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FREITAS, D. S. Uso de um inibidor da sintese de prostaglandinas sobre a taxa de prenhez em
receptoras bovinas com diferentes graus de manipulacdo cervical. Salvador, Bahia, 2007. 63
p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal nos Trépicos) - Escola de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal da Bahia, 2007.

RESUMO

A prenhez é estabelecida e mantida em resposta a uma série de interagdes entre o concepto e o
trato reprodutivo materno O bloqueio da lutedlise depende da capacidade do concepto em
enviar efetivos sinais antiluteoliticos e do endométrio materno de responder a estes sinais
bloqueando assim a producdo de Prostaglandina F2a (PGF2a). Tal comunicacdo materno-
fetal nem sempre obtém sucesso, resultando na ocorréncia da lutedlise e consequente perda
embrionaria. Durante o procedimento ndo cirdrgico de inovulagdo, a cérvix e o Utero da
receptora tém que ser manipulados pela via retal, a fim de que o embrido possa ser
corretamente depositado no terco médio do corno uterino ipsilateral ao corpo liteo. Essa
manipulacdo provoca a liberacdo de PGF2a a partir do endométrio, podendo comprometer a
viabilidade da gestacdo, através da lutedlise. Dentre as drogas antiinflamatérias nao-
esterdides, o flunixin meglumine (FM) é o mais potente inibidor da producdo de
prostaglandinas. Objetivou-se avaliar o efeito da administragdo do FM sobre as taxas de
prenhez de receptoras de embrides bovinos com diferentes graus de dificuldade. Para a
realizacdo deste trabalho foram feitas 12 colheitas de embribes, onde as estruturas foram
classificadas segundo a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) e
somente aquelas de grau 1, 2 e 3 foram consideradas vidveis e posteriormente transferidas.
Anteriormente as inovulagdes, os animais foram submetidos ao exame ginecoldgico, a fim de
comprovar a capacidade reprodutiva. Trezentas e trinta e sete vacas mesti¢as foram divididas
aleatoriamente em dois grupos. No momento da inovulacgéo, foram aplicados 500 mg (10mL)
de Flunixin Meglumine (Desflan, Ouro Fino, Brasil) por via intramuscular nos animais,
enquanto que as fémeas do G1 (n = 242) ndo receberam nenhuma aplicacdo. O diagndstico de
gestacdo foi realizado oito semanas apés as inovulagdes dos embribes, por meio da ultra-
sonografia transretal. Para comparar a taxa de prenhez entre os grupos estudados, utilizou-se
um estudo de dispersdo de freqiiéncias, empregando-se para isso o teste de qui-quadrado (c?).
As taxas de prenhez das receptoras do G1 e G2 foram, respectivamente, 50,0 % (121/242) e
56,8 % (54/95) ndo havendo diferenca entre os grupos (p>0,05). Também foram investigadas
dentro dos grupos, as receptoras que apresentaram algum grau de dificuldade para serem
inovuladas. As cérvix receberam classificacdo como 1 e 2, sendo 1 cérvix de facil passagem e
2 cérvix com algum grau de dificuldade de passagem. As taxas de prenhez encontradas para
as receptoras com cérvix grau 1 nos grupos G1 e G2, respectivamente, foram de 54,30% e
50,00% e grau 2 de 36,20% e 61,40 %. Houve diferenca estatistica para cérvix grau 2
(p<0,05). Sendo assim, neste trabalho, a utilizacdo do FM como inibidor da producéo de
PGF2a ndo alterou a taxa de prenhez geral das receptoras mesticas. Contudo, houve diferenca
estatistica na taxa de prenhez em receptoras com algum grau de dificuldade para inovulagéo.
Os resultados deste estudo demonstram que o uso do FM pode ser Gtil em receptoras que
apresentam algum grau de dificuldade para passagem da cérvix no momento da inovulacao.

Palavras - chave: flunixin meglumine, PGF.a, prenhez, receptoras, transferéncia de embrides
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FREITAS, D.S. Use of the synthesis inhibitor of prostaglandins on the bovine embryos
receiving pregnancy rates with differences degrees as manipulation of cervix. Salvador,
Bahia, 2007. 63 p. Dissertation (Master of Animal Science in Tropical) - School of Veterinary
Medicine, Federal University of Bahia, 2007.

SUMMARY

Pregnancy is established and maintained in response to a series of interactions between the
conceptus and maternal reproductive tract. In cattle, CL lifespan is controlled by release of
PGF2a from the uterus. Blocking luteolysis is dependent on the ability of the conceptus to
send effective antiluteolytic signals and on the capacity of the endometrium to respond to
such signals, thus blocking PGFza production. Such communications between conceptus and
maternal units are not always successful could cause luteolysis and a subsequent loss of
pregnancy.During the non surgical embryo transfer, recipient cervix and uterus have to be
manipulated per rectum, so the embryo can correctly be deposited in third part of the uterine
horn ipslateral to corpus luteum. This manipulation can cause endometrium F2a Prostaglandin
(PGF2a) liberation and may compromise the gestation viability, through luteolysis. Among
non esteroids anti-inflammatory drugs, Flunixin Meglumine (FM) is the most powerful
inhibitor of prostaglandins production. The objective of this research was to study the effect
of FM administration on bovine embryo recipients pregnancy rates. For this work, 12
embryos flushing were done. Embryos were classified according to International Society of
Embryo Transfer. Only 1, 2 and 3 degrees embryos were considered viable and transferred.
Previously embryo transfer, recipients were submitted to gynecological exam, in order to
prove their reproductive viability. Three hundred and thirty-seven cows were divided in two
experimental groups. At the transfer moment, G2 recipients (n = 95) received 500mg (10mL)
of Flunixin Meglumine (Desflan, Fine Gold, Brazil) IM, while G1 females (n = 242) did not.
The pregnancy diagnosis was carried out eight weeks after embryo transfer by transrectal
ultrasonography. To compare pregnancy rates of experimental groups, the frequency
dispersion study was used and data were analyzed by Chi-square test (c?). The pregnancy
rates of G1 and G2 were respectively, 50, 00 % and 56, 80 %. It did not have difference
between groups (p>0, 05). The recipients have been assessed and categorised inside from the
groups, at the transfer moment, as to the degrees difficulty to embryo transfer. The cérvix
receive classification of 1 and 2, being 1 of easy passage and 2 with any degree of difficulty
embryo transfer. Pregnancy rates of recipient with cervix degree 1 in groups G1 and G2 were
respectively 54, 30% and 50, 00% and degree 2 of 36, 20% and 61, 40 %. It do have statistic
difference to cervix degree 2 (p<0, 05). In this work, use of FM as PGF2a inhibitor did not
modify the crossbred recipient pregnancy rates general. However, there was statistic
difference to recipients with cervix with some difficult degree to embryo transfer. These data
suggest that the use of this anti-inflammatory in Embryo Transfer programs can be helpful in
recipients with cervix some difficult degree to embryo transfer.

Key words: embryo transfer, flunixin meglumine, PGF.a, pregnancy, recipients
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil detém o maior rebanho bovino comercial do mundo, com aproximadamente 195
milhGes de cabegas, sendo a maioria deste formada por animais zebuinos (IBGE, 2005).
Apesar de ter o maior rebanho comercial de gado bovino do mundo e vasta extensdo de
pastagens, o Brasil ainda ndo apresenta indices zootécnicos satisfatorios (MALUF, 2002). No
ano de 1996, estimou-se que do total do rebanho nacional, 2.16 milhGes eram touros e 46.2
milhdes eram vacas, revelando uma relacdo de 21.3 vacas para cada touro, o que significa
uma boa quantidade de touros no rebanho. Entretanto, 90% dos touros usados na pecudria de
corte ndo sao animais selecionados e testados quanto a libido, capacidade de servico em
exame androldgico e ganho de peso (TAMASSIA & HADDAD, 2000).

Com pregos competitivos, investimentos em tecnologia e melhoramento genético, o Brasil
afetara significativamente a competicdo internacional no mercado de carne bovina (USDA,
2003). O Brasil hoje assume a posicdo de lider mundial nas exportaces de carne e a previsao
da CNA (Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil) € de que a receita cambial obtida
com as exportaces de carnes deve superar a casa dos US$ 10 bilhdes em 2007
(SALVADOR, 2007). Devido ao contexto atual e as perspectivas mundiais em que o Brasil se
enquadra é que cada vez mais a eficiéncia reprodutiva se torna essencial na pratica da
bovinocultura. Por isso, técnicas reprodutivas tém sido desenvolvidas, aperfeicoadas e
utilizadas com a finalidade de melhorar a eficiéncia reprodutiva em prol de se alcancar alta
produtividade e retorno econdmico (GARCIA, 2003).

Com valorizacdo e demanda crescente para a producdo de gréos, cana e outros, é inevitavel a
perda de areas de pastagens para a agricultura. Estima-se que nos proximos cinco anos, mais
de 15 milhdes de hectares de areas de pastagens se tornardo areas de cultivo de soja, milho,
algoddo, cana e outros. Em resumo: o Brasil tera que produzir mais carne numa area menor.
Estas forcas aparentemente opostas apontam para uma mesma diregdo: aumento de
produtividade. A eficiéncia reprodutiva tem um papel primordial neste contexto
(FERNANDES & FIGUEIREDO, 2007).
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Em face das prementes demandas da producdo de proteina animal, pesquisadores buscam o
aprimoramento e a exploracdo de animais dotados de elevada capacidade genética no ganho
de peso e na producdo de leite. Nesse contexto, na atual década, a medicina veterinaria
empenhou-se profundamente no sentido da melhora e aplicabilidade das biotécnicas da
reproducdo. Nesse particular, a transferéncia de embrido (TE) nos bovinos obteve

consideraveis avangos nos Ultimos anos (DEMCZUK et al. 1998).

Na criacdo de bovinos de corte a produtividade estd diretamente ligada a eficiéncia
reprodutiva das fémeas, que deve apresentar um adequado intervalo entre partos, ao redor de
12 meses (BERTAN, 2004). No Brasil, infelizmente, ha baixa taxa de natalidade e alta taxa de
mortalidade que, associadas, caracterizam longos intervalos entre partos, e em propriedades
especializadas na producdo de novilhos para o abate, estas taxas certamente representam 0s
principais fatores na composicdo dos custos. Certamente, mudangas nesta situacdo
representam um grande desafio para a pecudria brasileira nos proximos anos. Para a cadeia
produtiva de carne bovina brasileira, torna-se necessario conceber um conjunto de medidas
que viabilizem ao maximo tal atividade, pois as oportunidades de crescimento deste setor sdo

impares no momento presente.

De acordo com Ferraz & Eller (2001) o uso das biotecnologias aplicadas a reproducgdo animal
tém sido de enorme importancia e produzido grande efeito nos programas de melhoramento
animal. Inicialmente a inseminac&o artificial (1A) e o congelamento de sémen possibilitaram o
uso intensivo de material genético masculino, com importantes alteracfes nas freqiiéncias

génicas das populagdes.

Mais recentemente as biotécnicas de superovulagdo, transferéncia e sexagem de embrides, a
colheita de odcitos (ovum pick-up - OPU), a producdo de embriGes em laboratério (PIV) e a
fertilizacdo in vitro (FIV) diminuiram as intensas limitagdes da disseminacdo de material
genético feminino (LAND & HILL, 1975).
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Os efeitos dessas tecnologias sdo evidentes, levando a ganhos genéticos muito superiores aos
obtidos na reproducdo natural. Isso é muito importante em espécies de baixa intensidade
reprodutiva e longo intervalo de geracfes, como os bovinos (leiteiros e de corte) e em menor

grau em ovinos e caprinos.

Pereira, Sohnrey & Holtz (1998) destacaram como principais vantagens da transferéncia de
embrides o aumento das taxas reprodutivas, principalmente de espécies uniparas, maior
intensidade de selecdo dentre as fémeas, rapida expansdo de estoques raros, a conducdo de
experimentos genéticos com utilizacdo de material geneticamente semelhante em ambientes
diferentes e o estudo de exigéncias necessarias para boa fertilidade e desenvolvimento normal
dos embrides. Estes mesmos autores relatam as desvantagens, que ndo sao despreziveis,
podendo ser citadas dentre elas, o custo da técnica, 0 aumento da incidéncia de gémeos com
consequiente aumento de mortalidade e distocias, o0 aumento da endogamia do rebanho, a

propagacdo de problemas genéticos e dificuldades da técnica.

A TE foi realizada pela primeira vez em 1891 em embrides de coelhos e, inicialmente, ndo
despertou muita atencdo. Em bovinos essa técnica foi realizada com sucesso em 1951, porém
somente tornou-se comercialmente viavel a partir de 1970 (VIANNA, 1990). Desde entdo,
milhGes de embrides bovinos sdo transferidos em todo o mundo. De acordo com dados do
comité da Sociedade Internacional de Transferéncia de EmbriGes (IETS), anualmente sdo
transferidos cerca de 500.000 embrides bovinos (THIBIER, 2004).

O Brasil é um dos paises do mundo onde a técnica de TE em bovinos mais evoluiu nos
altimos 10 anos. Nas estatisticas de 2002 da IETS, o Brasil ja figura como o 2° colocado em
aplicacdo da técnica. Cerca de 70.000 embriGes bovinos sdo transferidos anualmente no
Brasil, quantidade inferior apenas aos 176.000 embrides transferidos dos EUA (THIBIER,
2001). Embora experimentando crescimento, a utilizagdo da tecnologia de embrides, visando
a multiplicacdo de gendtipos superiores é pequena, ao considerar-se que 0 pais possui 0 maior
rebanho comercial bovino do mundo.
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O aumento da producdo in vitro e in vivo no Brasil contrasta com o cenario mundial atual, no
qual paises ou regibes que tinham participacdo expressiva no mercado apresentaram
estagnacao ou retracdo na atividade. Os numeros divulgados pela IETS mostram que a Unica
regido em que a TE apresentou evolucdo semelhante a do Brasil foi a Asia, particularmente na
Republica Popular da China (THIBIER, 2006). Nesta, contudo, o panorama é muito diferente
do Brasil, com uso predominante de embrides congelados e importados e, no caso da FIV, de
odcitos provenientes de ovarios recuperados em matadouros. Na Europa e nos EUA a
producdo in vitro de embrides bovinos correspondeu, em 2005, a apenas 2,18 e 0,5% do total
mundial, respectivamente. Com isso o Brasil foi responsavel, nos Gltimos quatro anos, por
aproximadamente 25% da producéo total e 50% da produgéo por FIV de embrides bovinos no
mundo (Tabela 1). A retracdo da FIV na Europa e EUA parece ser resultante de uma
combinagdo de fatores, que incluem os resultados limitados da técnica em racas taurinas,
problemas sanitarios como os surtos de Febre Aftosa e Encefalomielite Espongiforme Bovina
(BSE), reducdo na exportacdo de germoplasma bovino e, particularmente na Europa, do

menor interesse em aumentos de produtividade dos rebanhos.

Tabela 1: Participacdo do Brasil no total de embrides transferidos no mundo

In vivo (TE) In vitro (FIV) Total

Ano base Brasil % mundo Brasil % mundo Brasil % mundo

2005 107.717 17,60 % 128.914 48,46 % 236.631 26,90 %
2004 102.100 18,60 % 80.833 33,70 % 182.933 23,20 %
2003 87.732 16,22 % 63.164 59,50 % 150.896 23,30 %
2002 110.376 20,50 % 48.670 58,40 % 159.046 25,60 %
2001 43, 301 10,20 % 401 1,30 % 46.702 9,70 %

Fonte: Fernandes & Oba (2007)

Apesar das vantagens, a TE ainda tem limitagcOes que restringem consideravelmente a difusdo
desta tecnologia como a variabilidade nas respostas aos tratamentos hormonais e os esforgos

necessarios para a realizacdo destes. Além disto, a selecdo e o manejo adequado das
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receptoras de embrido sdo imprescindiveis para o sucesso dos programas de TE, uma vez que
a mortalidade embrionaria ap6s a inovulagdo é ainda expressiva e limita sobremaneira a
eficiéncia desta técnica (BO et al., 2002).

A mortalidade embrionaria associada a falha na manutencdo do corpo liteo aumenta o
intervalo entre partos. Para manutengdo da gestacdo, considerando-se desde o momento da
fecundacdo, alguns requisitos sdo necessarios como competéncia da unidade uterina e da
unidade embrionéria e sincronia entre estas unidades. E sabido que uma grande porcentagem
de embribes é perdida entre os dias oito e 16 da gestacdo, caracterizado pelo periodo de
elongacdo do concepto e reconhecimento materno da gestacdo, associado a manutencdo do
corpo lateo (CL) (DISKIN & SREENAN, 1980; BERTAN, 2004).

Uma estratégia que vem sendo estudada atualmente para prevenir a perda embrionéaria é a
utilizacdo de um inibidor da sintese de Prostaglandina F2 a (PGF2a). Alguns estudos
demonstram que o Flunixin Meglumine (FM) é uma droga eficiente na inibicdo da producao
de PGF2a pelo lume uterino. Estes estudos estdo mais avangados na espécie caprina. Em
bovinos, ainda existem poucos estudos registrados na literatura mundial a respeito da
utilizacdo de uma droga inibidora da sintese de PGF2a sendo utilizada na transferéncia de
embrides com o intuito da reducdo das taxas de perda embrionaria e consecutivo aumento das
taxas de prenhez alcancadas com esta biotécnica. No Brasil, até este momento, existem
poucos relatos de estudos a respeito deste tema que é relevante para o avango e

aperfeicoamento da pecudria brasileira.

Devido a caréncia de estudos acerca dos efeitos de um inibidor da sintese de PGF2a sobre a
taxa de prenhez em receptoras bovinas, o objetivo deste estudo é determinar os efeitos da
administracdo do FM no momento da TE sobre as taxas de prenhez de receptoras bovinas com

diferentes graus de dificuldade de passagem pela cérvix no momento da inovulagéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Implantacéo e Placentacao

A implantacéo do blastocisto junto ao Utero materno é uma adaptacdo embrionaria associada
com a viviparidade requerida para sustentar a nutricdo e a protecdo do concepto durante a
gestacdo. Nas espécies mamiferas diferentes estratégias estdo envolvidas no processo de
implantacdo. Nos ruminantes domésticos o blastocisto passa de forma esférica para tubular,
alonga-se rapidamente e sdo formadas as membranas embrionarias antes da implantagdo
(SPENCER & BANZER, 2004).

Durante o periodo inicial da gestacdo, a comunicacdo materno-embrionaria € mediada pelo
trofoblasto. A janela de adesdo representa o periodo de maxima receptividade uterina para
fixacdo do embrido no Utero. Em resposta aos sinais do embrido, proteinas especificas da
gestacdo sdo liberadas no sangue materno e uma série de alteracbes morfoldgicas,
bioguimicas e imunoldgicas ocorre no ambiente uterino para receptividade do embrido (DUC-
GOIRAN et al.,1999).

O momento da implantacdo pode ser regulado pelo tempo que o endométrio fica exposto a
estimulagdo da progesterona. Nesta fase, o blastocisto assume uma posi¢do fixa e inicia um
relacionamento de alteraces fisioldgicas com o Gtero. A concentracdo de progesterona sérica
aumenta rapidamente ap06s a formacao do corpo lateo. O processo de aderéncia do concepto
nos ruminantes envolve as areas caruncular e intercaruncular do endométrio. Os conceptos
bovinos desenvolvem vilosidades (papilas), que se projetam para o limen das glandulas
uterinas. A aderéncia placentaria em ruminantes é caracterizada pelo aparecimento de células
binucleadas, que crescem a partir de células mononucleadas dos trofoblastos. Estas células
binucleadas aparecem por volta do dia 17 e permanecem durante toda a gestacdo
(SCHLAFKE & ENDERS, 1975; HAFEZ, 1992).
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O termo implantacdo se usa habitualmente para indicar a unido do trofoblasto com a parede
uterina, formando-se a placenta, mas este grau de unido varia notadamente entre as espécies.
Em bovinos, a implantacdo inicia-se entre os dias 28-32 e finaliza-se entre os dias 40-45 ap0s
a ovulacdo (BOWEN & BURGHARDT, 2000; NODEN & DE LAHUNTA, 1985).

A evolucdo no tipo de placentacdo nas espécies mamiferas tem sido determinante no
estabelecimento do caminho pelo qual o concepto deve sinalizar sua presenca a mae
(ROBERTS et al., 1997). Entende-se como placentagdo a forma com que as membranas

associadas ao feto se desenvolvem e se associam ao endométrio (BJORKMAN, 1976).

O periodo de pré-implantacdo compreende interacfes materno-fetais espécie- especificas que
estdo ligadas ao reconhecimento materno e a manutengdo da prenhez. O concepto sintetiza e
secreta citocinas (interferons, interleucinas 1, 2, 4, 6, 10 e outras), enzimas (proteinases),
prostaglandinas (F e E), hormdnios (estrogenos) e outros fatores ainda desconhecidos.
Durante este periodo, os interferons trofoblasticos na maioria das espécies exercem papel de
consideravel importancia (SCHAFER-SOMI, 2003).

A funcdo das citocinas durante o estabelecimento da prenhez nos mamiferos é atualmente um
assunto de intensos estudos que esta crescendo rapidamente. Essa proteina de baixo peso
molecular participa da manutengdo do corpo lateo ciclico, adesdo fetal, implantacdo,
diferenciacdo no crescimento fetal e placentério e diversos mecanismos imunomodulatérios.
A sua presenca em quantidades suficientes parece em alguns casos ser decisiva para a
sobrevivéncia embrionaria (NASU et al., 1999; SCHAFER-SOMI, 2003).

A perda embrionaria ap6s o diagndstico é um dos fatores que reduzem a eficiéncia
reprodutiva em bovinos. Estudos recentes revelam que 7 a 33% das prenhezes em vacas de
leite sdo perdidas entre 0 28° e 98° dia da gestagdo (SMITH & STEVENSON, 1995;
WARNICK, 1999; INSKEEP, 2002; SILKE et al., 2002; NATION et al., 2003). Dailey et al.
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(2002) relataram em seus estudos que a maioria das perdas ocorre nos primeiros 45 dias da

gestagdo.

Melanie et al. (2004) relatam que alguns fatores primarios estdo associados com a mortalidade
embrionaria, como a concentracdo de progesterona na quinta semana de gestacao, a ovulagéo,
a condicdo corporal, a idade e o tempo de servico. Em seu estudo, eles constataram que a
progesterona tem um papel importante no processo da placentagdo e na manutencdo do
embrido durante a adesdo placentaria. Embora a morte embrionaria neste estudo tenha
ocorrido antes da regressdo luteal, poucas gestacbes foram mantidas com baixas

concentragOes de P4.

De acordo com Hafez & Hafez (2004), durante e logo ap6s o processo de implantacdo em
animais domésticos, o crescimento externo do mesoderma extra-embrionario ocorre a partir
do trofoblasto e migra entre o trofoectoderma e o endoderma. O mesoderma divide-se e
combina-se com o trofoectoderma pra juntos formarem o saco vitelino. Além disso, o
mesoderma contribui para a formacdo do amnio e do alantdide, o qual € formado a partir de
um brotamento do intestino caudal do embri&o. O &mnio é formado sobre o embrido & medida
que cai em direcdo a vesicula e o corion dobra-se e fusiona-se por cima. Ainda segundo Hafez
& Hafez (2004), o saco vitelino regride entre a segunda ou terceira semana de gestacdo a

medida que o alantdide se expande para se fusionar com o corion.

2.2 Reconhecimento Materno da Gestagao

Entende-se por reconhecimento materno da gestacdo a interacdo enddcrina, bioquimica e
molecular entre o concepto e o tecido uterino levando a manuten¢do do CL, garantindo
concentragBes 6timas de progesterona na circulagdo sanguinea para manutengdo da gestacao
Sdo mecanismos que inibem a lutedlise para garantia das concentracGes plasmaticas de
progesterona até a complementacdo da placenta como fonte produtora adicional deste
horménio (HANSEN, 1991).
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O denominado “periodo critico” no ciclo reprodutivo da vaca pode ser definido como o
periodo em que h& o bloqueio do processo luteolitico no momento em que a prenhez é
estabelecida. Este processo importantissimo para a manutencdo da prenhez ocorre em torno
dos dias 15 e 17 apds o estro. O bloqueio da lute6lise depende da capacidade do concepto em
enviar efetivos sinais antiluteoliticos e do endométrio materno de responder a estes sinais
blogueando assim a producdo de PGF2a. Tal comunicacdo materno-fetal nem sempre obtém
sucesso, resultando na ocorréncia da lutedlise e conseqiiente perda embrionaria (BINELLI et
al., 2001; SPENCER & BANZER, 2004).

E bem estabelecido que a incidéncia de falhas na gestacdo, em populagdes bovinas, é maior
durante o periodo embrionario (entre os dias 1 e 42 da prenhez) do que no periodo fetal (42 a
280 dias) ou neonatal (até 28 dias ap6s o parto). A perda embrionaria, associada a falha no
reconhecimento materno anterior ao 18° dia da gestacéo, representa aproximadamente 40% de
todas as perdas em bovinos (FARIN et al., 2004).

Excluindo a falha na fertilizacdo e perdas embrionarias antes de seis a oito dias, os fatores que
determinam a perda ou a sobrevivéncia embrionaria apds a inseminagao sdo similares aqueles
que operam apods a TE para as receptoras (SREENAN & DISKIN, 1987). De acordo com
alguns autores, a taxa de sobrevivéncia embrionaria apds a TE pode ser influenciada por
fatores como anormalidades cromossémicas, idade e qualidade dos embribes transferidos,
método e local da transferéncia, sincronia doadora-receptora, estado nutricional e niveis
séricos de progesterona na receptora, bem como o estresse calérico (HANSEN & EALY,
1991; FARIN et al., 2004).

A prenhez é estabelecida e mantida em resposta a uma série de interacfes entre o concepto e 0
trato reprodutivo materno. Nos bovinos a meia vida do CL é controlada pela liberagdo da
PGF2a do Utero. Sinais para o reconhecimento da prenhez sdo oriundos da acdo dos
trofoblastos, que agem de forma parécrina interrompendo a produ¢do de PGF2a endometrial.
O interferon foi identificado como sendo a molécula antiluteolitica nos bovinos e é produzida
pelos trofoblastos do concepto (THATCHER et al., 1997). Esta molécula foi inicialmente



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

denominada de proteina trofoblastica bovina I. Devido a suas propriedades unicas e para
distingui-la de outros interferons se tem a denominado de interferon-t ou tau (IFN-1) (Figura
1) (HAUPTMANN & SWETLY, 1985).
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Figura 1. Desenho esquematico representativo do inicio da prenhez em vacas.
Fonte: Geary modificado (2005).

Isachenko et al. (1994) relatam em seus estudos, que a TE associada a transferéncia de
fragmentos trofoblasticos, produzidos por embrides em cultivo aos dias 16-17, elevou
significativamente a taxa de gestacdo de embrides bovinos criopreservados ou transferidos a

fresco.

A partir do conceito sobre didlogo materno-fetal, as células trofoblasticas representam a
principal unidade de interagdo com o organismo materno. Dentre as linhagens de células
trofoblasticas, destaca-se em ruminantes a Célula Binucleada Trofoblastica (BNC) que se
origina a partir de uma célula uninucleada pelo mecanismo de endoduplicacédo, ou seja, realiza
uma cariocinese, sem a ocorréncia de uma citocinese (KLISCH et al., 1999; KLISCH at al.,

2000). A BNC, que pode ser observada a partir do 17° dia da gestagdo, migra em direcdo ao
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epitélio uterino (endométrio) e se funde formando células trinucleadas, conferindo a placenta
dos ruminantes a classificagdo de cotiledonaria, epiteliocorial ou sinepteliocorial
(WOODING, 1992).

Para a prenhez ser estabelecida, o embrido tem que inibir o mecanismo luteolitico e manter a
producdo de progesterona pelo CL. Este fato ocorre acompanhado pela secrecéo de interferon-
T em quantidade significativa entre os dias 16 e 26 (MANN et al., 1999; CHAGAS & SILVA
et al., 2002). A respeito da importancia da progesterona para a sobrevivéncia embrionaria,
ainda ndo ha consenso entre as concentragcdes sistémicas e no leite deste hormonio e a taxa de
prenhez (LARSON et al., 1997; MANN et al., 1999).

O estabelecimento da gestacdo em vacas envolve complexa integracdo entre o embrido,
ambiente uterino e 0 CL (SREENAN & DISKIN, 1987; MANN et al., 1995; ROBERTS et
al., 1996). Segundo Mann et al. (1995), o estabelecimento da gestacdo depende da producéo
do antiluteolitico interferon trofoblastico pelo concepto em tempo habil. A morte embrionéaria
no inicio da gestagdo contribui para redugdo na taxa de gestacdo de bovinos (SREENAN &
DISKIN, 1987; MANN et al., 1995 e MANN & LAMMING, 1995).

O interferon-Tt atua principalmente sobre as células epiteliais como sinal paracrino
antiluteolitico, evitando a liberagdo de prostaglandina F2a e assegurando a manutencdo de um
CL funcional. Os mecanismos potenciais pelo qual o interferon-t atua, incluem dentre outros,
a estabilizagdo ou re-regulacdo dos receptores endometriais da progesterona para manter o
blogueio da progesterona e evitar assim, a expressao de receptores endometriais de estrogenos
e ocitocina; a inibicdo dos receptores endometriais de estrégenos para atenuar a liberagdo
pulsatil de PGF2a e a inibicdo da expressdo endometrial de receptores para a ocitocina
(BARROS, et al., 1995; BAZER, et al., 1994).

Além do bloqueio da PGF2a,0 interferon-t também regula a atividade do sistema imune a fim
de evitar o ataque ao embrido. Foram isoladas outras substancias envolvidas na regulacdo da

resposta imune durante a gestacdo, como a dipeptidil peptidase-1V, cuja sintese é estimulada
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pela progesterona e proteina secretora endometrial, em conjunto denominadas Serpin Like
Proteins, cuja sintese é estimulada pela progesterona. Outra proteina reguladora da funcéo do
sistema imune é a megasupressina, todas elas isoladas no endométrio ovino (SKOPETS, et
al.,, 1992; WEN-JUN & HANSEN, 1995). Skopets et al. (1992) relatam que o interferon

bovino inibe a proliferacdo de sub-populagdes de linfécitos no endométrio.

A progesterona provoca modificagdes no ambiente uterino, influenciando o crescimento e
desenvolvimento do concepto (GEISERT et al., 1992), mas, de acordo com Mann et al.
(1995), o embrido pode nao receber suficiente estimulo, mediado pela progesterona, para
producdo do interferon trofobléstico, necessario para bloquear o desenvolvimento do

mecanismo luteolitico e manter a gestacao.

O estado fisioldgico do utero pode ser modificado pela administracdo exdgena de
progesterona (LAWSON & CAHILL, 1983), haja vista o constante uso, por muitos
pesquisadores, deste hormonio e/ou de substancias luteotrdpicas ou antiluteoliticas, na
tentativa de aumentar a taxa de sobrevivéncia embrionaria (LEWIS et al., 1990;
STEVENSON et al., 1993; RYAN et al., 1994).

O hormonio luteinizante (LH) apresenta capacidade de estimular a produgéo de progesterona
pelo corpo luteo (HOYER & NISWENDER, 1986; NISWENDER & NETT, 1988). A
secrecdo de progesterona € mantida durante o inicio da gestacao, principalmente pela acdo dos
fatores antiluteoliticos que protegem o corpo liteo do processo normal de lutedlise (HAFEZ,
1992). A progesterona é importante no controle do mecanismo de lutedlise, por inibir o
desenvolvimento de receptores endometriais para a ocitocina (VALLET & LAMMING, 1991;
LAUetal., 1992).

Em vacas com baixa concentragdo de progesterona, esta inibicdo é menos efetiva
(LAMMING & MANN, 1993) e o mecanismo luteolitico desenvolve-se antecipadamente,
proporcionando menor tempo para o embrido produzir suficiente quantidade de interferon

trofoblastico capaz de bloquear a lutedlise. Remsem et al. (1982) encontraram correlagdo
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positiva entre a concentragdo de progesterona no dia da inovulagéo e a subsequente taxa de

gestacdo, em um estudo com 223 receptoras de embrides bovinos.

Chagas & Silva et al., (2002) em um estudo para verificar a relagdo dos niveis plasmaticos de
progesterona e a sobrevivéncia embrionaria em receptoras apds a transferéncia e para
comparar os perfis plasmaticos entre vacas em lactagdo e novilhas constataram que 0s baixos
niveis de P4 plasmaticas no dia sete em vacas lactantes pode afetar negativamente a
sobrevivéncia embrionaria, enquanto que em novilhas esse efeito é menos notdrio.Vacas
lactantes, nestas condicfes, tém maior possibilidade de sofrer morte embrionaria do que
novilhas, principalmente no caso de embrides congelados. Isto estaria associado a baixa

competéncia do CL no dia sete.

2.3 O corpo lateo bovino

O corpo luteo participa da maioria dos processos reprodutivos. Ele é um 6rgdo endécrino
transiente, formado da ruptura do foliculo ovulatério e sua funcdo primaria € chave
importante em muitos processos reprodutivos como a ovulagéo, ciclo estral, reconhecimento
materno da gestacdo e sobrevivéncia embrionaria. A principal funcdo do CL é a produgéo de
progesterona, a qual prepara o endométrio para implantagdo e manutencdo da gestacdo
(WILTBANK, 1994; SAKAMOTO et al., 1995; MILVAE et al., 1996; MILVAE, 2000;
WEBB et al., 2002).

Na auséncia da prenhez, o CL sofre mudancas funcionais e morfoldgicas. A regressao do CL
nos ruminantes nao € atribuida a queda do estimulo luteotrofico, mas sim a presenca de pulsos
luteoliticos de PGF2a. A PGF2a é sintetizada pelas células endometriais uterinas. Ela é
produzida sob influéncia do estradiol e progesterona. O estradiol age estimulando a sintese de
receptores de ocitocina no endométrio. Sob estimulo da ocitocina produzida pelo proprio CL

ou oriunda da neurohipofise, estabelece-se um feedback positivo com as células do
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endométrio uterino para a sintese de PGF2a, culminando assim com a destruicdo do CL
(THATCHER et al., 1990; HANSEL et al., 1991; BAIRD, 1992; MILVAE et al., 1996).

O CL é desenvolvido a partir do foliculo ovariano, apds o processo de ovulagdo e é controlado
por horménios. Literalmente significa “corpo amarelo”. Na vaca a cor amarela é causada
pelos altos niveis de -caroteno, um precursor da vitamina A que € antioxidante (HURLEY &
DOANNE, 1969; GRAVES - HOAGLAND et.al., 1989).

O processo de luteinizagdo resulta em mudancas estruturais e funcionais através da ruptura da
membrana basal, que no foliculo separa a camada da teca da camada da granulosa, levando a
mudancas bioquimicas que torna uma estrutura que secreta predominantemente androgenos e
estrogenos em uma que secreta progesterona (MILVAE et al., 1996). O processo ovulatorio €
parte integrante dos estagios iniciais da luteinizagdo, embora o processo de luteinizagdo ndo
necessite do evento da ovulagéo para ocorrer. A medida que o processo ovulatdrio prossegue,
as camadas da teca e da granulosa se rompem, devido a um aumento na pressao intrafolicular,
e 0 o0cito entdo € liberado para ser captado pelo oviduto através da pressdo negativa gerada
pelos movimentos ciliares (SOUZA & MORAIS, 1998).

O CL contém populacdes de células heterdlogas que incluem as grandes células
esteroidogénicas luteais (LLC) e as pequenas células esteroidogénicas (SLC) que sdo células
luteinizadas da granulosa e teca folicular, respectivamente (FIELDS & FIELDS, 1996). Estes
dois tipos celulares perfazem aproximadamente 70% do volume do CL (O’SHEA et al,,
1989). As SLC compreendem 26% (em nUmero) das células luteais; perfazem
aproximadamente 28% do volume do CL e séo conhecidas pela producdo de progesterona
quando estimuladas pelo LH. Caracterizam-se por medirem menos que 20 pm e produzem
poucas quantidades de P4. Ja as LLCs compreendem apenas 3% (em numero) das células
luteais, mas perfazem aproximadamente 40% do volume e ndo sdo dependentes do LH para
secretar progesterona, embora apresentem receptores para tal (FIELDS & FIELDS, 1996).
Medem de 20-30 um e produzem altas quantidades de P4 (CHEGINI et al., 1991).
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O desenvolvimento normal de um CL e sua capacidade de producdo de progesterona, fatores
de crescimento, fatores angiogénicos e substdncias vasoativas dependem de sua
vascularizagdo (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004). Durante desenvolvimento de um CL
recente, o crescimento da produgdo hormonal ocorre afetando principalmente a secrecdo de
progesterona do CL in vivo (MIYAMOTO et al., 1998) e in vitro (KOBAYASHI et al.,
2001a).

O ambiente uterino deve estar previamente preparado pela progesterona, fornecendo as
condi¢des mais favoraveis para o desenvolvimento do concepto (BINELLI, 2000). A acdo da
progesterona tem sua importancia ndo apenas durante a gestacao, mas também nos momentos

que precedem a fecundacéo, preparando o ambiente uterino para o concepto.

A progesterona é responsavel por regular o crescimento e desenvolvimento do embrido
(elongamento do blastocisto) e consequentemente pela secre¢éo do interferon-t, modulando o
desenvolvimento do embrido no Utero sincronicamente com o envio do sinal luteolitico
(MANN & LAMMING, 2001; CHAGAS & SILVA, 2005; CHAGAS & SILVA, 2007).

No endométrio, a P4 induz a diferenciagdo das células do estroma, estimula a secrecdo
glandular, promove o acumulo de vactolos basais no epitélio glandular (MASLAR &
POWERS-CRADDOCK et al.,1986), altera 0o padrdo de secrecdo de proteinas das células

endometriais e induz ao relaxamento do miométrio (NISWENDER et al.,2000).

Nos bovinos as concentracfes plasmaticas de progesterona apresentam variacdes ciclicas
durante o ciclo estral normal, desde valores abaixo de 1 ng/mL até 2,3 ng/mL no estro para
vacas de racas zebuinas (AGARWAL et al., 1977). Estas concentracbes sdo mantidas
elevadas até o inicio da regressdo do corpo liteo caso ndo ocorra a gestacdo. Em animais
superovulados, estas concentragdes podem ser superiores a 56,7 ng/mL (MORRIS et al.,
1988).
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O relaxamento induzido no miomeétrio pela P4 é determinado por um decréscimo na captagao
do célcio extracelular, ion requerido para contracdo das células miometriais (BATRA, 1986).
A P4 ainda promove uma baixa regulagdo na expressdo dos genes que regulam os canais
dependentes de calcio, dificultando a entrada de calcio na célula (TESUKA et al.,1995). A
auséncia na contratilidade do miométrio e o desenvolvimento glandular do endométrio,
promovidos pela P4, s&o condigdes essenciais para o desenvolvimento do concepto (embrido e

membranas extra-embrionarias).

Morris et al., (1988) encontraram niveis plasmaticos de progesterona em novilhas mesticas
holandés-zebu, durante um ciclo normal entre 5 e 6 ng/mL e apds o tratamento
superovulatorio niveis superiores a 60 ng/mL. Estas concentracdes elevadas, segundo esses
autores, sdo funcdo direta da massa do tecido luteinico e do nimero de corpos liteos

funcionais presentes nos ovarios

2.3.1 Mecanismo de estimulo de LH para sintese de Progesterona

A secrecdo de LH é imediatamente regulada pela liberagdo pulsatil do GnRH hipotalamico na
circulacdo, que resulta em um pulso de LH correspondente liberado pela hipéfise anterior. O
pico de LH que inicia sincronicamente com o comego do estro resulta em dois fendbmenos
simultaneos, porém independentes, que é o da luteinizacdo e o da ovulagdo. A ovulacdo dos
mamiferos € similar ao processo inflamatorio e ocorre durante os primeiros estagios de
luteinizacdo que € iniciado pelo pico de gonadotrofinas originario da hipdfise. A
funcionalidade do CL dos ruminantes, medida pela secrecdo de progesterona, € regulada pelo
LH proveniente da hip6fise anterior (SOUZA & MORAIS, 1998).

O LH estimula a secrecdo de progesterona ligando-se a seus receptores e ativando a adenil
ciclase, enzima que sintetiza a adenosina 3, 5"- monofosfato ciclico (AMPc), um mensageiro
intracelular da adenil , que é responsavel por ativar as enzimas envolvidas na sintese da
progesterona. Quando o receptor do LH esta desocupado, a guanosina difosfata (GDP) esta

limitada ao nucleotideo da proteina guanidil (proteina G) que esta inativa. A ligacdo ao
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receptor do LH causa mudangas estruturais na proteina G (ativacdo), GDP é convertida em
guanosina trifosfata (GTP), a hidrolise de GTP é inibida e os pares de proteina G juntamente
com o complexo LH-receptor com a adenil ciclase sédo ativados (BIRNBAUMER et al.,
1985).

Em estudos em células luteais de ovelha, demonstram que a estimulacdo experimental da
proteina kinase A ativou a hidrolise do ester do colesterol (WILTBANK et al., 1993)
liberando o colesterol para o transporte até a mitocondria onde se submete a clivagem da
cadeia lateral. Além disso, a proteina kinase A pode aumentar o transporte do colesterol nas

mitocondrias para a conversdo em pregnenolona (NISWENDER et al., 1994).

A progesterona exerce o efeito de feedback negativo na liberacdo de LH, aparentemente por
reduzir a freqiéncia de pulsos de LH. A progesterona tem efeito progestacional inibindo a
atividade uterina e estimulando o desenvolvimento glandular uterino (PETERS, 1985).
Durante o ciclo estral bovino, o LH é produzido em baixos niveis exceto no momento pré-

ovulatério.

2.4 Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo substancias organicas extremamente potentes que aparecem numa
grande variedade de tecidos e situac@es bioldgicas. Por terem sido primeiramente descobertas
e isoladas de liquido seminal, como secre¢do da prostata, foram assim denominadas, sendo o
sufixo “glandinas” associado a glandula (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Alguns anos mais tarde Eliasson (1959) provou que quase todas as prostaglandinas seminais
eram originadas nas vesiculas seminais e ndo na prostata, mas 0 nome permaneceu.
Atualmente sabe-se que as prostaglandinas estdo presentes em todos os tecidos animais,
exercendo vérias fungBes. Quimicamente, sdo parte de um grupo chamado eicosanodides,

derivado do acido araquiddnico (C 20:4), que sofre ciclizagdo por acdo da enzima
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cicloxigenase (COX), forma um anel pentano e recebe varias insaturagdes. Sao divididas de
acordo com sua estrutura e funcdo, produzindo efeitos bioldgicos diferentes. Possuem quatro
grandes grupos: A, B, E, F (MARQUES, 2006).

As prostaglandinas, assim como os leucotrienos, tém sua sintese desencadeada por estimulos
nas membranas celulares, que podem ser de natureza fisioldgica, farmacoldgica ou patoldgica.
Por acdo da fosfolipase A, o &cido araquiddnico, constituinte normal dos fosfolipidios das
membranas, € entdo convertido. Tais estimulos ativam receptores de membrana, acoplados a
uma proteina regulatdria ligada a um nucleotideo guaninico (proteina “G”). A partir desta

ligacdo, ativa-se a fosfolipase A especifica. Faz parte deste complexo ainda, uma elevagdo da

concentracdo de célcio (Ca++) no meio intracelular. A fosfolipase A hidrolisa fosfolipidios da
membrana, particularmente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, “liberando” assim o acido
araquidoénico. Este &cido liberado é entdo substrato para duas vias enzimaticas, a das
cicloxigenases (COX), que desencadeiam a sintese das prostaglandinas e dos tromboxanos, e
a via das lipoxigenases, responsdvel pela sintese dos leucotrienos (SCHUSTER, 1998;
SCHUSTER, 2002; BAO et al., 2002; NOMURA et al., 2004; MARQUES, 2006).

O local de atividade das COX é um canal hidrofobico que se encontra numa estrutura entre o
hélices associadas a membrana. Desta maneira, 0 &cido araquidénico ndo precisa abandonar a
membrana para servir como substrato. A sintese das prostaglandinas inicia-se com as COX
catalisando a adicdo de oxigénio molecular ao &cido araquidénico, formando-se um produto

intermediario, o PGG ou prostaglandina G, No outro lado da membrana, as COX cumprem
sua funcdo como peroxidases, reduzindo a PG, a PGH, . Estas prostaglandinas primarias, por

assim dizer, tém pouca atividade, mas sdo substrato para formacgdo das diversas
prostaglandinas com atividade, como PGD,, PGE,, PGF q, prostaciclinas (PGIZ) e também

dos (COHN et al.,1997; OKUDA et al., 2002).

As prostaglandinas enddgenas possuem atividades bastante amplas, mas seu efeito fisioldgico
predominante é provocar contragdes ou relaxamento das células musculares lisas em diversos

6rgdos. Para a medicina veterinaria a propriedade terapéutica mais antiga é a capacidade de
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algumas da série F provocar a lutedlise (TSAI & WILTBANK, 1997). Portanto, pode-se dizer
que a PGF2a é responsével pelo tempo de vida do CL, causando sua regressdo morfoldgica e
funcional (KOTWICA et al., 1997), sendo que a regressdo funcional precede a regresséo
morfolégica (VIANA et al., 1990). Recentemente outras aplicacdes terapéuticas tem sido
propostas como aceleracdo da involucdo uterina (FERNANDES et al., 2002 a,b) e modulacéo
da defesa uterina (LEWIS, 2004). Na vaca, a principal causa dos episodios luteoliticos é a
liberacdo de prostaglandina uterina (MCCRACKEN et al., 1984; SILVIA et al., 1991).

Em fémeas bovinas, a PGF2a é o principal agente luteolitico e tem como principal funcéo
promover a luteélise (MEIDAN et al., 1999; CARAMBULA et al., 2002) determinando o
final da fase luteinica (DAVIS et al., 1988; CHEN et al.,1998).0 bloqueio da sintese de P4
resulta da interacdo da PGF2a com os receptores localizados nas células luteais
esteroidogénicas (ANDERSON et al.,2001)

As prostaglandinas também exercem um importante papel no processo da ovulagdo e este tem
sido objeto de estudo ha algum tempo. Tsafrifi et al. (1972) conseguiram provocar a ovulacdo
mediante a PGE; em ratas, nas quais se havia bloqueado a liberacdo da onda pré-ovulatéria de
LH. Shelton et al. (1990) marcam a PGE, como um potente fator luteotréfico, concluindo em
seu trabalho que a indomectacina (Antiinflamatério ndo esterdide -AINE) néo bloqueia a
liberagdo de LH, mas exerce sua acdo anti-ovulatdria sobre o foliculo, bloqueia a ruptura
folicular, mas ndo sua maturacdo; as prostaglandinas exercem um papel essencial no
mecanismo pelo qual o LH provoca a ruptura folicular e que as prostaglandinas ndo séo

necessarias na maturacado folicular, agdo na qual o LH esté envolvido.

Segundo Poyser (1981), o ativador do plasminogénio converte o plasminogénio em plasmina,
que é capaz de debilitar a parede do foliculo. Portanto, é possivel que as prostaglandinas
iniciem a sintese de enzimas envolvidas no debilitamento da parede folicular, e que também
provoquem o aumento da pressao intrafolicular, através do qual se produz a expulsdo do

odcito através de uma ruptura na parede do foliculo.
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Em bovinos ocorre um marcado aumento das concentracfes de prostaglandinas no liquido
folicular, no periodo pré-ovulatdrio, particularmente da prostaglandina F2a, sendo o lugar de
sua sintese as células da granulosa do foliculo maduro, que parece estimular a sintese de
enzimas colagenoliticas, como a colagenase e a elastase, que degradam os tecidos conjuntivos
da parede do foliculo (KAWAKAMI & KOHMOTO, 1992).

2.4.1 Mecanismo de a¢do das prostaglandinas

A maior parte dos receptores para prostaglandinas é de superficie de membrana celular,
ligadas a proteina “G”, mas ha também receptores localizados em membrana de nucleo, cujos
ligantes atuam na transcrigdo, alterando a expressdo génica celular. Recentemente, foi

demonstrado que eicosandides como a PGL, (e outras da série J) e leucotrieno B, séo ligantes

enddgenos de uma familia de receptores ativadores de proliferagdo do peroxissomo PPARS -
Peroxisome — Actvated Receptors, que regulam o metabolismo lipidico e a diferenciagdo e
proliferacdo celular. Atualmente, se conhecem 3 isoformas destes receptores, denominados a,
ey (DANET- DESNOYERS et al.,1994)

Dois sistemas efetores que atuam a partir da liberagdo de segundos mensageiros sdo
associados a acdo de prostaglandinas. Um é o da adenilato ciclase, cuja ativagdo estimula a

sintese do AMPc. As PGIZ, PGDZ’ PGEZ, ativam a adenilato ciclase, aumentando a

concentragdo do AMPc. Outro sistema efetor é o da fosfolipase C, que por acdo das
prostaglandinas, aumenta a formagéo de diacilglicerol e 1,4 5 trifosfato de inositol, resultando
na ativacdo em cascata de proteina — quinases, e elevacdo de célcio intracelular (DANET-
DESNOYERS et al.,1994; OKUDA et al., 2002).

Sabe-se que as prostaglandinas participam de diversas acfes metabolicas, processos
fisiologicos e patoldgicos, vasodilatagdo ou vasoconstricdo; hiperalgesia; contragdo ou
relaxamento da musculatura brénquica e uterina; hipotenséo; ovulacdo; aumento do fluxo

sanguineo renal; protecdo da mucosa gastrica e inibicdo da secrecdo acida também no
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estbmago; resposta imunoldgica (ex: inibicdo da agregacdo plaquetaria); regulacdo de
atividade quimiotéxica; progressdo metastatica; fungdo enddcrina, entre outras. Desta forma,
as prostaglandinas poderdo ser produzidas a partir do acido araquidénico em praticamente
todos os tecidos do organismo, sempre que necessario (DANET- DESNOYERS et al.,1994;
COHN et al.,1997; OKUDA et al., 2002).

Os niveis sangliineos da maioria das prostaglandinas geralmente sdo muito baixos, embora
parecam ser elevados sob certas condigdes, como no parto. As prostaglandinas séo
rapidamente metabolizadas e degradadas, o que provavelmente seja responsavel pela sua
transitoria atividade farmacoldgica e baixos niveis sangiiineos. Estdo envolvidas também na
liberacdo de gonadotrofinas (DOMINGUEZ et al., 1996).

A PGF2a é considerada a substancia que inicia a regressdo do corpo lateo. Este conceito
surgiu a partir de inimeras investigacbes que demonstraram que concentracdes elevadas de
PGF2a no sangue devido a administragdo exdgena ou sintese e liberacdo fisioldgicas foram
concomitantes com a regressdo do corpo luteo (LEI et al.,1991). Ela € liberada de maneira
episddica, aproximadamente 14 dias ap0s a ovulagdo nas grandes espécies domésticas. Na
vaca, por exemplo, as ondas tém em média cinco a seis horas de duragdo com
aproximadamente o mesmo intervalo entre elas (STABENFELDT & EDQVIST, 1988). No
entanto, ainda nao esta totalmente esclarecida a maneira como se da o controle da secre¢do de
PGF2a no inicio da lutedlise, a hipétese mais provavel é de que a progesterona seja o
principal estimulo para o aumento da secrecdo de PGF2a, sendo assim, 0s niveis de
progesterona nos primeiros dias do ciclo "programariam™ o Utero para liberar PGF2a sete a
oito dias depois. (GONZALEZ, 2001).

A progesterona exerce o papel de agente luteotr6fico de maneira paracrina e/ou autécrina e
sua acdo estimuladora da prostaglandina é mediada pela enzima quinase C no corpo lditeo
bovino (OKUDA et al.,1998).
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Um dos efeitos da prostaglandina F2a relacionados ao ovario é a diminuicdo do fluxo
sanguineo para o corpo lateo, sendo esta diminuigdo devido a degeneragdo dos capilares

luteais e ndo a vasoconstri¢do que as prostaglandinas podem causar (PATE, 1994).

2.4.2 Efeito luteolitico

O primeiro relato sugerindo que a prostaglandina seria a substancia secretada pelo Gtero e que
provocaria a lutedlise ocorreu em 1966. Mais tarde se comprovou que a injecdo de PGF2q,
em ratas, provocava uma marcada diminuigdo na progesterona e que a PGF2a seria um fator
luteolitico na ovelha. Também foi comprovado que a PGF2a é o fator envolvido na lutedlise
em bovinos (PATE & TOWNSON, 1994).

A sincroniza o do estro, através da aplica o de agentes luteoliticos, como a PGF2a, ou seus
andlogos, tem sido amplamente utilizada, em regimes de insemina o artificia, como na
técnica de transferéncia de embri es, para qual é imprescindivel. Trata-se de um método
prético e que induz um estro de fertilidade comparada ao natural (FERNANDES, 1994).
Recentemente, com a implementa o dos protocolos de insemina o artificial em tempo fixo

(IATF), aumentou-se a demanda paraa utiliza 0 destas subst ncias.

Em ruminantes domésticos, somente uma pequena quantidade da PGF2a uterina alcan a o
ové&rio, por difus o da veia uterina para a artéria ovariana (mecanismo denominado de contra
corrente), com mais de 95% da PGF2a sendo metabolizada a componentes inativados como a
15-ceto-13, 14-diidroprostaglandina F2a, por uma Unica passagem pelos pulm es
(FERREIRA & VANE, 1967). Um pulso inicid de prostaglandina, mesmo sendo de baixa
magnitude, pode iniciar os mecanismos para que as grandes céulas luteinicas produzam
localmente PGF2a (TSAI & WILTBANK, 1997). Isto pode explicar porque uma pequena
quantidade de PGF2a uterina € capaz deiniciar aregress o luteal. Ao alcan ar o CL, o efeito
luteolitico da PGF2a resultard na associa 0 com 0s receptores presentes na membrana
plasmética das LLCs, iniciando a cascata de rotas intracelulares que resultam na lutedlise e

consequentemente levando ainibi o da sintese de progesterona (ANDERSON et al. 2001).
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O decréscimo da concentra 0 de progesterona € mais comumente devido a diminui o da
capacidade esteroidogénica das células luteais individuais e do fluxo sanglineo luted de
acordo com Milvae et d., (1996). Embora a PGF2a possa iniciar a lutedlise funcional,
mecanismos adicionais parecem ser necessarios para a lutedlise completa. A lutedlise € um
evento continuo, e a distin 0 entre mudan as funcionais e estruturais faz-se necessario para
entender o processo como um todo. As grandes células luteinicas provavelmente respondem
iniciamente ao sinal luteolitico, mas as comunica es entre grandes e pequenas células, bem
como entre células luteais e n 0 luteais parecem ser requeridas para a regress o completa se
proceder (PATE, 1994).

Recentes estudos tém demonstrado que as células endoteliais e seus produtos, como a
Endotdina-1 (ET-1), s o requeridos para a manifesta 0 dos efeitos luteoliticos da PGF2a
(MILVAE, 2000; PATE & KEYES, 2001). Esta proteina atua como um potente
vasoconstritor, inibe a atividade esteroidogénica, reduz o fluxo sangliineo durante a lutedlise
inicial pela constri 0 arteriolar, leva a hipOxia, e, por conseguinte a apoptose das células
(MILVAE et a.,1996; MILVAE, 2000; PATE & KEYES, 2001). A ET-1, que é produzida
pelas células endoteliais que revestem 0s vasos sangliineos, apresenta receptores especificos
nas LLCs e SLCs (MILVAE, 2000) e desempenha um pape crucial durante a lutedlise
induzida pela PGF2a (LEVY et a., 2000), agindo como um mediador/promotor luteolitico
local naregress o do CL. Estascondi  es sugerem que a PGF2a ea ET-1 s o importantes na
répida cascata funcional da lutedlise “in vivo” com uma possivel intera o entre as células
endoteliais e luteais durante a lutedlise (MILVAE, 2000; MEIDAN & LEVY, 2002).

A regress o luteal causada pela PGF2a apresenta primariamente sua a o aravés dos
receptores especificos presentes na membrana plasmatica das grandes células luteinicas
(SAKAMOTO et a., 1995) onde o mRNA destes receptores de PGF2a é altamente
expressado e acumulado nas grandes céulas em estégios n 0 especificos do ciclo estral
(SAKAMOTO et a., 1994, SAKAMOTO ¢t d., 1995; WILTBANK et a., 1995 e TSAI &
WILTBANK, 1998), mas a responsividade do CL a PGF2a aumenta com o tempo, sendo que

a dfinidade de ades o da prostaglandina aos receptores aumenta 203 vezes dos dias 13 ao 20
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do ciclo estral (HUSSAIN & DANIEL, 1991; RAO et a., 1979) apresentando sensibilidade
méxima no final da fase lutea (COLAZO et a., 2002). Portanto, a PGF2a n o ir4 induzir a
lutedlise nos primeiros cinco dias do ciclo estral, quando o CL estd em fase inicial de
desenvolvimento, embora apresentem MRNA dos receptores para td. Em adi o, a
inabilidade de resposta nesta fase também parece ser devido a uma caréncia de express o de
outros mediadores que levam a esta lutedlise (TSAI & WILTBANK, 1998; LEVY et al.,
2000).

Portanto, a caréncia de responsividade do CL inicial n o é atribuida a uma deficiéncia de
receptores de alta afinidade a PGF2a (WILTBANK et al., 1995) e uma possivel explana o
para a auséncia da regress o de CLs iniciais apds a inje o de PGF2a, e sm seria a
incompleta vasculariza 0 do CL ou incompletadiferencia 0 dos mecanismos degenerativos
nas células luteais. Pode-se sugerir que o tipo de célula que media as a es luteoliticas da
PGF20, possvelmente o endotélio, pode ser n o responsivo durante a fase lutea inicial
(LEVY et al., 2000).

Concordando com tais afirma es, Meidan & Levy (2002) comentam em sua revis o que a
adminisra o da PGF2a no dia 4 do ciclo estral n 0 € capaz de provocar a lutedlise, pois 0
CL inicial apresenta falha em aumentar a express o do gene da ET-1 e seus receptores. Em
contraste, ambos 0s genes s 0 induzidos em CLs mais velhos, quando expostos a PGF2a.
Fernandes et al. (2006) mostram os efeitos de diferentes doses de um andlogo da
prostaglandinas (Cloprostenol) em animais selecionados para lutedlise de acordo com o diado
ciclo estral . Estes autores concluiram que o corpo |Uteo apresenta diferen a de sensibilidade
aos andlogos da prostaglandina, de acordo com o diado ciclo estral em que estes produtos s 0

aplicados.

Uma hipétese sobre a lutedlise esté relacionada com a morte celular programada. A apoptose
€ um processo ativo que requer energia e implica em trocas bioquimicas e morfoldgicas nas
células. Provoca um aumento na concentra o intracdular de Cat+ e a ativa o0 de
endonucleases Cat++ - Mg++ dependentes. Neste processo ocorre a saida de ions e &gua da

célula, o que provocaacontra o damesma. Um fato que se considera indicativo de apoptose
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€ a ruptura do DNA com forma o de oligonucleossomas, edas estruturas tem sido
identificadas durante a lutedlise induzida pela PGF2a na ovelha e na vaca (PATE &
THOWNSON, 1994; PATE, 1994).

Diferentes métodos farmacolégicos tém sido usados para prolongar a fase luteal. As raz es
paraisto tem sido, por exemplo, diminuir o processo inflamatério causado por endotoxinas de
bactérias grant+ ou para aumentar a taxa de prenhez apds a transferéncia de embri es. O
flunixin meglumine (FM) é um potente antiinflamatério n o esteride (AINE) que inibe a
enzima cicloxigenase e a cascata do &cido aracd nico (Figura 2). Essa inibi o resulta na
redu o na biossintese de prostaglandina e outras subst ncias (ODENSVIK et al., 1989).
Estudos anteriores mostraram que aintensa administra o parenteral de FM € capaz de adiar a
lutedlise e prolongar o ciclo estral em novilhas (AIUMLAMALI et d., 1990; ODENSVIK &
GUSTAFSSON, 1994).

A absor o por vialM do FM é muito rgpida, consegue-se atingir concentra  es plasméticas
maximas em 30 minutos. A sua biodisponibilidade é de 76%. Alguns estudos mostram que 0
flunixin meglumine tem meia-vida de eimina o de 4 a 8 horas (PELLEGRINI-MASINI et
a., 2004).

Figura 2: Estrutura quimica do Flunixin Meglumine.
Fonte: Purcell, 2004.

Merril et al., (2007) redizaram um estudo pra determinar os efeitosdo FM e do transporte nas

taxas de prenhez apds |A em vacas de corte.Eles utilizaram a dosagem de 1,1 mg/kg de FM
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IM e constataram que 0 FM elevou as taxas de prenhez nos animais tratados,obtendo uma

taxa de 71% para os animais tratados contra 61% para os animais n o tratados com FM.

Apesar das consequiéncias antiprostaglandinicas do FM terem sido demonstradas, 0 seu uso
parapreven o dalisedo CL paradar tempo de haver o reconhecimento materno dagesta o
€ limitado. Portanto, s o importantes os estudos parainvestigar se o atraso nalise do CL pode
dar mais tempo para 0 embri 0 enviar uma mensagem de reconhecimento para o Utero

materno e desta forma diminuir a perdaembrionéria (AK E-L OPEZ et al., 2005).
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RESUMO

O propésito deste estudo foi avdiar o efeito do Flunixin Meglumine (FM) sobre as taxas de
prenhez de receptoras de embri es bovinos com diferentes graus de dificuldade de passagem
pela cérvix no momento da inovula o. Utilizou-se 337 vacas que foram divididas
deatoriamente em dois grupos, G1 (n = 242) e G2 (n=95). Ap6s a inovula o, foram
aplicados 500 mg de FM por via intramuscular no G2, enquanto o G1 n o recebeu esta
aplica 0. O diagnéstico de gesta o foi realizado pela ultra-sonografia transretal. A prenhez
foi calculada pelo teste qui-quadrado (c?). As taxas de prenhez das receptoras do G1 e G2
foram, respectivamente, 50,00 % e 56,80 % n o revelando diferen a estatistica (p>0,05).
Dentro dos grupos, as receptoras foram avaliadas e classificadas, no momento dainovula o,
guanto ao grau de dificuldade para inovula 0. As cérvix receberam classifica o 1, quando
de fécil passagem e 2, com algum grau de dificuldade de passagem. As taxas de prenhez para
as receptoras com cérvix grau 1 nos grupos G1 e G2, respectivamente, foram de 54,30% e
50,00% e grau 2 de 36,20% e 61,40 %. Houve diferen a estatistica para cérvix grau 2
(p<0,05). Neste trabalho, a utiliza o do FM n o aterou as taxas de prenhez geral das
receptoras. Contudo, 0 seu uso pode ser Util em receptoras com algum grau de dificuldade
parainovula o.

Palavras- chave: transferéncia de embri es, flunixin meglumine, PGF;a, receptoras
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SUMMARY

The purpose of this research was to study the effect of Flunixin Meglumine (FM) on bovine
embryo recipients pregnancy rates with differences degrees as manipulation of cervix. Three
hundred and thirty-seven cows were randomly divided in two groups, G1 (n = 242) and G2
(n=95). After the transfer, the G2 received 500 mg of FM intramuscularly, while G1 did not.
The pregnancy diagnosis was carried by transrectal ultrasonography. To compare pregnancy
rates of groups was used Chi-square test (c?). The pregnancy rates of G1 and G2 were
respectively, 50, 00 % and 56, 80 %. It did not have difference between groups (p>0, 05).
The recipients have been assessed and categorised indgde from the groups, at the transfer
moment, as to the degrees difficulty to embryo transfer. The cérvix receive classification of 1
and 2, being 1 of easy passage and 2 with any degree of difficulty embryo transfer. Pregnancy
rates of recipient with cervix degree 1 in groups G1 and G2 were respectively 54, 30% and
50, 00% and degree 2 of 36, 20% and 61, 40 %. It do have statistic difference to cervix degree
2 (p<0, 05). In this work, use of FM did not modify the crossbred recipient pregnancy rates
general. However, its use can be helpful in recipients with cervix some difficult degree to
embryo transfer.

Key words: embryo transfer, flunixin meglumine, PGF.a, recipients

3.1 INTRODUCAO

Atualmente, mais de 500.000 embri esbovinoss o transferidos a cada ano (HASLER, 2003).
Em um programa de transferéncia de embri es (TE) n o cirdrgica, o Utero da receptora €
palpado por viatransretal para a corretaidentifica o elocaliza o de um corpo lateo (CL). O
embri 0 € ent 0 depositado no corno uterino ipsilatera aguele com o CL. Toda esta
manipula o uterina pode desencadear a libera o0 de Prostaglandina F2a (PGF20) pelo
endométrio uterino (FERGUSSON, 1941; WANN & RANDEL, 1990). As taxas de prenhez
de receptoras tém sido relatadas como sendo inversamente proporcionais ao tempo requerido
para o deposito do embri 0 no Utero (ROWE et d, 1980). A libera o da PGF2a pode ter

efeito direto sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento do embri o (SCHRICK et al., 2003).

O sucesso do processo reprodutivo depende de vérios fatores inerentes aos animais bem como

de fatores externos. Dentre as condi es que podem influenciar esse sistema ha um



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

mecanismo que representa uma das maiores limita es bioldgicas para serem atingidos
indices reprodutivos satisfatorios. Trata-se do evento conhecido como reconhecimento
materno da gesta 0 que ocorre no periodo de periimplanta o e pode representar de 30 a
40% das perdas embriondrias nas fémeas bovinas (DISKIN & SREENAN, 1980;
HUMBLOT, 2001; SANTOS et a., 2004).

A mortalidade embrionéria associada a falha na manuten o do corpo IUteo aumenta o
intervalo entre partos. Para manuten o da gesta o, considerando-se desde 0 momento da
fecunda o, alguns requisitos s 0 necessarios como competéncia das unidades uterina,
embrionéria e a sincronia entre elas. E sabido que uma grande porcentagem de embri es é
perdida entre os dias oito e 16 da gesta o, representado pelo periodo de elonga o do
concepto e reconhecimento materno dagesta 0, associado a manuten o do CL (DISKIN &
SREENAN, 1980; BERTAN, 2004). O mecanismo luteolitico necessita ser bloqueado para
proporcionar o estabelecimento dagesta o (MARQUES, 2006).

Uma estratégia que vem sendo estudada atualmente para prevenir a perda embrionaria € a
utiliza o de um inibidor da sintese de PGF2a. Alguns estudos mostram que o flunixin
meglumine € uma droga eficiente naiinibi o daprodu o de PGF2a pelo [imen uterino. Em
bovinos, ainda existem poucos estudos registrados na literatura mundial a respeito da
utiliza o de uma droga inibidora da sintese de PGF2a sendo utilizada na transferéncia de
embri escom o intuito daredu o das taxas de perda embrionaria e consecutivo aumento das

taxas de prenhez alcan adas com esta biotécnica.

No Brasil, também s o poucos os estudos realizados acerca dos efeitos deste inibidor sobre a
taxa de prenhez em receptoras bovinas. Logo, o0 objetivo deste estudo foi determinar os efeitos
da adminigra o do flunixin meglumine no momento da transferéncia de embri es sobre as
taxas de prenhez de receptoras bovinas com diferentes graus de dificuldade de passagem pela

cérvix no momento dainovula o..
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Os animais

Este experimento foi desenvolvido no periodo que compreende o0 1 semestre de 2006 e 1
semestre de 2007 e foi realizado em conjunto com a iniciativa privada. Neste estudo foram
realizadas 12 colheitas de embri es e foram utilizadas 337 mesti as como receptoras. As
receptoras foram distribuidas aeatoriamente em dois grupos denominados de G1 e G2. O
grupo G1 foi composto por 242 receptoras e foi 0 grupo quen o recebeu aplica odo FM. O
grupo G2 foi formado por 95 receptoras e foi aquele que recebeu aaplica o do FM.

3.2.2 Experimento

3.2.2.1 Tratamento superovulatério einsemina o artificia das doadoras

O tratamento hormonal das doadoras foi realizado segundo Ribeiro Filho et a. (2004),
modificado pela utiliza o de um indutor da ovula o0: os animais tiveram a onda folicular
sincronizada com um implante vagina contendo 1,99 de progesterona (CIDR, Pfizer, Brasil)
no Dia 0 e aplica o0 de 3 mg de benzoato de estradiol (Estrogin, Farmavet, Brasil) por via
intramuscular (IM) no Dia 1. O tratamento superovulatério teve inicio no Dia 5 e foi
congtituido de uma quantidade total de 250 Ul de gonadotrofina hipofisaria suina (Pluset,
Cdlier, Brasil) divididos em oito doses decrescentes (50 Ul BID; 37,5 Ul BID; 25 Ul BID e
12,50 Ul BID). Com a quinta aplica o de FSH, foram administrados 150 mg de
D+Cloprostenol Sodico (Prostaglandina Tortuga Tortuga Companhia Zootécnica Agréria,
S o Paulo, SP) IM e com a sexta dose de FSH, as vacas receberam mais 75 mg de
D+Cloprostenol IM. No Dia 8 pela manh , foi retirado o implante de progesterona. Por fim,
no dia 9 pela manh foram administrados 2 mL de um analogo de GnRH IM, a Lecirelina
(Gestran Plus, Tecnopec, Brasil), para indu o da ovula o. Todas as doadoras utilizadas

neste trabalho foram submetidas ao mesmo protocolo de superovula o.
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Asinsemina es das doadoras foram realizadas em tempo fixo (IATF), nos dias 9 de tarde e
10 pelamanh . Parata, foram utilizadas doses comerciais de sémen criopreservado, oriundas
de animais com fertilidade comprovada. As fémeas foram inseminadas por via transcervical.
O manuseio e estocagem do sémen destinado as insemina es seguiram a metodologia
descrita por Senger (1986). Para a descongela 0 das amostras de sémen foi empregado um
recipiente térmico destinado especificamente a este propdsito. As palhetas de 0,50 mL foram
descongeladas a 37°C e o tempo de descongela o n o foi menor que 30 segundos ou maior
gue um minuto (SENGER, 1986). As partidas de sémen foram avaiadas segundo Henry e
Neves, 1998.

3.2.2.2 Colheitados Embri es

Antes de cada colheita, foram efetuadas a limpeza e assepsia daregi o perineal das doadoras
com agua e acool a 70%, respectivamente. Também foram realizadas a anestesia epidural,
utilizando 4 a 7 mL de lidocaina a 2% (Anestésico L, Pearson, Brasil) e a tranquiliza o,
utilizando 0,50 mL de acepromazina a 1% (Acepran, Vetnil, Brasil), a fim de diminuir o
peristaltismo e desconforto dos animais durante o procedimento. Os embri es foram colhidos
n o cirurgicamente no sétimo dia apos a primeira IA, em meio de lavagem uterina com
solu 0 de PBS (Solu o Salina Tamponada com fosfato/citrato, Canoga USA). O contelido uterino foi
filtrado em filtros especiais para embri es, colocado em placas de petri descartéveis e
observado ao esteriomicroscopio, a fim de se identificar e selecionar os embri es. Apds
identifica 0, os embri es foram colocados em solu 0 de manuten o, quando ent o foram
avaliados quanto a qualidade e ao estédio de desenvolvimento. Paratanto foram considerados,
0 nimero de células, a compacta o0 dos blast meros, a forma, cor e tamanho das células,
presen a ou n o de extrus o celular, diferencia o visual entre trofoblasto e massa celular
interna, além da presen a do blastocele. A partir da colheita dos embri es avaliou-se 0
namero de estruturas colhidas, fertilizadas e 0 nUmero de embri esviaveis em cada grupo. As
estruturas foram classificadas quanto a qualidade e estégio de desenvolvimento segundo as
orienta esda Sociedade Internacional de Transferénciade Embri es (IETS) que compreende
oito estagios de desenvolvimento (1 = n o fecundado, morto/degenerado, 2 = 2 a12 células,

3 = mbérula inicial, 4 = moérula, 5 = blastocisto inicial, 6 = blastocisto, 7 = blastocisto
expandido e 8 = blastocisto eclodido) e quatro de qualidade embrionaria (1 = excelente/lbom,
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2 = regular, 3 = pobre e 4 = morto/degenerado). Somente aguelas com grau de qualidade 1, 2
e 3 foram consideradas viaveis e posteriormente transferidas. Os embri es foram envasados

em pal hetas devidamente identificadas.

3.2.2.3 Prepara oeinovula o dasreceptoras

Todas as receptoras receberam duas inje  es, intervaladas por 14 dias, contendo 0,15 mg de
D(+) Cloprostenol Soédico, um andogo da PGF,a (Prostaglandina Tortuga  Tortuga
Companhia Zootécnica Agraria, S o Paulo, SP),. Aquelas que manifestaram caracteristicas
comportamentais de estro foram submetidas a inovula o sete dias depois. Foi redizada a
técnica de transferéncia n o cirdrgica, que consistiu na aplica o de anestesia epidural,
palpa o utering, identifica o e classifica o de um CL, inovula o através da cérvix, e
depos o0 do embri 0 no ter o final do corno uterino ipslateral ao CL previamente
identificado. O CL das receptoras foi classificado de acordo com sua qualidade em uma escala
de 1 a 4, onde 1 (regular), 2 (bom), 3 (excdente) e 4 (incluso). Apenas um embri o foi
inovulado em cada receptora. Neste momento as receptoras foram avaliadas quanto ao grau de
dificuldade de passagem pela cérvix durante a inovula o. Elas receberam classifica o de 1
ou 2, sendo 1 aquela com cervix de facil passagem e 2 aquela com cervix apresentando algum
grau de dificuldade para passagem da pipeta de inovula 0. Logo apés a inovula o, as
receptoras do G2 receberam umainje o de Flunixin Meglumine (Desflan, Ouro Fino, Brasil)

na dose de 500 mg (10 mL) por viaintramuscular.

3.2.2.4 Diggnéstico de Gesta o

O diagnostico de gesta 0 das vacas receptoras foi realizado por ultra-sonografia transretal
oito semanas apds as respectivas inovula es. Utilizou-se um equipamento de ultrasom
(ALOKA SSD-500, Aloka, Tokio, Jap 0.) modo B, com um transdutor rigido de 5.0 MHz, do
tipo transretal. O desempenho reprodutivo foi avaliado por meio da taxa de prenhez, ou sga,

guantidade de vacas prenhesem rela 0 ao nimero de vacas inovuladas.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

3.2.3 Andlise Estatistica

Para as andlises edtatisticas das caracteristicas avaliadas, foi empregado o pacote estatistico
Statistical Anaysis System (SAS) - vers 0 6 (1996). Para tanto, a taxa de prenhez teve suas
tabelas de distribui 0 e estudo de dispers o de freqiiéncias elaboradas pelo PROC FREQ,
utilizando-se o teste de Qui-quadrado (c2). As variaveis qualidade do corpo IUteo, estagio
embrionério e qualidade embrionaria foram comparadas por meio do PROC GLM, utilizando-

se o teste de Student-Newman —Keuls (SNK).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Schrick et al. (2001) relatam em seus estudos um efeito significativo do FM correlacionado a
algumas caracteristicas embrionarias sobre a taxa de prenhez das receptoras. Eles constatam
gue o efeito do FM na taxa de prenhez depende e pode variar de acordo com a qualidade
embrionéria, estégio de desenvolvimento do embri o transferido e tipo de embri o transferido
(fresco ou congelado). Este efeito-dependente do FM sobre a taxa de prenhez também foi
relatado por Purcell et al.(2005).

Com a findlidade de se estudar a homogeneidade dos grupos, algumas variaveis como
qualidade do corpo luteo (QLCL), estégio embrionario (EEMB) e qualidade embrionaria
(QEMB) foram analisadas. Os dados concernentes a estas caracteristicas utilizadas como

par metro de controle entre 0s grupos experimentais encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Média e desvio padr o da qualidade do corpo lUteo, estégio de desenvolvimento
embriondrio e qudidade dos embri es inovulados nas receptoras durante os

tratamentos
Tratamentos OQOLCL EEMB EMB
(N) Média + Desvio Média + Desvio Média + Desvio
Padréo (N) Padréo (N) Padréo (N)
Gl: Sem FM 242 + 1, 02 (241) 4,49 + 0,84 (240) 1,60 + 0,79 (240)
(242)
G2: FM (95) 2,40 + 1, 01(95) 4,47 + 0,83 (95) 1,49 + 0,75 (95)

N o houve diferen a estatistica significativa para as variaveis QLCL, EEMB e QEMB entre o
grupo sem FM (G1) e o grupo de receptoras tratadas com FM (G2) (p>0,05). Desta forma,
pode-se verificar homogeneidade entre os gruposem rela o a caracteristicas, antes do

inicio da fase experimentd.

Para a qualidade do corpo luteo (QLCL), foram encontradas médias de 2,40 e 2,42 entre 0s
grupos experimentais. Isto significa que, em média, os CL das receptoras nos dois grupos
tinham qualidade entre 2 e 3, ou sgja, de excelente e boa qualidade, n o interferindo assm nos
resultados do experimento. Neste estudo, as médias encontradas para estégio de
desenvolvimento embrionario (EEMB) foram de 4,49 e 4,47 para o G1 e G2 respectivamente.
Esta média na faixa entre 4 e 5 representa 0s estagios de moérula e blagtocisto inicial. Na
transferéncia de embri es comercial, a colheita dos embri es na doadora ocorre entre os dias
6 a8, época em que os embri es geramente est 0 em estagio de mérula a blastocisto, sendo
estes estagios os mais indicados para transferéncia (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998).
Emrela o aqualidade embrionaria (QEMB), estafoi atribuida de acordo com um codigo que
varia de 1 a4 preconizado pela IETS. As médias foram de 1,60 parao G1 e 1,49 parao G2,
ou sgja, nafaixaentre 1 e 2, o que significa que a qualidade dos embri es transferidos, tanto

para as receptoras do G1 quanto para as receptoras do G2, foi de excelente/boa e regular
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qualidade. Esta andlise permite concluir que as variaveis QLCL, EEMB e QEMB n o

interferiram nos resultados deste experimento.

No presente estudo foi utilizada a dose de 500 mg de flunixin meglumine por animal, que
equivale a aproximadamente 1,1mg/kg, dosagem esta usada também por Schrick et al. (2001),
Purcell et al. (2005) e Scenna et al. (2005). Naliteratura, como antiinflamatorio, analgésico e
antipirético, a dose indicada varia de 1,1 a 2,2 mg/kg a depender do quadro clinico a ser
tratado. No seu uso nareprodu o como ferramenta auxiliar no estabelecimento da prenhez,
em bovinos, na maioria dos trabahos o FM vem sendo utilizado na dosagem de 1,1 mg/kg
guando aplicado pela via intramuscular (SCHRICK et a. 2001) e de 2,2 mg/kg quando
utilizado por viaora (ODENSVIK et al., 1994).

As taxas de prenhez das receptoras do G1 e G2 foram, respectivamente, 50,00 % e 56,84 %
n o havendo diferen a edtatigtica entre os grupos (p>0,05), como mostra a Tabela 3. Estes
resultados discordam dos obtidos por Scenna et a. (2005). Estes autores, assm como no
presente estudo, utilizaram 10 mL IM de FM no momento dainovula o. Elesacan aram no
estudo taxas de prenhez de 65,00% para 0 grupo de receptoras que receberam FM e de
60,00% para o grupo controle. Em nosso estudo, apesar de uma diferen a percentual de
gproximadamente 7,00 % entre os grupos, esta n o foi edtatisticamente significativa. Purcell
et a.(2005) também encontraram resultados diferentes aos apresentados neste trabalho. Eles
obtiveram taxas de prenhez de 72,30% e 63,00% para as receptoras que utilizaram FM e para
0 grupo controle, respectivamente. O interessante no estudo destes autores € que o aumento
foi dependente da localiza o0 dos animais, que foram locados em fazendas diferentes dentro
de umamesmaregi 0. Emumadasloca eso aumento nataxade prenhez chegou a 32,00%
e em outra houve um decréscimo de 3,00% na taxa de prenhez com a utiliza o do FM. Os
autores n 0 encontraram uma raz o especifica pra explicar estes resultados. Schrick et al.
(2001) encontraram em seu estudo, taxas de prenhez de 63,80% e 51,50% para os grupos FM
e controle respectivamente. Uma diferen ade 12,50% a favor do uso do FM como ferramenta

para 0 aumento das prenheses ao final de um programa de TE.
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Tabela 3. Taxa de prenhez geral dos animais nos dois tratamentos

Grupos N° de Animais Taxa de prenhez geral
N° (%)
G1l: SemFM 242 121 (50,00)
G2: FM 95 54 (56,84)
Total 337 175 (51,93)

Merril et al. (2007), em um estudo visando analisar a efeitos da administra o do FM sobre a
taxa de prenhez em vacas de corte transportadas logo apos a insemina o artificial (1A)
obtiveram taxas de prenhez de 74,00% e 66,00% para as vacas que receberam FM e as que
n o receberam, respectivamente. Eles avaliaram a eficacia do FM em inibir a produ o de
PGF.a e cortisol ocasionada pelo estresse do transporte. No estudo de Merril et a. (2007),
assim como neste presente, 0 FM aumentou o percentual da taxa de prenhez geral, porém este

aumento n o foi estatisticamente significativo.

Em um trabalho preiminar, Silva et a. (2007), também visando avaliar o efeito da
administra o do FM sobre as taxas de prenhez de receptoras de embri es bovinos n o
encontrou diferen a significativa entre os grupos estudados. Neste estudo, foram encontradas
taxas de prenhez de 48,89 % e 50,21 % para 0 grupo que recebeu FM e o0 que n o recebeu,
respectivamente. Os autores sugeriram ent 0 a continuidade da pesguisa de uma forma mais
direcionada, utilizando-se apenas de receptoras que apresentam algum grau de dificuldade

para serem inovuladas.

Schrick et al. (2003) relatam que a taxa de prenhez pode diminuir quando se aumenta a
dificuldade e o tempo requerido para transferéncia dos embri es, 0 que pode se dever ao fato
do aumento da libera o de PGFa induzido pela prolongada manipula o uterina. Partindo
deste principio, no presente estudo, foram investigadas dentro dos grupos, também as
receptoras que apresentaram algum grau de dificuldade para serem inovuladas. Durante o
estudo foram identificadas 222 receptoras com cérvix classificada como de grau 1 (f&cil

passagem) e 115 classificadas como de grau 2 (algum grau de dificuldade pra passagem da
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pipetadeinovula 0). N o houve diferen a edtatistica paraa utiliza o do FM em receptoras
com cérvix de grau 1, ou sgja, com cérvix de fécil passagem. A taxa de prenhez encontrada
para estas receptoras foi de 54,35% e 50,00% para o grupo que n o recebeu FM e parao que

recebeu FM, respectivamente.

Para as receptoras que apresentaram cérvix grau 2 as taxas de prenhez foram de 36,21% para
0 grupo que n o recebeu e de 61,40% para 0 grupo que recebeu aplica o do FM havendo,

neste caso, diferen a estatistica significativa entre eles (p= 0, 007).

Tabela 4. Taxa de prenhez das receptoras nos dois tratamentos

CERVIX 1 CERVIX 2
GRUPOS N° de Taxa de N° de Taxa de
Animais prenhez Animais prenhez
geral n (%) geral n (%)
G1l: Sem FM 184 100 (54,35) 58 21(36,21)
G2: FM 38 19 (50,00) 57 35 (61,40) °
TOTAL 222 119 (53,60) 115 56 (48,70)

Valores com | etras distintas na mesma coluna diferem entre si (p=0, 007) pelo testec2,

Estes resultados refor am a hipétese do aumento da produ o de PGF,a endometria em
resposta a prolongada manipula o uterina requerida nos casos de fémeas com cérvix mais
dificeis de serem transpassadas. A manipula o do trato reprodutivo representa um trauma
para o endométrio uterino podendo desencadear um processo inflamatério. Durante este
processo alguns mediadores quimicos como as citocinas e as PGF,a s o liberadas no local da
injuria (NOTHNICK & PATE, 1990). Uma das mais importantes citocinas, o fator de necrose
tumoral dfa (TNF-a), é capaz de induzir a libera o de PGF,a pelas células luteas e

endometriais (SKARZYNSKI et d., 2000). Sendo assm, Okuda et al. (2002) sugerem que o0
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TNF-a pode ser 0 desencadeador da produ o de PGFza endometrial durante a lutedlise.
Observa-se nos ruminantes um interessante mecanismo anat mico pelo qual a PGF,a de
origem endometrial atinge o ovario antes de ser metabolizada. Ghinter & Delcampo (1974)
observaram que a artéria ovariana apresenta formato tortuoso e encontra-se enovelada a
superficie da veia Utero-ovariana nos bovinos. Através desse peculiar arranjo veno-arterial a
PGF,a passa do retorno venoso uterino a circula o arteriad ovariana e chega ao CL. Ao
interagir com seus receptores no CL, a PGF,a bloqueia a sintese de progesterona e causa a
lutedlise funcional (CARAMBULA et d., 2002). Na literatura, ha poucos relatos de dados
sobre 0 uso do FM relacionado a dificuldade de inovula 0. Os resultados apresentados aqui

s 0 animadores e servem como base para futuros estudos.

P de-severificar que o FM, neste estudo, n o exerceu influéncia sobre a taxa de prenhez geral
das receptoras, porém uma influéncia positiva foi observada sobre as taxas de prenhez das
receptoras com algum grau de dificuldade prainovula 0. Nestes casos, 0 FM podera ser de

grande valianainibi o dos efeitos luteoliticos causados pela PGF-a.

Apesar da libera o de PGF.a durante a transferéncia embrion&ia n o necessariamente
resultar em lutedlise, a sobrevivéncia do embri 0 pode ser comprometida pela presen a de
pequenas concentra  es de PGF,a no Iimen uterino criando um ambiente desfavorével para o
desenvolvimento do embri 0. Logo, ainda ha aspectos a respeito dalibera o de PGF.a e sua
possivel inibi 0 que necessitam ser esclarecidos, refor ando assim, a necessidade de maiores

investiga esarespeito deste tema.

Este estudo é um dos primeiros a respeito deste tema em bovinos no Brasil, sendo assim,
abrem-se novas perspectivas para outros a respeito do uso de um antiluteolitico na
transferéncia de embri es no Brasil, que € um dos paises do mundo onde a biotécnica de
transferéncia de embri es em bovinos mais evoluiu nos Ultimos 10 anos e vem cada vez mais

sendo usada como importante ferramenta nos programas de melhoramento animal.
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3.4 CONCLUSOES

No presente trabalho, a utiliza o do Flunixin Meglumine como inibidor da produ o de
PGF2a n o aterou as taxas gerais de prenhez das receptoras. Estes dados sugerem que €
dispensavel 0 uso deste antiinflamatério em todas receptoras de um programa de transferéncia
de embri es. Contudo, os resultados demonstram que o uso do FM pode ser muito atil em
receptoras que apresentam algum grau de dificuldade para passagem da cérvix no momento
da inovula 0. O controle do fen meno de regress o IUtea precoce € um tema de grande
relev ncia, que ainda precisa ser mais explorado para que maiores contribui  es sgjam obtidas

e que melhores resultados nos programas de reprodu 0 programada sgjam alcan ados.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

A utiliza o de um inibidor da sintese de prostaglandinas (FM), neste estudo, n o afetou a
taxa de prenhez geral das receptoras, sugerindo que o uso deste antiinflamatorio em todas as
receptoras de um programa de transferéncia de embri es n o é necessario. Contudo, 0s
resultados deste estudo demonstram que o uso do FM pode ser muito Gtil em receptoras que
apresentam algum grau de dificuldade para passagem da cérvix no momento da inovula o.
Os resultados obtidos neste estudo s o relevantes, ja que € um dos primeiros no Brasil em

abordar este tema em bovinos.

Mais estudos a respeito dos efeitos do Flunixin meglumine em receptoras bovinas necessitam
ser realizados, principalmente nas condi  es climéticas, sistema de cria 0, de manejo e tipo
de animais inerentes a0 Nosso pais. Assim, resultados mais consistentes a respeito dos reais
efeitos e de quais condi es e Situa es esses efeitos s 0 potencializados ser o obtidos e
poder o ser melhor comparados. Sendo o corpo Iateo uma estrutura fundamenta para a
manuten o da viabilidade e desenvolvimento dos embri es e consequentemente manuten o
da prenhez, sugere-se a continuidade dos estudos. O controle do fen meno de regress o lUtea
precoce € um tema de grande relev ncia, que ainda necessita ser mais explorado para que
maiores contribui  es sgjam obtidas e que melhores resultados nos programas de reprodu o

programada sejam acan ados.
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