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RESUMO

Este estudo avaliou o didmetro folicular no dia da inseminagao ¢ a taxa de prenhez em bufalas submetidas a trés
indutores de ovulagdo: GnRH, benzoato de estradiol (BE) e cipionato de estradiol (CE), este ultimo aplicado no
nono dia do protocolo hormonal. O objetivo foi identificar a alternativa mais eficiente para a reprodugdo em
bufalas. Foram utilizadas 69 bufalas da raga Murrah, avaliadas reprodutivamente e divididas em trés grupos, cada
um com protocolo distinto de sincronizacao da ovulagdo. A inseminagao artificial foi realizada no 12° dia (GnRH
e BE) e no 11° dia (CE), com mensuragdo do didmetro folicular por ultrassonografia. O diagndstico de gestacao
foi feito 30 dias apos a IATF. As andlises estatisticas foram realizadas no software R. Utilizou-se o teste t de
Student pareado (p<0,05) para o didmetro folicular e o teste do qui-quadrado (p>0,05) para a taxa de prenhez. As
médias dos diametros foliculares e taxas de prenhez foram: 7,77+2,40mm e 29,41% (CE); 9,77£2,35mm e 30,76%
(BE); 9,70+£2,48mm e 34,61% (GnRH). Nao houve diferenca significativa na taxa de prenhez entre os grupos, mas
BE e GnRH apresentaram maior didmetro folicular que o CE. Conclui-se que os trés indutores sdo viaveis em
protocolos de sincronizagdo para IATF em bufalas.

Palavras-chave: Bufalas, protocolo, indutores de ovulagao, IATF.

ABSTRACT

This study evaluated follicular diameter on the day of insemination and pregnancy rate in buffaloes subjected to
three ovulation inducers: GnRH, estradiol benzoate (EB), and estradiol cypionate (EC), the latter administered
on the ninth day of the hormonal protocol. The objective was to identify the most efficient alternative for buffalo
reproduction. A total of 69 Murrah buffaloes were used, reproductively evaluated and divided into three groups,
each subjected to a distinct ovulation-synchronization protocol. Artificial insemination was performed on day 12
(GnRH and EB) and day 11 (EC), with follicular diameter measured by ultrasonography. Pregnancy diagnosis
was conducted 30 days after FTAL Statistical analyses were performed using R software. A paired Student’s t-test
(p<0.05) was used to compare follicular diameters, and a chi-square test (p>0.05) was used for pregnancy rates.
Mean follicular diameters and pregnancy rates were: 7.77+2.40mm and 29.41% (EC); 9.77+2.35mm and 30.76%
(EB); 9.70+2.48mm and 34.61% (GnRH). No significant difference was found in pregnancy rates among groups,
but EB and GnRH showed larger follicular diameters compared to EC. It is concluded that the et three inducers
are viable options in FTAI synchronization protocols in buffaloes.

Keywords: Buffaloes, protocol, ovulation inducers, TAL

INTRODUCAO

A inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) ¢é uma estratégia que proporciona a
redu¢do do intervalo entre partos (IEP), o diagndstico precoce de gestagdo e uma
ressincronizacao imediata (PUGLIESI ef al., 2009). Além disso, o uso de hormdnios exdgenos
em fémeas bubalinas, tem se mostrado eficaz na inducao da ciclicidade e na sincronizacao da
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ovulacdo, favorecendo melhores taxas reprodutivas (BARUSELLI, 2001; BARUSELLI et al.,
2007; CARVALHO et al., 2016).

Entre os hormdnios utilizados na sincronizagdo de fémeas para inseminagao artificial
em tempo fixo (IATF), as gonadotrofinas, como o hormoénio foliculo-estimulante (FSH), o
hormonio luteinizante (LH) e as gonadotrofinas exdgenas, como a gonadotrofina coridnica
equina (eCG/PMSQG) e a gonadotrofina coridnica humana (hCG), desempenham papel essencial
na estimula¢do e manuteng¢ao do crescimento do foliculo dominante, favorecendo a ovulagao e,
consequentemente, elevando as taxas de concepg¢do e gestagdo. Essa abordagem ¢
especialmente benéfica para fémeas em anestro, tanto vacas quanto novilhas (CARVALHO et
al., 2017). Os protocolos baseados em progesterona incluem a inser¢do de dispositivos
intravaginais associados a administragdo de estradiol no inicio do ciclo estral. Apos nove dias, o
dispositivo ¢ removido e ¢ aplicada a prostaglandina (PGF2a) e gonadotrofina coridnica equina
(eCQ), seguidas da administracdo de hormodnio liberador de gonadotrofina (GnRH) para
inducdo da ovulagao e realizacao da IATF (BARUSELLI et al., 2007).

Os protocolos de sincronizagao do estro e da ovulagao geralmente incluem GnRH, LH
ou ésteres de estradiol, que regulam o crescimento folicular ovariano e sincronizam a ovulagao.
Nas bufalas, a administragdo de GnRH induz a ovulacdo em aproximadamente 80% das fémeas,
o que é considerado um indice satisfatorio para a sincronizagdo da ovulagio na IATF (BO et
al., 2018). O benzoato de estradiol (EB) também tem sido utilizado nos protocolos de
inseminagao artificial em tempo fixo, presentando vantagens em rela¢do ao GnRH, como menor
custo, facilidade na programacao dos tratamentos e maior tonus uterino, facilitando a
inseminagdo (NEGLIA et al., 2008; MIRMAHMOUDI et al., 2014).

Evidéncias indicam que o benzoato de estradiol (EB) promove uma liberagdo mais
intensa de LH em bufalas, tornando-se uma alternativa viavel para o controle do crescimento
folicular e a inducdo da ovulacdo na IATF (THATCHER et al., 1996; BARUSELLI et al.,
2009;SA FILHO et al., 2009; SALES et al., 2012; MOHAN e PRAKASH, 2010; JACOMINI
et al., 2014; MIRMAHMOUDI et al., 2014). O cipionato de estradiol (CE) também tem sido
utilizado como indutor de ovulagdo em protocolo de trés manejos em bufalas de varzea
(WEILLER et al., 2021)

Assim, este estudo teve como objetivo analisar os principais protocolos hormonais
utilizados na sincronizagdo da ovulagao e no manejo reprodutivo de bufalas, destacando suas
vantagens e limitagdes. Além disso, busca-se contribuir para a melhoria das taxas de concepgao
e promover o desenvolvimento da biotecnologia da reproducao.

MATERIAL E METODOS

Animais e local de estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Univeridade Federal Rural da Amazonia, sob o protocolo n° 066/2016 do CEUA e
23084.019476/2016-11 — UFRA. O experimento foi conduzido em duas propriedades rurais
situadas em diferentes localidades: Fazenda Paraiso, localizada na zona rural de Abaetetuba,
no estado do Pard, Brasil, e Fazenda Espirito Santo, situada no Distrito do Aporema, no estado
do Amap4, Brasil. Foram selecionadas 69 bufalas multiparas (Bubalus bubalis) da raca Murrah
para o experimento.
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Os animais foram identificados, submetidos a exame ginecoldgico, inspecdo e
avaliagdo geral e, posteriormente, separados por lotes e distribuidos em trés grupos, de acordo
com suas respectivas localidades. Dois grupos, compostos por 26 fémeas cada, pertenciam a
Fazenda Espirito Santo, enquanto um grupo, com 17 fémeas, pertencia a Fazenda Paraiso,
localizada no municipio de Abaetetuba. As bufalas pertenciam a diferentes categorias
produtivas da bubalinocultura, abrangendo animais destinados a producao de leite, de carne e a
reprodugdo. Todas eram criadas em regime extensivo, em pastagens nativas do género
Brachiaria, sendo o mesmo tipo de pastagem presente em ambas as propriedades.Em ambas as
propriedades, os animais tiveram acesso a dgua e ao suplemento mineral ad libitum.

Durante a etapa de sele¢@o, os animais foram submetidos a exames ginecoldgicos por
meio de palpacdo retal e ultrassonografia transretal, utilizando um ultrassom veterinario DP- 10
Vet Power Mindray, equipado com transdutor linear, com o objetivo de identificar problemas
reprodutivos e determinar a ciclicidade dos animais, excluindo os invidveis para o experimento.

Além disso, as bufalas foram classificadas quanto ao escore de condi¢do corporal
(ECC), utilizando-se uma escala de 1 a 5 (onde 1 muito magro e 5 muito gordo). Apenas os
animais que apresentaram ECC >2.5 e auséncia de anormalidades reprodutivas foram
considerados aptos a participar do estudo. Todos os animais estavam em conformidade com o
protocolo de vacinagdo estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) e possuiam calendario de vermifugacao atualizado.

Protocolos de sincronizaciao da ovulacao

Os animais foram submetidos aos seguintes protocolos de sincronizacdo (Fig. 01): o
grupo 1 com 17 animais, no DO (dia zero) recebeu dispositivo intravaginal de progesterona
monodose (P4, DIB®, ZOETIS, Sio Paulo, Brasil), associado a 2,0 mg de Benzoato de estradiol
(BE, Gonadiol®, Sdo Paulo, Brasil), por via intramuscular (im). No D9 (dia nove) pela manha,
ocorreu a retirada do implante de progesterona (P4) e administragdo intramuscular 0,5mg de
prostaglandina sintética 50% cloprostenol sodico (Estron®, Agener, unido quimica), seguido de
400 UI de gonodotrofina coridnica equina (eCG - Ecegon®, Biogenesis) e 0,5mg de cipionato
de estradiol (FertilCare® Ovulgdo, MSD satide animal). No D11 (dia onze) pela manha foi
realizada a inseminagao.

Do grupo 2, com 26 animais no DO (dia zero) foi inserido o dispositivo intravagina de
progesterona monodose (P4, DIB®, ZOETIS, Sao Paulo, Brasil) e foi administrado por via
intramuscular (im) 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE, Gonadiol®, Sao Paulo, Brasil). No D9
(dia nove), foi retirado do implante de P4 e aplicado 400 UI de gonodotrofina cariénica equina
(eCG - Ecegon®, Biogenesis). No D10 (dia dez), foi aplicado 1,0mg de benzoato de estradiol
(BE, Gonadiol®, Sio Paulo, Brasil). Neste grupo nio foi realizado o GnRH. No D12 (dia doze) foi
realizada a inseminagao.

Do grupo 3 com 26 animais, no D0 receberam o dispositivo intravaginal de
progesterona monodose (P4, DIB®, ZOETIS, Sdo Paulo, Brasil) seguido da aplicagio por via
intramuscular (im) 2,0mg de benzoato de estradiol (BE, Gonadiol®, Sao Paulo, Brasil). No D9,
foi retirado o implante de P4, seguido da administragdo de 0,5mg de prostaglandina sintética
50% cloprostenol sodico (Estron®, Agener, unido quimica) e 400 UI de gonodotrofina
carionica equina (eCG - Ecegon®, Biogenesis), sem usaro cipionato de estradiol. No D11, foi
realizado 0,1mg de GnRH (Fertagyl®, MSD satde animal). No D12 foi feita a inseminag3o.
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(Fonte: Elaborado pelo autor)

Figura 01: Diagrama esquematico dos procolos de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF)
dos grupos cipionato de estradiol (CE), benzoato de estradiol (BE) e GnRH.

Obs.: Usando também a gonadotrofina corionica equina (ECG) e cloprostenol sodico (PGF2a)

O motivo do momento da admnistragdo de BE e GnRH foi correlacionado ao intervalo
entre a administragao e ocorréncia de liberagao de LH. O LH ¢ liberado aproximadamente entre
18 e 24 horas apos o uso do BE e 3 horas apds o GnRH (BERBER et al., 2007; JACOMIN et
al.,2014). Portanto o BE foi administrado 24 horas ap6s a remogao do implante de progesterona
para verificar se influencia no diametro no dia da IATF e na taxa de prenhez.

Ultrassonografia reprodutiva

Foi utilizado o aparelho de ultrassom portatil Ultrassom Veterinario DP-10 Vet Power
Mindray equipado com transdutor linear com frequéncia de 7,5MHz para realizagao dos exames
ultrassonograficos durante avaliacdo ovariana no dias D12 dia da inseminag¢do, para registro
dos foliculos de maior didmetro na indu¢do com BE e com GnRH, para avalia¢do de resposta
ao protocolo (Fig. 02). O grupo cipionato foi avaliado no D11. Além disso, o mesmo aparelho
ultrassonografico foi utilizado para confirma¢do de prenhez, todos os grupos foram feitos o
diagnostico gestacional com 30 dias apos a inseminagdo. A presenca de vesicula embriondria e
embrido em desenvolvimento foram parametros utilizados para indicar gestagdo. A taxa de
prenhez por fim foi calculada atraves do nimero de animais prenhez dividido pelo numero total
de bufalas inseminadas por protocolo (p/IATF).
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(Fonte: Arquivo pessoal, 2025)
Figura 02: Avaliacao ultrassonografica de ovario com foliculos de tamanhos diferentes.

Obs.: A = Mensuragdo de foliculo dominante; B = Mensuragao de foliculo em crescimento.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2024) o
Statistical, utilizou-se o Teste t de Student pareado (p<0,05) para avaliar a diferenca no diametro
folicular entre os grupos. A comparagao da taxa de prenhez entre grupos foi feita atraves do
Teste de qui-quadrado (p>0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo descreve o diamétro folicular no dia IATF em bufalas submetidas a trés
diferentes indutores de ovulacdo assim como taxa de prenhez das respectivas matrizes. Os
valores apresentados podem nortear veterinarios de campo atuantes na reproducdo animal de
bubalinos. Os valores médios com seus respectivos desvios padrdes para os parametros de
diametro estdo apresentados na Tab. 01.

Tabela 01: Respostas foliculares oovarianas de bufalas em protocolo de sincronizagao baseado
em P4 e IATF e tratadas com cipionato de estradiol, benzoato (BE) ou GnRH para induzir
ovulacao.

Grupos | Prenhes | Nio Prenhes | Total | Diimetro Folicular | Taxa de prenhez
Cipionato 5 12 17 7,77+2,40P 29,412
Benzoato 8 18 26 9,77£2,35* 30,76*
GnRH 9 17 26 9,70+£2,48% 34,61*

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste t de Student pareado (p<0,05).
Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica. Para taxa de prenhez, o teste de qui-quadrado indicou
p>0,05, portanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Com base nos resultados apresentados na Tab. 01, observou-se que o didmetro folicular
médio variou entre os grupos, sendo menor no grupo tratado com cipionato de estradiol (7,77 +
2,40 mm) e maior nos grupos tratados com benzoato de estradiol (9,77 £ 2,35 mm) e GnRH
(9,70 £ 2,48 mm). As taxas de prenhez foram de 29,41%, 30,76% e 34,61%, respectivamente.
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Entretanto, a andlise pelo teste de qui-quadrado indicou p>0,070, ndo evidenciando diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos para a taxa de prenhez. Esses resultados sugerem
que, embora os grupos com maior didmetro folicular médio tenham apresentado numericamente
maiores taxas de prenhez, essa varia¢ao nao foi suficiente para indicar associagdo significativa
entre diametro folicular e fertilidade na analise geral da populagdo experimental, possivelmente
em funcao do tamanho amostral e da variabilidade individual das respostas reprodutivas.

Na comparagao direta entre o Grupo 1 e o Grupo 3 (Tab. 01), observou-se uma
diferenca estatisticamente significativa apenas nos didmetros foliculares (p = 0,030), e ndo nas
taxas de prenhez. O Grupo 3 apresentou médias foliculares superiores, assim como maior taxa
de prenhez (29,41% e 34,61%, respectivamente), porém sem significancia estatistica para esta
ultima varidvel. O didmetro do foliculo ¢ relevante nos protocolos de IATF, pois esta
diretamente correlacionado ao tamanho e funcionalidade do corpo luteo (CL) em bufalos
(VECCHIO et al., 2012; MONTEIRO et al., 2016) e bovinos (VASCONCELOS et al., 2001;
DADARWAL et al., 2013).

Um CL maior secreta mais progesterona (P4) (PFEIFER et al., 2009; DADARWAL
etal., 2013), o que aumenta a probabilidade de manter uma gestacdo e melhora a fertilidade em
bufalas (VECCHIO et al., 2012) e bovinos (BINELLI et al., 2001; INSKEEP, 2004). Assim, a
diferenga estatistica encontrada para o didmetro folicular entre esses dois grupos evidencia um
efeito morfoldgico reprodutivo, mas que, no presente estudo, ndo se traduziu em diferenca
estatisticamente significativa nas taxas de prenhez, reforcando que outros fatores fisioldgicos e
ambientais também influenciam o estabelecimento da gestagao.

Resultados semelhantes foram observados por Pandey et al. (2017) que verificou que
foliculos pré-ovulatérios maiores estavam associados a maiores concentragdes de estradiol e
progesterona, resultando em taxas de prenhez mais elevadas em bufalas Murrah. De forma similar, Lima
et al. (2025) verificaram que ovario que apresentava um didmetro folicular em torno de 13mm, esteve
associado a maiores taxas de prenhez.

Por outro lado, a comparacdo entre o Grupo 1 (cipionato de estradiol — CE) e o Grupo 2
(benzoato de estradiol — BE) mostrou diferenca no didmetro folicular ndo significativa, mas proxima ao
limite estatistico (p = 0,065). Esse valor indica tendéncia que poderia se confirmar com maior niimero de
animais ou menor variagdo individual. Na estatistica, p levemente acima de 0,05 aponta evidéncia
moderada de diferenga, mas insuficiente para rejeitar a hipotese nula. Esse resultado esta de acordo com
estudos que ndo observaram relacdo direta entre o didmetro do foliculo pré-ovulatorio e a gestagdo em
bufalas. Prakash et al. (2016) relataram auséncia de associacao entre o didmetro folicular, as concentragoes
séricas de estradiol-17P no estro e a taxa de gestacdo em bufalas ciclicas no pos-parto, indicando que,
embora o didmetro folicular seja importante, outros fatores enddcrinos, metabolicos e ambientais também
influenciam a fertilidade.

De modo complementar, Weiller et al. (2021) verificaram que ndo houve diferenga
significativa no didmetro folicular, taxa de ovulagdo e na taxa de prenhez em bufalas submetidas
ao CE como indutor de ovulacdo em um protocolo de IATF em comparacao ao uso de BE,
mostrando que o uso do CE apresenta taxas de sucesso similares as obtidas com o uso do BE.

Ja a auséncia de diferenga significativa entre os resultados dos Grupos 2 € 3 (p =0,943)
indicou que, quando o didmetro folicular médio se mantém dentro da faixa aproximada de 9,7 a
9,8 mm, variagdes sutis nessa medida podem ndo impactar de forma substancial os resultados
reprodutivos (taxa de prenhez). Isso corrobora os achados de CARVALHO et al. (2017), que
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demonstraram eficacia semelhante entre o uso de BE ¢ GnRH na indu¢ao da ovulagdo e nas taxas
de prenhez (P/IATF) em bufalas submetidas a protocolos a base de progesterona. De forma
consistente, estudos com o protocolo heatsynch em bufalos (NASEER et al, 2011;
MIRMAHMOUDI et al., 2014; YOUSUF et al., 2015) também observaram que, dentro dessa
faixa de diametro folicular, a escolha entre BE ou GnRH nao promove diferencas relevantes nas
respostas reprodutivas, reforgando que ambos os hormoénios apresentam desempenho comparavel
em condicoes semelhantes as deste estudo.

No entanto, hé evidéncias que o uso de EB pode ser melhor que o GnRH na dindmica
folicular e taxa de ovulagdo, por causa da maior liberagdo de LH do BE com relagdo ao GnRH
em bufalos (BERBER et al., 2007; JACOMINI et al., 2014). O BE também proporciona maiores
concentragdes de estradiol durante o proestro e estro, o que sugestivamete cria um ambiente
uterino melhor para o desenvolvimento embrionario (BRIDGES et al., 2012). O custo
relativamente menor do BE em relacdo ao GnRH também ¢ uma consideragao muito importante
(BARROS et al., 2000; MANES et al., 2012).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que, embora o didmetro folicular apresente
influéncia potencial sobre a fertilidade, evidenciada pela diferenca significativa entre o Grupo
1 (CE) e o Grupo 3 (GnRH), essa variavel isoladamente ndo foi determinante para a taxa de
prenhez na populagdo avaliada. Diferengas proximas ao nivel de significancia entre CE e BE
sugerem tendéncia que pode ser confirmada com maior nimero de animais, enquanto a
semelhanga entre BE ¢ GnRH reforga que ambos os farmacos t€ém desempenho reprodutivo
equivalente quando o didmetro folicular se mantém dentro de faixas proximas. Esses achados,
somados a literatura, indicam que a escolha do indutor de ovulagao deve considerar ndo apenas
parametros morfologicos, mas também aspectos fisiologicos, custo e condigdes de manejo,
visando otimizar a eficiéncia dos protocolos de IATF em bufalas.
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