
curtas tém sido amplamente relatadas (Usmani et al., 1985a; 1990; Baruselli, 1992, Chohan et
al., 1992; Abdalla, 2003) e esporadicamente tem sido observados animais com primeira fase
longa (Abdalla, 2003; Yindee et al., 2011). Entretanto, relatos de fases muito curtas ndo foram
encontrados, possivelmente devido a metodologia utilizada nos demais estudos.
Concentracbes de P4 médias tdo baixas (0,79 ng/mL) quanto as observadas em duas

primiparas foram relatados por Baruselli (1992) em animais de ciclos curtos.

Tabela 3 — Média (desvio padrdo) de variadveis relacionadas a primeira fase litea pds-parto de
bufalas primiparas e pluriparas

\Variaveis Prlml_paras Plurlf)aras
n=>5 n=_8
Primeira elevagdo de P4 (> 0,7 ng/mL) 3,40 (0,89) 2,88 (0,99)
apos a primeira ovulacao (dias)
Primeira elevagdo da P4 (> 0,7 ng/mL) 23,6% (7,40) 15,9° (3,87)
depois do parto (dias)
Duracdo da primeira fase lutea (dias) 7,00 (6,93) 8,63 (7,07)
Concentracdo maxima de P4 durante 1,97 (1,66) 2,15 (0,99)
primeira fase lutea (ng/ mL)
Concentracdo média de P4 durante 1,48 (0,91) 1,69 (0,60)
primeira fase lutea (ng/ mL)
N° de ondas foliculares com atresia durante 0,80 (0,84) 1,38 (0,74)
12 e 22 fase lUtea
Periodo ldteo total' (P4 > 0,7 ng/mL) antes
(P4 20,7 ng/mL.) 10,0 (7,45) 19,6 (9,52)

do primeiro estro pds-parto (dias)

Médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,05).

'Primeira fase lttea somada & segunda fase lttea pré-estro (quando esta existiu).

Exceto as duas primiparas que como relatado anteriormente manifestaram estro
apos fase lutea muito curta, as bdfalas com primeira fase litea muito curta e curta

apresentaram segunda fase lGtea com maior duracéo e maior concentracdo maxima e media do
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que a primeira, antes da manifestacdo do estro, concordando com o descrito por Baruselli
(1992) e Yindee et al. (2011) com relacdo as fases luteinicas curtas. Animais com a primeira
fase lutea longa também apresentaram uma segunda fase IGtea com maior concentracdo
méaxima e media de P4 do que a primeira e de duracdo média antes da manifestacao do estro.

Estas fases luteinicas curtas, com conseqliente ciclo estral curto, tem sido
objeto de muitos estudos. Copelin et al. (1988) determinaram, em bovinos, que a menor vida
de um CL e consequente menor duracdo da fase lGtea ndo estd associada a sua maior
sensibilidade a prostaglandina F2a, nem a um menor suporte luteotréfico pelo LH.

Zollers et al. (1993) demonstraram que a menor producgéo de estradiol por um
foliculo ovulatério em consequéncia da auséncia de P4 anterior, diminui a sintese de
receptores para P4 no endométrio, fazendo com que a dominancia uterina da P4 seja perdida
mais cedo propiciando o aumento dos receptores de ocitocina e consequiente luteolise precoce.

Entretanto Mann e Lamming (2000) demonstraram que na auséncia de P4 uma
alta concentracdo de estradiol é capaz de inibir os receptores de ocitocina no endomeétrio,
porém quando a concentracdo de estradiol esta baixa, ndo ocorre esta inibicao e os receptores
de ocitocina podem levar a uma luteolise precoce. Como o primeiro foliculo pré-ovulatério
pos-parto secreta menor quantidade de estradiol, esta quantidade ndo é suficiente para inibir
completamente os receptores de ocitocina e ocorre a luteélise precoce que origina os ciclos
curtos. Desta forma, segundo Mann e Lamming (2000) a lutedlise precoce ndo ocorre devido
a falta ou insuficiente acdo latea sobre o Utero e sim devido ao inadequado estimulo de
desenvolvimento deste hormdnio sobre o foliculo.

Neste trabalho foi observada correlagdo positiva entre a duragdo da primeira
fase lutea com a concentracdo maxima e média de P4 produzida durante esta fase. Estes
achados permitem deduzir que se o foliculo desenvolveu o suficiente para originar um corpo
luteo com maior capacidade funcional também produziu estradiol suficiente para induzir a
sintese de receptores de P4 no endométrio (Zollers et al., 1993) e/ ou inibir os receptores de
ocitocina (Mann e Lamming, 2000) evitando a lutedlise.

A importancia de uma concentracdo basal minima de P4 pds-parto para o
reinicio da atividade ovariana com ciclos de duracéo fisioldgica fica evidente observando-se
as correlacdes positivas da concentragdo basal de P4 no D7 com a duracdo da primeira fase
lutea, com a concentracdo maxima e com a concentracdo média de P4 na primeira fase lutea e
a correlagdo negativa com a primeira elevagao de P4 (> 0,7 ng/mL) apds a primeira ovulagao.

A presenca de um animal com primeira fase lGtea longa esta de acordo com o0s

relatos de Abdalla (2003) e Yindee et al. (2011) que observaram a ocorréncia esporadica
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destes casos. Apesar deste longo periodo sob acdo luteinica este animal antes de apresentar o
primeiro estro teve uma segunda fase lutea, esta com duragdo média. Este animal foi o que
teve a POPP mais precoce (D8) manteve o CL secretor por mais tempo (23 dias), entretanto a
concentracdo de P4 média foi de 1,28 (0,42) ng/mL, com variacdo ao longo do periodo entre
0,88 e 2,20 ng/mL (Figura 8C).

A concentracdo basal de P4 no dia do PEPP foi mais baixa (P < 0,01) nas
primiparas (variacdo de 0,07 a 0,12 ng/mL) do que nas pluriparas (variacdo de 0,14 a 0,34
ng/mL), assim como foi no D7 po6s-parto (Tabela 2).

Todavia, no presente trabalho ndo foi observada diferenca entre as primiparas e
pluriparas para a concentracdo maxima e média de P4 durante a primeira fase lutea. Quanto a
segunda fase lutea, ndo foi possivel verificar se houve diferenca, pois somente uma primipara
apresentou segunda ovulacdo antes do primeiro estro, mas os valores encontrados para este

animal foram similares aos das pluriparas (Tabela 4).

Tabela 4 — Média (desvio padrdo) de varidveis relacionadas a segunda fase lUtea pds parto,
antes da manifestacdo do primeiro estro pos-parto de budfalas primiparas e

pluriparas
Variaveis Prlml_paras PlurlParas
n=1 n=4

Segunda ovulacgao pos-parto (dias) 23,0 23,1

’ (2,63)
Numero da onda folicular em que 200 2,17
ocorreu a segunda ovulagéo ’ (0,41)
Diémetro do foliculo dominante no dia 115 12,8
anterior a segunda ovulagdo (mm) ’ (1,97)
Primeira elevagdo de P4 (> 0,7 ng/mL) 300 2,17
apos a segunda ovulagdo (dias) ’ (0,75)

< . . 14,7

Duracdo da segunda fase l0tea (dias) 15 (2,80)
Concentracdo maxima de P4 durante 412 4,77
segunda fase lutea (ng/mL) ’ (1,74)
Concentracdo media de P4 durante 292 3,08
segunda fase latea (ng/mL) ’ (1,11)

Embora seja citada uma relacdo entre o tamanho do foliculo pré ovulatério e a
capacidade do CL em produzir P4 (Pandey et al., 2011), isto ndo foi observado neste trabalho.
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E possivel que esta diferenca ndo tenha sido observada em razdo da diferenca de tamanho
entre os foliculos pré-ovulatdrios. Pandey et al. (2011) observaram em bufalas ciclicas que o0s
FL que originaram CL com maior capacidade de produzir P4 e consequentemente de manter
gestacdo mediam 14,1 + 0,3 mm enquanto que 0os com menor capacidade foram originados de
foliculos de 12,2 + 0,3 mm, ambos maiores que os primeiros foliculos ovulatérios pos-parto
deste trabalho.

Além disso, devido aos quatro diferentes padrdes de fase lutea observados
neste trabalno o namero de observacGes para cada padrdo ficou reduzido dificultando a
observacao de qualquer diferenca significativa neste contexto.

Quando a POPP ocorreu na primeira onda folicular a duracéo da primeira fase
lutea (P< 0,01) e a producéo de P4 (P < 0,05) foram menores do que quando a POPP ocorreu
na segunda onda folicular (Tabela 5). Em 10 animais a terceira onda folicular sofreu atresia

sob acdo luteinica, e em 3 destes animais a quarta onda também sofreu atresia.

Tabela 5 — Média (desvio padrdo) da duracdo da primeira fase litea e concentragdo maxima e
média de P4 (ng/mL) durante a primeira fase lUtea p6s-parto de acordo com a
onda (primeira ou segunda) em que ocorreu a primeira ovulacdo pos-parto em
bufalas da raca Murrah

Onda folicular da primeira ovulagdo pés-

N . parto
Primeira fase lutea Primeira Segunda
n==8 n=5

Duracéo (dias) 3,57% (1,72) 11,2” (5,45)
Concentracdo maxima de P4 b .
(ng/mL) 1,49” (0,55) 3,03% (1,45)
Concentracdo média de P4

¢ ' 1,29 (0,39) 2.14° (0,82)

(ng/mL)

Médias seguidas de letras minUsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,05).
Médias seguidas de letras maiusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,01).

Foi observada acentuada variagdo na primeira fase lutea, tanto na duragéo (de 2
a 23 dias), como na concentracdo plasmatica maxima e média de P4. Os animais com fase
lutea de duracdo média (11 a 18 dias), apresentaram concentracdo plasmatica de P4 maxima e
média acima de 3 ng/mL e 2 ng/mL, respectivamente. Os animais que tiveram a primeira fase
luteinica muito curta (2 a 5 dias), curta (6 a 10 dias) e longa (19 ou mais dias) tiveram

concentracdo de P4 mé&xima e média mais baixas do que os com fase lUtea média.
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Entre as bufalas que apresentaram a primeira fase luteinica muito curta, curta
ou longa, 88,89% teve a POPP na primeira onda folicular o restante foi na segunda onda
folicular. Todos os animais que apresentaram a primeira fase luteinica de duracdo média
tiveram a POPP na segunda onda folicular.

A manifestagdo do estro ocorreu precedendo a segunda ovulagédo em todos 0s
animais que tiveram a primeira fase luteinica de duragdo média (Figura 7 A) e em 22,28 %
das com primeira fase lutea muito curta (Figura 7 B), curta ou longa. Os demais animais com
primeira fase litea muito curta, curta ou longa ovularam uma segunda vez antes da
manifestacdo do PEPP (Figura 8 A, B e C). Entre estes animais que apresentaram duas fases
luteinicas pré-estro somente em 14,29% a segunda fase luteinica foi curta (10 dias; Figura 9),
com concentracdo maxima e média de P4 pouco abaixo de 3 ng/mL e 2 ng/mL,
respectivamente, nos demais foi de duracdo meédia. Foi observada correlacdo positiva (p <
0,01) entre a duracdo da primeira fase luteinica com a concentracdo méxima (r = 0,97) e
média (r = 0,99) de P4 na primeira fase lutea.

Todas as bufalas que ficaram prenhes (30,77% do total) no primeiro estro
apresentaram uma fase luteinica de média duracdo antes do PEPP, demonstrando a
importancia da pré-sensibilizacdo pela progesterona, para a manutencdo do corpo luteo por
tempo suficiente até que o embrido possa sinalizar e impedir a lutedlise.

N&o houve diferenca (P > 0,05) entre primiparas e pluriparas para a duracao da
primeira fase l(tea, a concentracdo plasmatica de P4 maxima e média da primeira fase IGtea,
bem como (P > 0,05) para o nimero de ondas foliculares com atresia folicular durante as
fases luteinicas (Tabela 3). O numero total de dias sob acdo de P4 (primeira mais a segunda
fase luteinica, quando presente; Tabela 3) foi correlacionado positivamente (P < 0,05) com o
dia do PEPP (r = 0,76) e com a PLD60 (r = 0,90).

Foi observada concentracdo plasmatica de P4 basal no PEPP nos dois grupos
(Tabela 2), contudo os valores encontrados nas primiparas foram menores do que nas
pluriparas (P < 0,01).

As concentracfes plasmaticas basais de FSH e de LH foram avaliadas a cada
48 horas a partir do D7 até o dia do PEPP. Somente em seis animais foi possivel observar o
perfil destes dois horménios, os quais estdo representados nas Figuras 7A, 8A, 8B e 9. Nos
demais animais a maioria das medi¢Ges encontravam-se abaixo da curva do RIE, como
observado nas Figuras 7B e 8C.

A realizacdo de um perfil hormonal basal de LH e FSH pos-parto foi

prejudicada pelo grande numero de medicdes abaixo da curva do RIE. N&o se pode afirmar se
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houve problema no protocolo de avaliagdo ou se realmente os perfis hormonais de LH e FSH
podem ser tdo baixos no pds-parto de alguns animais. Como o objetivo foi determinar a
concentracdo basal, os pulsos de secrecéo destes hormonios ndo foram determinados, para tal
as avaliacbes teriam que ser realizadas com maior freqiiéncia. E possivel que a liberacéo
destes horménios ocorra em momentos determinados e especificos para cada animal. Deste
modo 0 momento da coleta de sangue pode ter ocorrido pouco antes de um novo pulso, isto
justificaria a concentracdo basal muito baixa observada em alguns animais, e também poderia
justificar a variacdo na concentracdo basal entre os animais, onde em alguns a concentracao

de FSH foi maior do que a de LH (Figura 8 A) e em outros o contrério (Figura 9).
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Figura 7 — Perfil plasmético de progesterona, LH e FSH no puerpério de bufalas com uma fase ldtea antes da
manifestacdo do estro (A) Pluripara com uma fase lGtea média pré-estro; (B) Primipara com uma
fase litea muito curta pré-estro. DO = dia do parto; fase lGtea: muito curta = 2 a 5 dias; curta =6 a

10 dias; média = 11 a 18 dias e longa = 19 ou mais dias. *ovula(;éo, 1 ) involucéo uterina, * estro.
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Figura 8 — Perfil plasmatico de progesterona, LH e FSH no puerpério de bafalas com duas fases ldteas antes

da manifestacdo do estro (A) Primipara com uma fase litea muito curta e uma média pré-estro;
(B) Pluripara com uma fase litea curta e uma média pré-estro; (C) Pluripara com uma fase litea
longa e uma média pré-estro. DO = dia do parto; fase lGtea: muito curta =2 a 5 dias; curta =6 a 10

dias; média = 11 a 18 dias e longa = 19 ou mais dias. *ovula(;éo, 1 ) involucdo uterina, * estro.
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Nos animais em que se pode realizar os perfis de FSH e LH foi possivel

visualizar a elevacdo na concentragdo basal destes horménios precedendo as ovulagdes.
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Figura 9 — Perfil plasmético de progesterona, LH e FSH no puerpério de bifala com duas fases lUteas antes
da manifestacdo do estro, uma fase litea muito curta e uma fase litea curta pré-estro. DO = dia
do parto; fase Iutea: muito curta = 2 a 5 dias; curta = 6 a 10 dias; média = 11 a 18 dias e longa =

19 ou mais dias. *ovulagéo, 1 ) involucéo uterina, * estro.

A concentragdo plasmatica de cortisol e de insulina foram avaliadas na segunda
semana pos-parto (D7, D9, D11, onde DO = dia do parto) e na semana anterior ao PEPP (D-5,
D-3 e D-1, onde DO = dia do PEPP).

N&o foi observada diferenca (P > 0,05) entre primiparas e pluriparas para as
concentracfes plasmaticas médias de cortisol na segunda semana pos-parto (0,57 + 0,27 vs
0,90 + 0,45 pg/dL, respectivamente) e na semana anterior ao PEPP (0,54 + 0,39 vs 0,69 £
0,42 pg/dL, respectivamente).

A concentragdo plasmatica de cortisol na semana anterior ao PEPP foi
correlacionada positivamente com o PIU (r = 0,63; P < 0,05) o que pode estar relacionado ao
processo inflamatdrio existente durante a involugéo uterina.

A concentracdo de cortisol sérico ou plasmético tem sido utilizada para avaliar
0 grau de estresse dos animais domeésticos e a capacidade de adaptacdo a um determinado
estressor (Megahed et al., 2008), pois o estresse estimula o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
aumentando a concentracdo de cortisol (Martin & Crump, 2003). Considerando as

concentragOes de cortisol relatadas por Megahed et al. (2008) e Dimri et al. (2010) em bufalas
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durante o estresse caldrico e as concentragfes observadas neste trabalho, pode-se inferir que
0s animais deste trabalho néo estavam estressados.

Mesmo assim foi observada uma correlacdo positiva entre a concentracdo de
cortisol durante a semana anterior ao estro e a manifestacdo do PEPP (r = 0,73; P < 0,01).
Durante o estresse h4 uma reducdo na frequéncia e na amplitude dos pulsos de GnRH e de
LH, com essa reducdo, falta suporte gonadotréfico suficiente para o desenvolvimento do
foliculo o qual cresce mais lentamente, produz menos E2, ha atraso no pico de LH pre-
ovulatorio (Dobson & Smith, 2000) e uma reducdo da concentracdo de E2 durante o estro
(Megahed et al., 2008).

A concentracdo plasméatica de insulina foi similar (P > 0,05) entre as
primiparas e pluriparas na segunda semana pos-parto (9,42 + 1,98 vs 10,18 + 0,94 uUI/mL,
respectivamente) e na semana anterior ao PEPP (9,48 + 1,44 vs 9,42 + 1,07 pUl/mL,
respectivamente). Nao foram observadas correlagdes (P > 0,05) com PIU, POPP, PEPP, Peso
D7, Peso estro e PL60D.

A concentracdo plasmatica de insulina foi semelhante (P > 0,05) para as
primiparas e pluriparas. Deve-se ressaltar que apesar das necessidades nutricionais destas
duas categorias serem diversas, 0s animais apresentaram durante todo o periodo experimental
ECC entre 3 e 4, 0 que ¢é adequado para animais em reproducéo (Baruselli, 1999), o que pode

justificar a concentracdo de insulina semelhante nas duas categorias.

5.6 Peso, ECC e Producdo de leite

No 7° dia pds-parto contatou-se peso corporal (PD7) menor (P < 0,05) nas
primiparas do que nas pluriparas (Tabela 6). Houve perda (P < 0,01) gradual de peso corporal
em todos os animais do D7 até o dia do primeiro estro pds-parto (PDEstro), contudo o
percentual de perda de peso foi igual (P > 0,05) para os dois grupos.

O ECC foi similar (P > 0,05) para as primiparas e pluriparas durante todo o
experimento (Tabela 6), mas houve diminuicdo (P < 0,01) da condigdo corporal do D7 até o
dia do primeiro estro pos-parto.

A producdo de leite foi avaliada exclusivamente nos primeiros 60 dias de
lactacdo, periodo em que esta produgdo poderia afetar os resultados reprodutivos até o
primeiro estro. A producdo de leite média diaria nos primeiros 60 dias de lactacdo (PLD60)

foi menor (P < 0,01) nas primiparas do que nas pluriparas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Média (desvio padrdo) do peso e do escore de condicdo corporal no 7° dia pds-
parto e no dia do estro, e da producdo de leite média nos primeiros 60 dias de
lactacdo de bufalas da raca Murrah primiparas e pluriparas

Variaveis Priml'_paras Plurl'f)aras
n=5 n==8
Peso no D7* (kg) 486,8" (37,63) 577,7%(68,7)
Peso no estro (kg) 450,60° (35,2) 533,6°(68,7)
Perda de peso do D7 até o estro (%) 7,44 7,64
Escore de condicéo corporal no D7t 3,80 (0,27) 3,94 (0,18)
Escore de condicéo corporal no estro 3,20 (0,27) 3,25 (0,27)
PLD60? (kg/dia) 4,56 (0,44) 6,02" (0,96)

Médias seguidas de letras minGsculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,05).
Médias seguidas de letras maiusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo Teste Exato de Fischer (P < 0,01).

D7 — sétimo dia pés-parto (DO = dia do parto).

PLD60 — Producdo média diaria de leite nos primeiros 60 dias de lactaco.

As correlacbes observadas com a producdo de leite nos primeiros 60 dias de

lactacdo (Figura 10) demonstram a influencia do metabolismo e estado nutricional na

reproducdo de bufalas.
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Figura 10 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson (r) da producdo de leite até os 60 dias de

lactacdo (PLD60) com PD7, PDEstro, P4 no D7, N° da onda do PEPP, Periodo
lateo total antes PEPP, P4 no PEPP, N° de ovulagcGes até PEPP, POPP, 12 elevacao
de P4 ap6s POPP, FL no dia do PEPP (P < 0,05) em bufalas da ragca Murrah.



67

O réapido retorno a atividade ciclica reprodutiva, o intervalo parto concepgéo, nimero
de coberturas por concepcdo e taxa de prenhez ao final da estacdo reprodutiva dos animais
deste experimento demonstram a adaptacdo desta espécie as condi¢des ambientais permitindo

uma boa produtividade.



6 CONCLUSOES

A avaliacdo do puerpério de bafalas Murrah criadas a pasto, na regido Centro-
Oeste Brasileira, demonstrou que estes animais apresentam um rapido retorno da atividade
dos drgdos reprodutores ((tero e ovarios).

O desenvolvimento folicular no pds-parto € caracterizado por ondas foliculares
e a primeira ovulacdo pds-parto acontece na primeira ou segunda onda folicular. Quando a
ovulagéo ocorre na segunda onda folicular, a duragdo e a producdo de P4 da primeira fase
lUtea pos parto é maior do que quando ocorre na primeira onda folicular.

A concentracdo basal de P4 no D7 é importante para o retorno da atividade
ovariana com ciclos de duracdo regular. A concentracdo de P4 basal € menor nas primiparas
do que nas pluriparas.

A primeira ovulagdo ap6s o parto ndo é precedida de sinais de estro e ocorre
mais cedo nas pluriparas do que nas primiparas. E seguida por uma fase luteinica de durac&o
muito variavel entre os animais, podendo durar desde 2 até 23 dias.

A primeira fase ltea pode ter a duragdo de apenas 2 dias e ser o suficiente para
que a proxima ovulacéo seja precedida de estro.

O perfil hormonal de LH e FSH é bastante variavel entre os animais, entretanto
é possivel observar a maior concentracdo destes horménios precedendo as ovulagdes.

A concentracdo de cortisol e de insulina na segunda semana pés-parto e na
semana anterior ao estro é semelhante nas primiparas e pluriparas.

A producdo de leite e 0 peso corporal no pos-parto estdo correlacionados com

diversos pardmetros reprodutivos indicando a sua influéncia sobre a reproducao.
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CAPITULO 3

DESEMPENHO REPRODUTIVO E PRODUTIVO DE FEMEAS BUBALINAS DA
RACA MURRAH SUBMETIDAS A MANIPULACAO GINECOLOGICA PARA
PESQUISA



1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em bufalas Murrah, a interferéncia da
manipulacdo diaria dos animais para exame ginecoldgico em parametros reprodutivos e
produtivos. Vinte e quatro bufalas, paridas no outono, ordenhadas uma vez ao dia, mantidas a
pasto foram distribuidas em dois grupos: Pesquisa (GP; n = 13); e Controle (GC; n = 11). As
fémeas do GP, apds a ordenha, foram diariamente, desde o 7° dia pos-parto até o primeiro
estro e cobertura, conduzidas até o curral e submetidas a exame ginecoldgico e coleta de
sangue. Os animais do GC eram liberados para o pasto ap0s a ordenha. O estro foi observado
com auxilio de um rufido e o acasalamento foi por monta controlada. A producdo de leite foi
mensurada semanalmente e o diagnostico de prenhez foi realizado por palpacéo retal, 40 a 50
dias apds a cobertura. O GP apresentou intervalo parto-primeiro estro menor (40,4 + 9,0 dias)
que o GC (59,2 + 24,4 dias; P < 0,05). Nao foi observada diferenca no intervalo parto-
concepcao e na taxa de prenhez ao final da estacdo (61,2 £ 21,3 dias e 86,0% GP; 71,2 + 30,4
dias e 91,0% GC, respectivamente; P>0,05), bem como na producdo de leite. O nimero de
coberturas por concepc¢do foi maior no GP (2,1 + 0,9) do que no GC (1,5 + 0,5; P < 0,05).
Conclui-se que a manipulacdo diaria dos animais para pesquisa empregada neste experimento
afeta alguns parametros reprodutivos, comprometendo o nimero de coberturas por concepcao,
mas ndo compromete o intervalo parto-concepcdo, a taxa de prenhez ao final da estacdo e a

producdo leiteira considerando-se o sistema de manejo e niveis de producdo do experimento.

PALAVRAS-CHAVE: bufalo, exame ginecologico, leite, pesquisa, reproducéo.



2 ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in Murrah buffaloes the interference of daily
handling for gynecological exam on reproductive and productive parameters. Twenty-four
buffaloes, which have calved in the fall, milked once a day, kept on pasture were divided into
two groups: Research (RG; n = 13) and Control (CG; n = 11). The RG female, after milking,
were daily from the 7th day postpartum to first estrus and breeding day, led to the corral and
submitted to gynecological examination and blood collection. The CG animals were released
to pasture after milking. Estrus was observed with the aid of a bull teaser with chin-ball
marker and breeding was natural mating. Milk production was measured weekly and
pregnancy diagnosis was performed by rectal palpation, 40-50 days after mating. The RG had
calving-first estrus interval smaller (40.4 = 9.0 days) than the CG (59.2 + 24.4 days; P < 0.05).
There was no difference in calving-conception interval and pregnancy rate at the end of the
season (61.2 £ 21.3 days and 86.0% RG; 71.2 + 30.4 days and 91.0% CG, respectively; P >
0.05), as well as in milk production. The number of mating per conception was higher in the
RG (2.1 £ 0.9) than in the CG (1.5 £ 0.5; P < 0.05). It is concluded that the daily handling of
animals used for research in this experiment affects some reproductive parameters, affecting
the number of matings per conception, but does not compromise the calving-conception
interval nor the pregnancy rate at the end of the season and milk production considering the

system of management and production levels of the experiment.

KEY-WORDS: buffalo, gynecological exam, milk, research, reproduction.



3 INTRODUCAO

Os bafalos de rio (Bubalus bubalis fluviatilis ou bubalis; 2n = 50
cromossomos) sdo uma fonte viavel de producgéo de proteina de origem animal, cada vez mais
procurada pelo consumidor. Na atualidade, o buafalo (Bubalus bubalis) € considerado um
animal que apresenta boas aptidGes e facil adaptacdo em diferentes regibes do mundo
(Shalash, 1994). Estes animais tém sido criados com o proposito principal de producdo de
leite como também, para producdo de carne e trabalho e estdo presentes em todos o0s
continentes (Paul & Lal, 2010).

Esta espécie tem despertado a atencdo de criadores, consumidores e
pesquisadores, ndo s6 nas regides onde sao tradicionalmente criados, mas também em outras
areas, aumentando o interesse pela criacdo e pela melhoria no desempenho produtivo e
reprodutivo. Alguns estudos realizados no Brasil (Baruselli, 1994 e Vale & Ribeiro, 2005)
demonstram a adaptacdo desta espécie as condi¢cdes ambientais brasileiras e que como
qualquer espécie animal necessita de selecdo e manejo adequado.

A obtencdo de indices reprodutivos elevados € necessaria para que haja uma
boa rentabilidade na producdo e para isso o conhecimento da fisiologia reprodutiva da espécie
é de fundamental importancia, este conhecimento também é fundamental para 0 emprego das
biotecnologias da reproducdo. Em muitos casos, para a realizacdo de pesquisas no ambito
reprodutivo faz-se necessario manipular os animais com freqiiéncia diaria, o que pode afetar
os indices reprodutivos e/ou produtivos.

No Brasil, muitas vezes as pesquisas sdo realizadas em propriedades
comerciais em parceria com 0s produtores rurais. Nestes casos 0s indices do grupo
experimental e do grupo controle sdo passiveis de serem influenciados pelo estresse
provocado pela manipulacdo dos animais. Isto porque normalmente o0s animais do
experimento que fazem parte do grupo controle recebem o mesmo tipo de manejo

experimental que recebe o grupo testado (efeito placebo). Deste modo fica dificil avaliar o
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grau de interferéncia da manipulagdo nos resultados reprodutivos e produtivos. Assim
atividades de pesquisa em parceria com criadores podem ser limitadas por falta de
informacdes mais acuradas sobre a interferéncia do experimento na producéo de seus animais.
H4, entdo, a necessidade de saber o quanto a manipulagéo por si s6 pode afetar 0 desempenho
animal.

O objetivo deste trabalho foi avaliar em fémeas bubalinas da raga Murrah a
interferéncia da manipulacdo ginecoldgica diaria e da venopuncdo em pardmetros
reprodutivos e produtivos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Local do Experimento

Foram utilizadas 24 bufalas Murrah que tiveram partos eutécicos durante o
outono, com escores de condicao corporal entre 3,5 e 4,0 (1 = muito magra, 5 = muito gorda)
e separadas dos bezerros 24 h apds o parto. As bufalas foram mantidas em um mesmo pasto e
suplementadas com sal mineral antes e ap6s o parto, durante toda a lactacdo, O experimento
foi realizado na Fazenda Experimental Lagoa Bonita da UPIS Faculdades Integradas, em
Planaltina, DF (15°34' S de latitude e 47°43" W de longitude e altitude de 1005 m), no Centro-
oeste brasileiro. A regido apresenta bioma Cerrado, clima tropical de altitude, com verdo
umido e chuvoso, e inverno seco (umidade relativo de 20% ou menos) e frio; estacdo seca de
maio a setembro (10 a 15% da precipitagdo anual) e chuvosa de outubro a abril, com
temperatura média anual de 21 °C.

Este trabalho foi realizado em parceria entre a Universidade de Brasilia,
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Faculdades Integradas da UPIS. O
experimento foi realizado no Setor de Bubalinocultura da Fazenda Lagoa Bonita — Faculdades
Integradas da UPIS, em Planaltina.

4.2 Desenho Experimental

As bufalas foram distribuidas em dois grupos: Grupo Pesquisa (GP; n = 13); e
Grupo Controle (GC; n = 11). As bufalas do GP foram conduzidas diariamente, apos a
ordenha, desde o 7° dia pds-parto até a manifestacdo do primeiro estro e acasalamento, até o
curral de manejo, onde permaneceram em média por 3 horas e foram submetidas a exame
ginecologico (palpagdo retal e ultrassonografia transretal) no tronco de contengdo. Para
diminuir o estresse, foram oferecidas 200 g de concentrado comercial com 20% de proteina
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em um cocho no chao, a frente do animal, durante a palpacéo retal e exame ultrassonografico.
A cada 24 ou 48 horas, antes do exame ginecoldgico, foram coletadas amostras de sangue por
venopuncado da jugular. As bufalas do GC foram liberadas para o pasto ap6s a ordenha sem

sofrer nenhum tipo de manipulacéo.

4.3 Ordenha

Os animais foram ordenhados uma vez ao dia, com ordenhadeira mecanica
(Sistema Espinha de Peixe, GEA Westfalia Surge do Brasil, Gea Farm Technologies do
Brasil, Industria e Comércio de Equipamentos Agricolas e Pecuérios Ltda, Jaguariuna,SP),
sem bezerro ao pé, junto com os demais animais do rebanho. O leite produzido foi mensurado
uma vez por semana (Mark 5 Milk Meter, Waikato Milking Systems NZ Ltd, Hamilton, New
Zealand).

4.4 Deteccdo de Estro, Cobertura e Diagndstico de Gestagdo

A deteccdo do estro foi realizada com auxilio de rufido com desvio lateral do
pénis utilizando bucal marcador, mantido durante todo o periodo experimental com as
bufalas. As observac6es foram realizadas duas vezes por dia, com intervalos de 12 h.

A partir da manifestacdo do primeiro estro as fémeas foram acasaladas por um
mesmo touro, de fertilidade comprovada, por até 3 estros, utilizando-se o sistema de monta
natural controlada. O diagndstico de gestacéo foi realizado por palpacédo retal 40-50 dias ap6s

a monta.

4.5 Analise Estatistica

Foi realizada Analise de Variancia e Teste Exato de Fisher para analisar as
diferencas entre 0s grupos para intervalo entre o parto e o0 primeiro estro pos-parto, o intervalo
entre o parto e a concepgdo, 0 numero de coberturas por concepcdo e a producdo média de
leite diaria e total da lactacdo. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o
software STATISTICA versdo 7 (Statsoft, 2004).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro estro apos o parto foi mais precoce (P < 0,05) nos animais do GP do que
no GC (Tabela 1), no entanto o intervalo parto primeiro estro dos dois grupos esta dentro das
médias relatadas em outros estudos com bufalos de rio (Usmani et al., 1990; Baruselli, 1992;
Abdalla, 2003). Honparkhe et al. (2008) testaram a massagem ovariana em dias alternados,
durante 25 dias para estimular a atividade ovariana em bufalas ha mais de 60 dias em anestro,
e ndo tiveram sucesso. No presente trabalho a manipulacdo do trato reprodutivo, iniciou bem
mais cedo, quando ainda ndo havia se estabelecido um quadro de anestro e ndo se restringiu
aos ovarios, pois a manipulacdo ndo tinha como objetivo massagear 0s ovarios e sim examinar
tero e ovarios. Em bovinos, é citado o efeito benéfico de uma massagem uterina e ovariana
por 2 a 3 minutos em vacas que estdo em anestro por mais de 60 dias, entretanto 0 mecanismo
pelo qual a massagem estimula o reinicio da atividade ovariana ndo est4 claramente entendido
(Mwaanga et al., 2004).

O fornecimento de 200 g de concentrado (40 g de PB) com o objetivo de
diminuir o estresse dos animais do GP pode ter afetado o reinicio da atividade ovariana, muito
embora em termos nutricionais esta quantidade € minima quando se compara as necessidades
destes animais. Segundo Paul & Lal (2010) uma bdfala no inicio da lactacdo necessita para

mantenca de 3,20 g de proteina digestivel por kg metabélico (P®"

) e mais 53 g/ kg de leite
produzido. E ainda, apesar do concentrado ter sido ofertado diariamente durante o exame
ginecoldgico, o consumo nao foi regular, havendo uma grande variagdo entre os animais, ndo
sendo possivel estabelecer nenhum padréo de comportamento e consequente influencia sobre
0s parametros avaliados.

O intervalo parto concepcdo do GP e do GC (Tabela 1) ndo diferiram (P >
0,05), embora que para isto acontecer o GP necessitou de um namero maior de coberturas (P

< 0,05), o que deve ser considerado ao realizar este tipo de trabalho de pesquisa evitando-se a



83

cobertura ou utilizando-se sémen de menor valor comercial, no estro em que o animal e o

aparelho reprodutor for muito manipulado e/ou muito precoce.

Tabela 1 — Média (desvio padrdo) das variaveis reprodutivas e produtivas avaliadas em
bufalas da raca Murrah submetidas ou ndo a manipulacdo para pesquisa (Grupo
Pesquisa e Grupo Controle)

Variaveis Grupo_Pesqwsa Grupo _Controle
n=13 n=11

Intervalo parto-1° estro a b
(dias)* 40,4° (9,0) 59,2" (24,4)
Intervalo parto-concepgéo
(dlias)* 61,2 (21,3) 71,2 (30,4)
N° coberturas/concepcéo™ 2,12 (0,9) 1,5° (0,5)
Producdo média de leite
Producéo total de leite
(kg/an/lactacio)* 1263,4 (290,0) 12849 (342,4)
Producéo total de leite
ajustada para 270d 1040,4 (190,2) 11445 (186,9)
(kg/an/lactagdo)*

Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste t de Student (P < 0,05).

A taxa de prenhez ao final da estacdo foi de 86% para 0 GP e de 91% para o
GC e foi acima de 85%, com intervalos entre partos de 12 a 14 meses, reportada para esta
espécie em rebanhos bem manejados com suplementacdo alimentar por Vale (2002).

A producdo de leite dos dois grupos ndo foi alta, no Brasil existe relato de
producdo individual de até 5.142 kg de leite por lactacdo (Bernardes, 2007) e médias de
rebanho de 2.130,8 + 535,6 kg/lactacdo (Sampaio Neto et al., 2001) e de média ajustada para
270 dias de 1.635,1 kg/lactacdo (Silva et al., 2010).

O estresse provocado pela manipulacdo e contencdo dos animais, assim como a
diminuicdo do tempo de pastejo diario, devido a permanéncia no curral por aproximadamente
3 horas diarias, por um periodo médio de 40 dias, ndo interferiram na producdo de leite
(Tabela 1). Isto indica que os animais tiveram tempo de pastejo suficiente para a ingestao de
alimentos, o que é justificavel por ter sido utilizada uma Unica ordenha diéria e a producéo de
leite ndo ser alta e que a pequena quantidade de concentrado fornecida durante o exame
ginecologico pode ter sido suficiente para compensar o0 estresse provocado e/ ou compensar 0

menor tempo de pastejo.



6 CONCLUSOES

A manipulacdo diaria dos animais para pesquisa empregada neste experimento
afeta alguns parametros reprodutivos de budfalas Murrah diminuindo o intervalo parto-
primeiro estro e aumentando o nimero de servicos por concepcao, mas nao afeta o intervalo
parto-concepc¢do e a producdo leiteira destes animais considerando-se o sistema e niveis de

producdo do experimento.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS



CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve o propdsito de caracterizar o periodo pds-parto de bufalas de
rio, durante a estacdo reprodutiva com o uso de ultrassonografia. J& era conhecido que o
desenvolvimento folicular pos-parto ocorre em ondas foliculares, que a primeira e algumas
vezes a segunda ovulacdo acontecem sem sinais de estro e que a maioria das primeiras fases
luteinicas sdo curtas e com menor concentracdo de P4. Entretanto, nesse trabalho, verificou-se
que a primeira ovulagdo ocorre mais cedo e observa-se que a fase lutea pode ser ainda mais
curta (2 a 3 dias), com concentracdo maxima e media de P4 ndo chegando a 1 ng/mL, mas € o
suficiente para permitir que a proxima ovulacdo seja precedida de sinais de estro, talvez
devido a pré-sensibilizacdo fornecida pela P4 durante a gestagdo. Também se pode observar
que a concentragdo basal de P4 das primiparas, tendo-se como base o D7 e o dia do PEPP, é
menor do que a das pluriparas e que esta correlacionada com diversas varidveis reprodutivas.

O rapido retorno a atividade ciclica reprodutiva dos animais deste experimento
demonstra a adaptacdo desta espécie as condi¢fes ambientais da regido Centro-oeste brasileira
0 que pode levar a uma boa produtividade.

O periodo poés-parto de bdfalas é bastante semelhante entre as primiparas e
pluriparas, permitindo o mesmo intervalo parto-concepcdo. Entretanto, existe variacao
individual do perfil hormonal de bufalas Murrah.

A manipulacdo diaria dos animais para pesquisa empregada neste experimento
afeta alguns par@metros reprodutivos, mas sem comprometer o desempenho reprodutivo final
e a producdo de leite considerando-se o sistema e niveis de producdo do experimento. Este
resultado favorece a possibilidade de parcerias futuras com produtores rurais e instituicdes de

pesquisa, com a finalidade de desenvolver projetos de pesquisa em propriedade rurais.



