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RESUMO

BEDOYA, Héctor Javier Narvaez, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Setembro de 2008. Efeito do Ibuprofeno administrado uma hora antes
da inovulacdo de embrides bovinos. Professor Orientador: Reginaldo da Silva
Fontes. Professor Conselheiro: Angelo José Burla Dias.

Alguns estudos descreveram aumento nas taxas de prenhez em receptoras de
embrides da espécie bovina apds a administracdo de antiinflamatérios néao
esterdides, utilizados como estratégia para inibir a sintese de PGF2a, que é induzida
pela manipulagdo do trato reprodutivo durante a inovulagdo dos embrides. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito do Ibuprofeno administrado uma hora antes da
inovulacdo de embrides bovinos, visando melhorar as taxas de prenhez. Foram
selecionadas 100 fémeas solteiras e ciclicas da raca Nelore como receptoras de
embrides e submetidas a sincronizacdo do estro e da ovulacdo em dia aleatério do
ciclo estral, receberam um dispositivo intravaginal contendo 1,9g de progesterona
(CIDR®, Pfizer, Brasil) + 2mg de benzoato de estradiol (i.m.) (Cronibest®, Biogenesis,
Brasil), sendo este considerado como o dia 0 (Dg). No dia 8 (Dg), o dispositivo
intravaginal de progesterona foi removido e administrou-se 150ug de D-Cloprostenol
(Cronibem®, Biogenesis, Brasil). Apds 24h todos os animais receberam uma
aplicacao de 1mg de benzoato de estradiol. A avaliagcéo ultra-sonografica do corpo
luteo foi realizada no 6° dia do ciclo estral. Foram inovuladas 76 receptoras no 7° dia
do ciclo estral pelo método nao cirurgico, sempre realizado por um mesmo técnico

treinado. Foram utilizados embrides congelados do banco genético da Agéncia



Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA) e classificados de acordo com a
qualidade em grau |, Il e lll, segundo a IETS. Uma hora antes da inovulagdo dos
embrides as receptoras foram distribuidas ao acaso em trés grupos experimentais,
G1 (n=25)-controle, G2 (n=30)-fémeas tratadas com 5mg/kg (i.m.) de Ibuprofeno®
(Henrifarma, Brasil) e G3 (n=21)-fémeas tratadas com polimero de liberagao
controlada de Ibuprofeno administrado por via subcutdnea. O diagndstico da
gestacéo foi realizado por meio de ultra-sonografia transretal aproximadamente 35
dias apds a inovulacdo dos embrides. Para comparar as taxas de prenhez entre os
grupos experimentais, efetuou-se um estudo de dispersédo de frequéncia pelo teste
de Qui-quadrado (x?) com a utilizagdo do programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System). As taxas de prenhez foram de 16% (4/25), 43,3% (13/30) e 14,2%
(3/21) para G1, G2 e G3, respectivamente. Observou-se diferenca estatistica
(P<0,024) na taxa de prenhez do G2 quando comparado o G1 e G3. A administragao
de Ibuprofeno por via intramuscular uma hora antes da inovulagdo dos embrides

resultou em melhores taxas de prenhez em receptoras da raca Nelore.

Palavras-chave: transferéncia de embrides, antiinflamatoérios, prostaglandinas, taxa

de prenhez, Bos indicus.
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ABSTRACT

BEDOYA, Héctor Javier Narvaez, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. September 2008. Effect of ibuprofen administered one hour before
bovine embryo transfer. Supervisor: Prof. Reginaldo da Silva Fontes. Counselor:
Prof. Angelo José Burla Dias.

Some studies have described increase in pregnancy rates in embryo recipients in
cattle after administration of non-steroidal anti-inflammatory drug, used as strategies
to inhibit the synthesis of the PGF2aq, induced by manipulation of the reproductive
tract during embryo transfer. The objective of the present study was to evaluate the
effect of Ibuprofen administered one hour before bovine embryo transfer, seeking
increase pregnancy rates. They were selected 100 females non-lactating, Nelore as
embryo recipients and submitted to estrous synchronization and ovulation in random
day of estral cycle, received an intravaginal device containing 1,9g of progesterone
(CIDR®, Pfizer, Brazil) + 2mg of estradiol benzoate (i.m.) (Cronibest®, Biogenesis,
Brazil) this being considered day 0 (Do). In the 8" day (Dg), the intravaginal device of
progesterone was removed and 150ug of D-Cloprostenol (Cronibem®, Biogenesis,
Brazil) were administered. Twenty - four hours later, each animal received 1mg (i.m.)
of estradiol benzoate. The Corpus Luteum ultrasound assessment was performed in
the 6™ day of estral cycle. They were transferred 76 recipients in the 7" day of estral
cycle by non surgical method, done by a same trained technician. They were used
frozen/thawed embryos the genetic bank of Agéncia Paulista de Tecnologia dos

Agronegécios (APTA) and classified as quality grade I, Il and Ill, according to the

vil



standards of the IEST. One hour before embryo transfer the recipients were
randomly distributed in 3 experimental groups, G1 (n=25) control group, G2 (n=30)
treatment female received 5mg/kg (i.m.) Ibuprofen® (Henrifarma, Brazil) and G3
(n=21) treatment female with polymer of controlled release of ibuprofen administered
subcutaneous. Pregnancy diagnosis was determined 35 days following transfer by
trans rectum ultrasonography. To compare pregnancy rates among experimental
groups, it was carrying out a study of frequency dispersion for the Chi-Square test
(x?), statistical program used SAS (Statistical Analysis System). The pregnancy rates
were of 16% (4/25), 43,3% (13/30) e 14,2% (3/21) for G1, G2 and G3, respectively. It
was observed the statistic difference (P<0,024) in the pregnancy rates for G2
compared with G1 and G3. The Ibuprofen intramuscularly administration one hour

before embryos transfer improved pregnancy rates in Nelore recipients.

Keywords: embryo transfer, anti-inflammatory drug, prostaglandin, pregnancy rates,

Bos indicus.

viil



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

LISTA DE FIGURAS

Sintese dos acidos graxos poliinsaturados Omega-6 e Omega-3....... 29
Biossintese de PGF2a a partir da cascata do acido araquidénico....... 31
Caracterizacao das perdas da gestagdo em vacas de alta producgao

=71 L= = TSR 33
Mecanismo de agao dos AINEs no bloqueio da ciclooxigenase.......... 36
Variagdo da concentragdo plasmatica efetiva de compostos
farmacolégicos em fungdo do tempo, entre sistemas convencionais

e de liberacdo controlada...............cooooiiiiiiiii e, 41

Escore corporal do rebanho de novilhas (A) e vacas (B) da Fazenda
Experimental da APTA, Extremo Oeste...........ccoovvieiiiiiiiiiiiiieee. 47

Protocolo hormonal de sincronizacdo do estro realizado em

receptoras daraga Nelore............oouvuieiiiiiiiiiie e 48

Esquema utilizado nos 3 grupos experimentais.............ccceevvvvvvuennnnnnnn. 50

X



Figura 9- Taxa de prenhez de receptoras da raga Nelore conforme o grupo

EXPEIIMENTAL.......coeiiii i

Figura 10- Efeito do didmetro do CL sobre as taxas de prenhez, independente

do grupo experimental...........ccoooviiiiii i



Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

LISTA DE TABELAS

Descricdo da classificagao e qualidade embrionaria...........................

Descricdo dos parametros utilizados para avaliar o grau de
manipulagéo do trato reprodutivo realizado nas receptoras durante a

INOVUIAGA0 dOS €MDIIBES........uiiiiie e
Valores médios (médiat E.P.M) do didmetro do CL (mm), peso vivo

(kg) e condicdao corporal, das receptoras inovuladas apds o

tratamento de sincronizagao do eStro..........cooovviiiiiiiiiiiiiii e

Taxa de aproveitamento e classificagao do didmetro do corpo lateo

conforme a resposta apés o protocolo de sincronizagao do estro.......

Efeito da qualidade do embrido (média £ E.P.M) sobre as taxas de

prenhez (%) para cada grupo experimental.............ccccoeeeeeiiiiiiiiiiinnnnn,

Efeito do grau de manipulagdo do trato reprodutivo (média + E.P.M)

sobre as taxas de prenhez (%) para cada grupo experimentail............

X1

49

53

54

57



LISTA DE ABREVIATURAS

AA = Acido araquidénico

AINEs = Antiinflamatérios ndo esteroides

BE = Benzoato de estradiol

bIFN-t = Interferon tau bovino

CIDR = “Controlled Internal Drug Release” Dispositivo intravaginal de liberagdo de
progesterona

CL= Corpo luteo

COX = Ciclooxigenase

COX-1 = Ciclooxigenase 1

COX-2 = Ciclooxigenase 2

EPM = Erro padrao da média

FIV = Fertilizagao in vitro

FM = Flunixin meglumine

FSH = Horménio foliculo estimulante

GnRH = Hormonio liberador das gonadotrofinas
IETS = Sociedade internacional de transferéncia de embrides
IFN-t = Interferon tau

IGF-1 = Fator de crescimento semelhante a insulina
LH = Horménio luteinizante

olFN-t = Interferon tau ovino

OTR = Receptores da oxitocina

PGE2 = Prostaglandina E2

Xii



PGF2a = Prostaglandina F 2 alfa

PGG2 = Prostaglandina G2

PGH2 = Prostaglandina H2

PGH2S = Prostaglandina H 2 sintase
PGHS = Prostaglandina H sintase

PGI2 = Prostaciclinas

PIVE = Producgéo in vitro de embrides
PLA 2 = Fosfolipase A 2

PLGA = Poli(acido lactico co — glicélico)
TCM = temperatura micelar critica

TE = Transferéncia de embrides

TETF = Transferéncia de embrides em tempo fixo
TNF-a = Fator de necrose tumoral - a

TXA2 = Tromboxanos

Xiii



SUMARIO

1 INTRODUGAO...........cooiiitieeececeeeeeeeee ettt

2 REVISAODE LITERATURA...........coovimiiiieeeeeeeee e

2.1 Controle enddcrino do Ciclo estral....... ..o
2.1.1 Controle da regulagado do ciclo estral.............cccoovvviiiiiiiiiciicciee e,
2.2 FOlICUIOGENESE. ... .ot e e
2.2.1 Fases do crescimento folicular...............ooooevviiiiiiciice e
2.2.2 Desenvolvimento do COrpo [UtEO........uuiiiiieee e
2.3 Sincronizacdo do estro e da ovulagao............ccuvveeeeiiiiiiiieieeeeeee e,
2.3.1 Sincronizagao com prostaglandina..............cccceeiiiiieiiiiiiiiiin
2.3.2 Sincronizagao com dispositivo liberador de progesterona e estradiol...
2.4 Reconhecimento materno da gestagao............ccccccuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeen
2.5 Sintese de PGF2a € IUteOIliSe.......ccccceiiiiiiiiiiieeecceee e
2.5.1 Cascata da sintese de PGF2a a partir dos acidos graxos
POlINSAtUrAdOS. ... oo
2.5.2 Mecanismo de liberagdo de PGF2a............coooviiiiiiiiiiiiicieeee e
2.6 Fatores que afetam os programas de TE............ccccoiiiiiiiiiiiiic,
2.7 Uso de antiinflamatorios como estratégia anti-prostaglandinica..............
2.7.1 Antiinflamatorios N30 seletivos............couueeiiiiiiiiii e
2.7.2 Antiinflamatérios seletivos da COX-2.........ooovvviiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeiia,
2.8 Dispositivos de liberagao controlada................eeveiiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeis

3 MATERIAL E METODOS.........c.ciiiiieeieeceeeeee e

Kt o o | PP
3.2 EMDIIBES. .. oo
3.3 RECEPIOraS. ... oo
3.4 Sincronizagao do estro das receptoras ..........ccccvvievieeiiiiiciiie e
3.5 Selecio das reCeptoras.........coooiiiiiiiiiiiiiiccee e
3.6 Descongelamento e Inovulagdo dos embrides............ccceovvvveveeiiiiiiinnnnnnnn.
3.7 Variaveis avaliadas............uuuuiiiiiiiii s



3.7.1 Qualidade doS €MDBIIOES. .... oo e 49

3.7.2 Grau de manipulagao do trato reprodutivo.............ccooovviiiiiiiiiiiiiieee, 49
3.8 Grupos eXperimentais. ...........oooviriiiiiiiiiieee e 50
3.7 Diagnostico da gestacao.........cooviiiiiiiiiii s 48
3.9 Preparacéao do dispositivo de liberagao controlada de Ibuprofeno e da
solugdo injetavel de Ibuprofeno..............oooveiiiiiiiiin 51
3.10 Diagnostico da gestagao........couvuiiieiiiiiiiii e 51
3.11 Analise estatistiCa........ccooeviiii i 52
4 RESULTADOS ... ...t e e e e e e e e eeeeeeeeeaaeas 53
4.1 Sincronizagao do estro das receptoras............cccovrviiiiiiiiiciii e 53
4.2 Taxa de prenhez das receptoras.........ccceevviiiieiiiiiiiiiiiceee e 55
4.3 Qualidade dOS €MDIIBES........ccceeiiiiiiiiiiie e e e 56
4.4 Grau de manipulagao do trato reprodutivo...........cccoeeeeiiieieiiiiiiiiice e, 57
5 DISCUSSAOD.........ocoieieeeeeeeeeeeee et e e te e 59
6 CONCLUSOES...........oooioeeeeeeeeeeee e 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........c.ccooiiiiiiiiinieinieeeinsseenseesaennes 65

XV



17

1 INTRODUGAO

A atual situagdo econdmica da pecudria mundial exige maxima eficiéncia
produtiva e reprodutiva dos rebanhos bovinos para garantia de satisfatério retorno
econdmico. Desta forma, o Brasil tem demonstrado nos ultimos anos um aumento
significativo nos indices de produtividade.

Estima-se que o Brasil possui aproximadamente 205 milhdes de cabecas,
composto principalmente pela raga Nelore (Bos indicus) e seus cruzamentos, que
corresponde a 80% do rebanho bovino nacional, constituindo-se no maior rebanho
de corte comercial do mundo (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2007).

Paralelamente ao crescimento da pecuaria bovina nacional, na década de
70 aconteceu no Brasil, o inicio da técnica de transferéncia de embrides em bovinos
(TE), quando foi registrado o primeiro nascimento de um produto gerado da TE com
embrido congelado importado e, pouco tempo depois, 0 primeiro nascimento a partir
de um embrido coletado e transferido no pais (Viana e Camargo, 2007).

Com os recentes conhecimentos sobre a fisiologia da reprodugdo em
bovinos, novas técnicas da reprodugado surgiram, tornando-se viavel a aplicagao e
proporcionando resultados favoraveis com satisfatério retorno econémico (Ginther et
al., 1997 e Fortune et al., 2001). Segundo a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS), o Brasil ocupa a segunda posigao na aplicagéo
da técnica de TE e primeiro lugar na producgao in vitro de embrides (PIV), como
consequéncia, os Programas de Melhoramento Genético podem ser avaliados com
maior rapidez e eficiéncia, mesmo em pequenas populacdes de animais
(Christiansen, 1991).
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Embora a técnica de transferéncia de embrides em bovinos tenha evoluido
nos ultimos anos no pais e no mundo, os resultados ainda sao considerados baixos
com uma participacédo pouco expressiva nos rebanhos bovinos leiteiros.

Segundo Fernandes e Oba (2007), a produ¢cdo média de embrides viaveis
por colheita é considerada variavel, porém, situa-se em torno de 5,5 a 6,0 embrides,
com taxa média de prenhez de 50%, ou seja, 2,5 a 3,0 gestagdes/colheita e um total
de 2,0 a 2,5 bezerros nascidos por colheita.

Ja nos ultimos anos com a incorporagao da técnica de fertilizagao in vitro
(FIV) ou producéo in vitro de embrides (PIV) o Brasil apresentou uma mudanga no
mercado da TE. A produgao de embrides cresceu significativamente e o pais tornou-
se maior produtor mundial de embrides bovinos, respondendo por aproximadamente
25% do total de transferéncias realizadas no mundo, sendo que a atividade
concentrou-se, principalmente, nas ragas zebuinas e taurinas de corte, com as
transferéncias realizadas preferencialmente com embrido a fresco (Viana e
Camargo, 2007).

Dos grandes desafios na produgdo de embrides tanto in vitro quanto in
vivo, refere-se principalmente, ao conhecimento dos fatores associados a
mortalidade embrionaria, apresentados principalmente no periodo compreendido
desde a inovulagao do embrido até o periodo de diferenciacdo dos tecidos, em torno
do 42° dia da gestagédo (Dunne et al., 2000). Vanrose et al. (2000) e Santos et al.
(2004) e Sartori. (2004) em extensa revisao, concluiram que a maioria destas perdas
ocorre principalmente desde os primeiros dias da prenhez até o mecanismo de
reconhecimento materno da gestagao (entre o 15° e 19° dia de gestagao), podendo
atingir valores de 20 a 40%.

No entanto, um dos eventos que poderia estar relacionado as altas taxas de
mortalidade embrionaria em programas de TE esta associado a liberagao precoce
de PGF2a causada pela manipulacdo inadequada e excessiva do trato reprodutivo
da receptora durante a inovulacdo dos embrides, comprometendo possivelmente, a
gestacao devido a efeitos nocivos de PGF2a sobre o desenvolvimento embrionario,
além de ocasionar regressao prematura do corpo luteo (CL) (Scenna et al., 2005).
Considerando este evento dentre os multiplos fatores que levam a apresentar perda
da gestacédo e, como consequéncia, baixos indices produtivos e reprodutivos dos
programas TE, € importante a adogéo de novas tecnologias que contribuam com o

melhoramento da eficiéncia da técnica. Portanto, uma alternativa que poderia
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proporcionar melhores resultados nos programas de TE refere-se a administragao
de Ibuprofeno uma hora antes da inovulacdo dos embrides (considerando o tempo
que tarda o antiinflamatério em atingir niveis plasmaticos), potente antiinflamatorio
nao esteréide, que tem como funcido principal a inibicdo da sintese das
prostaglandinas, incluindo PGF2a. Desta forma, o Ibuprofeno poderia inibir a
atividade de PGF2qa, minimizando assim os efeitos nocivos que tem sobre o embriao,
proporcionando provavelmente, melhoria nas taxas de prenhez e a obtengcdo de um
numero maior de animais geneticamente superiores, sendo de grande importancia
econdmica para o produtor.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do
Ibuprofeno administrado uma hora antes da inovulagdo de embrides bovinos,

visando melhorar as taxas de prenhez.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle endocrino do ciclo estral

O ciclo estral bovino € um ritmo funcional dos 6rgaos reprodutivos das
fémeas que se estabelece a partir da puberdade. Compreende modificacdes ciclicas
na fisiologia e morfologia dos 6rgaos reprodutivos e principalmente mudangas nas
concentracdes dos hormdnios da reproducédo. A duracdo média do ciclo estral é de
21 dias, com variagdo de 16 a 24 dias e é regido por interagbes e antagonismos
endocrinolégicos de hormoénios secretados pelo hipotalamo, hipdéfise, gbnadas e
utero (MacMillan e Burke, 1996). O ciclo estral pode ser dividido em duas fases
distintas: a fase folicular ou estrogénica, que se estende do proestro ao estro
culminando na ovulagdo e a fase luteinica ou progesterénica, que compreende o
metaestro e o diestro terminando com a lutedlise (MacMillan e Burke, 1996). De
acordo com Rathbone et al. (2001), as caracteristicas proprias de cada fase sao
assim divididas:

1. Estro: periodo que se caracteriza pela aceitacdo do macho. O estradiol
liberado pelo foliculo pré-ovulatério leva a apresentagcdo de mudancas estruturais
nos cornos uterinos como turgidez, relaxamento da cérvix, vagina e vulva com sinais
de hiperemia e presenga de muco de origem cervical. Este periodo tem uma

duracgéo de 10 a 18 horas aproximadamente;
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2. Metaestro: periodo de cessao do estro, desenvolvimento do CL e liberagao
de progesterona. A duracdo média € de 2 a 3 dias até o CL atingir a maturidade e o
pico de producéo de progesterona;

3. Diestro: periodo de maior duragdo que ocorre sob o predominio de
progesterona, produzida pelo CL. A duragéo aproximada € de 10 a 16 dias e culmina
com a regressao do CL;

4. Proestro: periodo que antecede ao estro, marcado pelo aumento crescente

dos estrogenos, com duragdo média de 2 a 3 dias.

2.1.1 Controle da regulagao do ciclo estral

A regulacdo do ciclo estral é feita por mecanismos endocrinos e
neuroenddcrinos por meio do eixo porta-hipotalamico-hipofisario, com a sintese e
liberagdo de hormobnio liberador das gonadotrofinas (GnRH) secretado pelo
hipotalamo, o qual atinge a adenohipdfise e estimula a produgdo do hormoénio
foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH). O FSH é o hormdnio
responsavel pelo recrutamento folicular, crescimento dos foliculos antes da
divergéncia folicular com posterior desenvolvimento do foliculo dominante e também
estimula a expansao das células do cumulus do ovdcito. Com base em estudos in
vitro, o FSH estimula a producdo de estradiol, inibina, ativina e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (Ginther et al., 2003). O LH esta
envolvido no mecanismo de divergéncia folicular por meio da expressdo de
receptores para o LH nas células da granulosa do futuro foliculo dominante, além de
outras agdes como o estimulo a producado de esterdides e fatores do crescimento
intrafoliculares que também estdo envolvidos na divergéncia folicular, além de
desencadear o mecanismo da ovulagéo (Ginther et al., 2003 e Binelli et al., 2006).

A inibina é secretada principalmente pelas células da granulosa; tem sua
concentracdo aumentada com a emergéncia da onda folicular e reduzida apds a
selecéo do foliculo dominante, para novamente aumentar, possivelmente, devido ao
estimulo do foliculo dominante (Bleach et al., 2001). A inibina pode estar envolvida
no estimulo da producdo de andrdégenos pelas células da teca e na produgao de

estrégenos, pelas células da granulosa do foliculo dominante (Ginther et al., 2003).
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2.2 Foliculogénese

Refere-se ao crescimento dos foliculos ovarianos envolvendo uma série de
eventos ou mudangas sequenciais no crescimento e desenvolvimento dos foliculos
até a ovulagao do ovdcito maduro.

Nos ruminantes e na maioria das espécies domésticas a foliculogénese
inicia-se nas primeiras etapas de vida embrionaria a partir de estruturas
denominadas ovogobnias. Estas estdo presentes nos foliculos primarios que sdo os
foliculos de menor tamanho observados no ovario, sendo constituidos pelo ovdcito
rodeado por algumas células somaticas achatadas, com seu crescimento
comecando ainda antes do nascimento da fémea. As ovogbnias sao células
dipléides que, antes do nascimento, multiplicam-se por mitose, depois sofrem um
periodo de crescimento para iniciar a primeira divisdo meiotica, as quais sao
denominadas ovocitos primarios. Cada ovadcito primario encontra-se desprovido de
zona peldcida, rodeado de células precursoras das células da granulosa e
membrana basal (Picazo e Lépez, 1995).

O foliculo secundario, normalmente conhecido como foliculo pré-antral,
apresenta formacao da zona pelucida, teca interna, externa e mais de uma camada
de células da granulosa, o foliculo secundario apresenta também vascularizagéo
independente e ndo é dependente de gonadotrofinas, as células da granulosa
emitem proje¢cdes que atravessam a zona pelucida tendo contato com o ovécito
passando os nutrientes e eletrdlitos que participam diretamente do crescimento do
ovécito (Hirshfield, 1991).

O foliculo terciario apresenta formagao do antro folicular, devido ao acumulo
de secrecdo das células da granulosa e do foliculo pré-ovulatorio caracterizado por
uma cavidade central que contém grande quantidade de liquido, sendo considerado

o ponto de partida da estereidogénese (Hirshfield, 1991).
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2.2.1 Fases do crescimento folicular

Existem duas vias de crescimento folicular: foliculogénese tdnica, regulada
pelo proprio ovario com auséncia das gonadotrofinas, ou seja, por proteinas que tém
efeito direto ou indireto nas células da granulosa e da teca e pode modular o
desenvolvimento folicular e produgao de estradiol; e a foliculogénese exponencial,
processo regulado totalmente pelas gonadotrofinas (Driancourt e Fry, 1988).

O crescimento folicular em bovinos desenvolve-se principalmente em forma
de ondas foliculares em resposta ao aumento do FSH circulante, no qual um grupo
de pequenos foliculos antrais € recrutado rapidamente em uma onda folicular. Cada
onda € composta de um grupo de pequenos foliculos antrais (fase de recrutamento
folicular) que passa a se desenvolver concomitantemente; fase de crescimento
folicular dependente do FSH.

Na fase de selecdo e dominancia, um foliculo cresce mais que os outros,
tornando-se dominante e inibindo o crescimento dos demais (foliculos subordinados)
(Fortune et al., 2004) que entram em atresia pela baixa produgao de estrégenos e
pela agdo da inibina, ativina e IGF-1. Este fenbmeno é conhecido também como
divergéncia folicular. Apds a divergéncia folicular e na presenga de altos niveis de
progesterona, que promove a redugao pulsatil do LH, o foliculo dominante torna-se
anovulatério. A partir desse momento inicia-se 0 mecanismo de atresia e perda de
dominancia folicular, promovendo o comeg¢o de uma nova onda de crescimento
folicular (Ginther et al., 1989).

2.2.2 Desenvolvimento do corpo luteo

O corpo luteo é uma estrutura ovarica que tem funcao endécrina (Sangha et
al.,, 2002) e é formado a partir da hiperplasia e diferenciacdo das células da
granulosa e da teca do foliculo ovulatério. O CL através da sintese e secrecao de
progesterona regula em forma determinante a duragdo do ciclo estral e é essencial
para o estabelecimento e manutencdo da prenhez. A formacdo do CL inicia-se a

partir do pico pré-ovulatério do LH secretado pela hipofise, quando por influéncia do
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LH as células da granulosa e da teca sofrem uma série de mudangas morfologicas e
bioquimicas que tém como resultado o processo de luteinizagao.

Na maioria dos mamiferos as células da granulosa remanescentes formam
as células luteais grandes (Sangha et al., 2002) e as células da teca dao origem as
células luteais pequenas (Sangha et al., 2002). As células luteais pequenas
(menores do que 20um) liberam baixas concentracbes de progesterona e tém
afinidade pelo LH. As células luteais grandes (20-30um) produzem altas quantidades
de progesterona e nédo respondem a estimulos do LH. Os principais efeitos da
progesterona produzida pelo CL sdo observados no sistema reprodutivo e no eixo
hipotalamo-hipofisario. Em geral, a agcao da progesterona no trato reprodutivo esta
relacionada com a preparagdo do mesmo para o desenvolvimento do concepto. Em
fémeas bovinas, o CL funcional esta presente em média do 4° ao 17° dia do ciclo
estral. Caso nao ocorra prenhez, torna-se necessaria a regressao do CL. Tal
processo fisiolégico determina uma queda nas concentragdes plasmaticas de
progesterona, possibilitando um aumento na frequéncia dos pulsos do LH nos
ultimos dias do ciclo estral (Hafez e Hafez, 2004).

A caracterizagao do CL fornece informacdes importantes sobre o estado
reprodutivo da fémea (Viana et al., 1999) e possibilita a selecao das receptoras no
dia da inovulagdo do embrido, geralmente realizada levando-se em consideragéo o
tamanho do CL por palpacédo retal ou o didmetro por meio de ultra-sonografia. O
meétodo de palpacao retal apesar da praticidade e facilidade de execucéao, apresenta
limitacdo na avaliagao devido a sua baixa sensibilidade e especificidade (Sprecher et
al.,, 1989). A ultra-sonografia € um meio tecnoldogico que permite a completa
visualizacdo do tecido luteal possibilitando maior precisdo na avaliacido do didmetro
ou area do CL (Ribadu et al., 1994).

2.3 Sincronizagao do estro e da ovulacao

Considerando as dificuldades existentes para a detecgdo do estro,

atualmente vém se desenvolvendo protocolos que sincronizam o estro e a ovulacgao,
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possibilitando o emprego da transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF),
independente da manifestagao do estro.

As formas de controle do ciclo estral em bovinos s&o baseadas no
alongamento e redugao da fase luteinica com a utilizagdo de progestagenos ou
prostaglandinas e a modificagdo dos padrbes da onda folicular através da

administracao de estrégenos (Rathbone et al., 2001).

2.3.1 Sincronizagao com prostaglandina

Um dos tratamentos utilizados para a sincronizagao de receptoras constitui
na administragcao de PGF2a, mas, o sucesso da utilizacido depende principalmente,
da presenca de um CL maduro, uma vez que o mecanismo de agao da mesma é
provocar a regressdao morfologica e funcional da estrutura celular e a queda dos
niveis endégenos de progesterona do CL (Rathbone et al., 2001).

A resposta ao tratamento com PGF2a é influenciada pela maturidade do
CL, desta forma, os tratamentos realizados nos primeiros cinco dias apdés o estro
nao induzem efetivamente a lutedlise. Entretanto, determinou-se que o CL maduro
possui um sistema de retroalimentacdo positiva que resulta na producio
intraluteinica de PGF2a, o que possibilita a continuidade do processo luteolitico
iniciado por uma unica aplicagao de PGF2a (Wiltbank, 1997).

Observou-se que, aproximadamente 70% das vacas ciclicas manifestam
estro com a administracdo de um unico tratamento de PGF2qa, mas os melhores
resultados sao apresentados com a administragao de duas doses a intervalos de 11
a 14 dias (Rathbone, et al., 2001). No entanto, devido a baixa precisdo na deteccao
de cio, em torno de 50%, o tratamento torna-se ineficiente e com grande impacto na
viabilidade deste tipo de programa, principalmente, quando sdo usadas receptoras

Bos indicus ou seus cruzamentos (B6 et al., 2006)



26

2.3.2 Sincronizagao com dispositivo liberador de progesterona e estradiol

Os estrogenos quando sdo administrados na presenga de progesterona
enddgena (CL) ou exdgena, causam diminuigdo dos niveis circulantes do FSH e do
LH, provocando a regressdo dos foliculos gonadotréfico-dependentes. Apds a
metabolizagdo e diminuicdo das concentragdes plasmaticas de estradiol verifica-se o
surgimento de um pico do FSH e a emergéncia de uma nova onda de crescimento
folicular. O tratamento com progesterona exdégena bloqueia o pico do LH (Kinder et
al.,, 1996) evitando a ovulacdo do foliculo dominante em animais tratados com
estrogeno (Benzoato, Estradiol 173, Valerato ou Cipionato). O Valerato de Estradiol
(B6 et al., 1995) e o Cipionato de Estradiol (Colazzo et al., 2003) na presenga de
progesterona, causam a regressdo dos foliculos antrais presentes no ovario, no
entanto a meia vida longa desses ésteres de estradiol, pela baixa solubilidade em
agua, leva a um atraso e a uma alta dispersdo do dia da emergéncia da onda de
crescimento folicular. O Benzoato de Estradiol (B.E) (Caccia e Bd, 1998) e o
Estradiol 1783 (B6 et al., 1994) apresentam meia vida curta, induzindo eficazmente a
emergéncia sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular.

Com a finalidade de manter as concentragbes médias de progesterona no
plasma e suprimir a liberacdo do LH enddgeno, foi desenvolvido um sistema de
liberacdo lenta de progesterona chamado CIDR® (Controlled Internal Drug Release),
que consiste em um dispositivo de silicone intravaginal impregnado com
progesterona mais uma capsula de gelatina contendo 10mg de BE inserida junto ao
CIDR® (MacMillan et al., 1991).

A maioria dos protocolos de sincronizagcao do estro e da ovulacdo para
programas de TETF usados em Bos taurus € similar aos protocolos utilizados em
Bos indicus e seus cruzamentos. As receptoras recebem o dispositivo liberador de
progesterona, mais uma injecdo de 2mg de BE i.m., no Dy. O dispositivo liberador de
progesterona é removido no dia 7 ou 8 e é administrada uma dose de 150ug de
PGF2a. Apds 24 horas da aplicacao de PGF2a é aplicada a ultima dose de 1mg de
BE. O dia seguinte (Dia 10) & considerado como o dia do estro e, portanto, os
embrides sao transferidos no dia 17 do protocolo hormonal ou dia 7 do ciclo estral,
para todas as receptoras com CL presente maior ou igual a 10 mm de didmetro
(Cavalieri et al., 2002).
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2.4 Reconhecimento materno da gestacao

O mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo € o processo pelo
qual o concepto sinaliza bioquimicamente sua presenga ao utero através da
liberagao do interferon tau (IFN-t), prolongando a funcionalidade do CL e mantendo
a gestacao em diferentes espécies mamiferas (Takahashi et al., 2003). Este evento
€ realizado em resposta a implantagdo do blastocisto junto ao utero materno,
adaptacao requerida para sustentar a nutricdo e a protecdo do concepto durante a
gestacéo (Spencer et al., 2004).

Em geral, a fungao do interferon tau (IFN-t), tanto do bovino (bIFN-t) quanto
do ovino (olFN-t), & inibir a secregao pulsatil de PGF2a (Demmers et al., 2001). O
bIFN-t é liberado pelas células do trofoblasto embrionario entre os dias 9 e 14 da
gestacéo pela expansdo do embrido até os pontos de adesédo: o epitélio endometrial
e as glandulas endometriais. O pico maximo de expressao do IFN-t apresenta-se
entre os dias 15 - 17 até o dia 24 da gestacéao. Este se liga a receptores especificos
nas ceélulas endometriais, ativando intracelularmente, proteinas de transcricdo (JAKs
e STATs) que resultam na expressdo dos genes IRF-1 e IRF-2 (Demmers et al.,
2001). A ativacao do gene IRF-2 conduz ao bloqueio na formagao dos receptores
especificos para estradiol e oxitocina, impedindo assim a ligagao destes hormonios a
seus receptores, inibindo a producao e liberacdo de PGF2a pela falta de estimulo da
oxitocina; dessa maneira o IFN-t consegue acgdo anti-luteolitica protegendo a

funcionalidade do corpo Iuteo (Mann e Laming, 1999).

2.5 Sintese de PGF2a e lutedlise

Caso nao ocorra prenhez, a sintese de PGF2a € desencadeada por
diferentes mecanismos. A PGF2a € a substancia responsavel pela regressao natural
do corpo luteo entre o 15° e 19° dia do ciclo estral em bovinos. A regressdo do CL &
caracterizada pela perda de funcionalidade da estrutura celular do CL. A PGF2a é

produzida pelas células endometriais, sendo o principal agente luteolitico liberado de
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forma pulsatil, produto final de um processo de cascata iniciado pelo acido

araquiddnico (Salfen et al., 1999).

2.5.1 Cascata da sintese de PGF2a a partir dos acidos graxos poliinsaturados

A maioria dos eventos metabdlicos e os sinais endocrinos envolvidos na
reproducdo dependem do estado nutricional das fémeas. O metabolismo das
gorduras na dieta tanto para vacas de corte quanto para vacas de leite, proporciona
a energia necessaria para mantencga, produgao e reproducao (Staples et al., 1998).
Dentro da nutricdo o metabolismo dos &cidos graxos estad relacionado com
importantes eventos de eficiéncia reprodutiva como, por exemplo, no melhoramento
dos indices reprodutivos em bovinos e ovinos (Mattos et al., 2000).

As gorduras e o colesterol sdo classificados como lipidios, compostos
bioldgicos soluveis em solventes organicos. Dentro do grupo dos lipidios tém-se os
trigliceridios e fosfolipidios. Os fosfolipidios sdo os maiores componentes da
membrana celular e é a fonte dos acidos graxos para a sintese dos eicosandides:
grupo composto pelas prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Wathes et al.,
2007).

O ambiente ruminal é responsavel por algumas transformacdes nos lipidios
da dieta, alterando assim a composicao e perfil de acidos graxos que chegam ao
duodeno. Estas alteragdbes sao decorrentes principalmente da lipdlise e
biohidrogenacéo.

Os acidos graxos linoléico e a-linolénico sdo precursores dos acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) mega 6 (w-6) e 6mega 3 (w-3) de cadeia mais longa,
respectivamente. Estes acidos, ndo podendo ser biossintetizados em animais,
incluindo o homem e sendo necessarios para a saude, sdo considerados essenciais
(EFA — do inglés “essential fatty acids) (Hornstra, 2001). No entanto, uma vez
consumidos, os acidos linoléico e a-linolénico podem ser alongados até cadeias de
pelo menos 20 ou 22 carbonos. O acido linoléico pode ser metabolizado em outros
acidos w-6, incluindo os acidos y-linolénico, dihomo- y-linolénico e araquidénico. Do

mesmo modo, o acido a-linolénico é metabolizado em outros da série w-3, entre eles
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o0 acido eicosapentaendico (EPA — C20:5) e o acido docosahexaendico (DHA —
C22:6) (Mattos et al., 2000).

Contudo, sabe-se que a partir do acido linoléico tem-se a formagao do acido
araquidbnico, o qual € o precursor das prostaglandinas da série 2, como por

exemplo a PGF2q, substancia encarregada do mecanismo luteolitico (Figura 1).
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Figura 1- Sintese dos acidos graxos poliinsaturados Omega-6 e Omega-3 (Mattos
et al., 2000 e Wathes et al., 2007).

2.5.2 Mecanismo de liberagao de PGF2a

As prostaglandinas sdo substancias que pertencem a classe bioquimica dos
lipidios, subclasse dos eicosandides e sdo acidos graxos poliinsaturados com 20
atomos de carbono em sua estrutura basica. Sdo moléculas bioativas que atuam
como mensageiros de curta distancia, afetando os tecidos proximos das células que

as produzem. Sabe-se que as prostaglandinas apresentam uma meia vida curta in
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vivo, devido a sua instabilidade quimica e inativagdo local e pulmonar pela
hidroxiprostaglandina dehidrogenase (PGDHs) (Pace-Asciak, 1980). O catabolismo
de PGF2a é realizado primariamente nos pulmdes, mas a expressdo de 15-
hidroxiprostaglandina dehidrogenase (PGDH), enzima catalisadora de PGF2q,
também conhecida como 15-PGDH, em tecidos periféricos, sugere que um
catabolismo local pode contribuir para a regulacao periférica da acdo de PGF2a.

A sintese de PGF2a comeca em resposta a estimulos hormonais da
oxitocina que estdo associados com a atividade da proteina quinase C (Asselin et
al., 1998), que se liga a seu receptor (OTR) transmembranico localizado na célula
endometrial. Intracelularmente é ativada a fosfolipase A2 (PLA2) que se transloca
para onde estdo localizados seus substratos lipidicos (Clark et al., 1991). A PLA2
esta presente na maioria das células dos mamiferos, liberando acido araquiddnico a
partir dos fosfolipidios da membrana celular. Enzimas presentes no reticulo
endoplasmatico liso (ciclooxigenase) convertem o acido araquidénico em
prostaglandinas, em um processo que se inicia com a formagédo de prostaglandina
H2 (PGH2), o precursor imediato das prostaglandinas (Cruz, 2005).

As duas reacdes que levam até a formacao de PGH2 envolvem a adig¢ao de
oxigénio molecular, o qual é catalisado por uma enzima bifuncional, chamada
ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina H2 sintase (PGH2S).
Existem duas isoformas da COX: COX-1 e COX-2 que catalisam o acido
araquidénico em prostaglandina G2 (PGG2). A ciclooxigenase 1 (COX-1) é expressa
constitutivamente, enquanto a ciclooxigenase 2 (COX-2) é expressa de maneira
induzida em varios tecidos do organismo (Cruz, 2005). A atividade da COX é
introduzir oxigénio molecular convertendo o acido araquidénico em PGG2, que, por
acao enzimatica é catalisada de PGG2 em PGH2. Finalmente, por acdo de outro
mecanismo enzimatico especializado, o endoperoéxido reductase (Xiao et al., 1998),
a PGH2 é convertida a PGF2a (Smith et al., 1991) (Figura 2).

Além da formacdo de PGF2a a partir do acido araquidénico, também séao
sintetizados outros tipos de prostanoides, denominados, assim, devido a utilizagao
de PGH2 como substrato. Sao eles: PGE2, PGE1, PGD2, prostaciclinas (PGI2) e
tromboxanos (TXA2) (Funk, 2001).

Apesar da reconhecida importancia do controle da sintese de PGF2a na
lutedlise, existem outros mecanismos pelo qual este controle endometrial é

realizado. Hormdnios como estradiol, progesterona, oxitocina (Silvia et al., 1991) e
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LH (Canino et al.,, 1999) entre outros, parecem, também, estar envolvidos na

regulacao da lutedlise.

Incorporacao na membrana celular
Omega-3 Omega-6
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Acido araquidénico

COX -1 COX -2
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Figura 2- Biossintese de PGF2a a partir da cascata do acido araquidénico
(Oliveira, 2007).

Com relagdo a COX-1 e COX-2, sdo isoenzimas estruturalmente distintas e
sua diferenciacdo esta determinada pela atividade e localizacdo. A COX-1 é
sintetizada constitutivamente na maioria dos tecidos como o colo, rins, baco,
estdbmago, figado, pulmao, coragdo e cérebro. A COX-2 € uma enzima formada,
principalmente, de maneira induzida por diferentes estimulos intra e extracelulares,
como lipopolissacaridios, interleucinas (IL-1B e IL-2), fator de necrose tumoral (TNF-
a), fator ativador de plaquetas (PAF), fator de crescimento (EGF e PDGF), interferon
gama (IF-y), endotelinas, citoquinas e alguns oncogenes (Diaz et al., 1992). Em
condigdes fisiolégicas normais é expressa em tecido gastrico, ovarico, uterino, renal,
medula espinal, sistema nervoso central e, no sistema reprodutivo esta implicada em
eventos como: ovulagao, implantacdo embrionaria, eclosdo do blastocisto e parto
(Sirois, 1994). Xie et al. (1992) conseguiram determinar a sequéncia de aminoacidos

demonstrando aproximadamente 60% de homogeneidade entre as duas isoformas
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em diferentes espécies e, 90% de homogeneidade observada na COX-2 em
diferentes espécies.

A diferenga estrutural das duas isoformas esta determinada pela sequéncia
de aminoacidos que as compdéem. A COX-1 é formada por uma sequéncia de 17
aminoacidos no dominio N-terminal, enquanto que, a COX-2 é composta por uma
sequéncia de 18 aminoacidos no dominio C-terminal (Creminon et al., 1995). No
entanto, as duas isoformas apresentam em sua estrutura um lugar chamado de local
ativo da ciclooxigenase, formado por um canal hidrofébico de aminoacidos (Arginina-
120 e Tirosina-355), o qual tem a capacidade de interagir com o grupo carboxilico
dos antiinflamatérios, formando uma ligagao i6nica no local ativo da COX,
desencadeando-se o mecanismo de acao dos AINEs (Flower, 2003).

Alguns estudos mais recentes demonstraram outro mecanismo que conduz
a liberagao de PGF2q, desencadeado pela manipulagao inadequada do trato uterino
durante a inovulagdo do embridao (Purcell et al., 2005), ocasionando um trauma da
parede endometrial seguido de uma reacédo inflamatoria local, que poderia levar a
ativagdo de alguns mediadores quimicos como o TNF-a e algumas células epiteliais
que sao liberadas a partir da ativagdo da PLA2 e sintese do éxido nitrico (Scenna et
al., 2005). Este reconhecido processo € capaz de produzir sintese das
prostaglandinas, incluindo a PGF2q, afetando ou retardando o desenvolvimento do

embrido e provavelmente ocasionando morte embrionaria (Scenna et al., 2004).

2.6 Fatores que afetam os programas de TE

Um dos grandes desafios na aplicagdo de biotecnologias na reproducéo
bovina refere-se principalmente ao conhecimento das causas multifatoriais que
afetam os programas de TE (Bényei et al., 2006) que, geralmente, sdo de dificil
diagnostico (Vanroose et al., 2000). Segundo Labérnia et al. (1996), existem
diversos fatores que afetam este tipo de programa, na maioria das vezes,
relacionados a fatores infecciosos, nado infecciosos, genéticos, maternos e

ambientais.
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A interacao desses fatores leva a apresentar, na maioria das vezes, perdas
gestacionais por mortalidade embrionaria, principal evento que afeta os programas
de TE, causando grande prejuizo econdmico nos rebanhos bovinos mundiais pela
perda do material genético e alto investimento, sendo também responsavel pelo
aumento no intervalo de partos das fémeas (Sartori, 2004). A maioria das perdas
embrionarias ocorre durante o periodo embrionario da gestagéo (< 45 dias) tanto em
bovinos de corte quanto de leite (Vanroose et al., 2000). Segundo Sartori. (2004),
esse evento é observado nos primeiros dias apds a concepg¢ao e durante o
mecanismo de implantacdo embrionaria.

De acordo com Santos et al. (2004), os indices de mortalidade embrionaria,
geralmente, sdo observados em torno de 20 a 40% no periodo embrionario e, até o
final da gestagdo é possivel observar em torno de 60%, principalmente em gado
leiteiro (Figura 3). Contudo, Santos et al. (2004) caracterizaram as perdas da
gestagdo em trés estadios: perda embrionaria precoce (ocorre dentro dos primeiros
24 dias da gestagao), perda embrionaria tardia (entre os dias 24 a 50 da gestagéo) e

perda fetal (ap6s o 50° dia da gestacéo).

Dias da gestacao

- ~ °
2 dia |':(> Fertilizacao * 76%

6 dia ‘,:(> Viabilidade embrionaria * 50%

28 dia ‘,:(> T.P +40%

42 dia ::(>
90 dia |':> @ T
180 dia |':>
Gestacao
Termo

Figura 3- Caracterizagado das perdas da gestacdo em vacas de alta produgao
leiteira (Santos et al., 2004).
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No entanto, alguns estudos indicaram que fatores relacionados inicialmente
a qualidade do embrido poderiam afetar os programas de TE em bovinos (Coleman
et al., 1987).

Estudos mais recentes avaliaram o efeito da qualidade do embrido e do
estadio de desenvolvimento nas taxas de prenhez em bovinos. Spell et al. (2001)
nao observaram diferengas significativas nas taxas de prenhez quanto a avaliagao
dos embrides por qualidade ou estadio de desenvolvimento. Ja os resultados
observados por Hasler. (2001), concordando com o trabalho de Coleman et al.
(1987), determinaram maior importancia na avaliagdo dos embrides por qualidade no
sucesso do programas de TE, quando comparado, com o estadio de
desenvolvimento.

Spell et al. (2001) relacionaram a importancia da avaliagdo do tamanho do
corpo luteo como fator que poderia influenciar as taxas de prenhez em programas de
TE. Peterson e Lee. (2003) sugeriram que a avaliagao da qualidade do CL esta
relacionada com a sobrevivéncia e viabilidade do embrigo.

Cooper et al. (1991) associaram a PGF2a como causa de mortalidade
embrionaria em vacas com fase lutea curta, apés a primeira ovulacdo pods-parto,
devido a liberacdo precoce de PGF2a. Schrick et al. (1993) sugeriram que o
ambiente uterino compreende um papel importante na sobrevivéncia embrionaria de
vacas com fase lutea curta ao ser relacionado com vacas de fase lutea normal. Em
estudos mais recentes, Seals et al. (1998) determinaram o efeito negativo de PGF2a
sobre o embrido, afetando o mecanismo de desenvolvimento.

Odensvik et al. (1993), Elli et al. (2001) e Scenna et al. (2005) relataram que
a manipulacdo inadequada e excessiva do trato reprodutivo durante a inovulagao
dos embrides, desencadeia um processo inflamatério local, estimulando a formagao
prematura de PGF2a, causando morte embrionaria precoce.

Embora existam outros fatores internos e externos ao embrido que possam
influenciar o sucesso dos programas de TE. A inovulagdo de embrides produzidos a
fresco ou congelados apresenta marcada diferenga nas porcentagens de gestacao,
segundo Looney et al. (2006), as taxas de prenhez para embrides a fresco tém de
8,5 a 14% mais probabilidades de prenhez quando comparadas a embrides
congelados. Este estudo corrobora com o observado anteriormente por Hasler.
(2001), no qual observou diferenga significativa (P<0,05) nas taxas de prenhez de

embrides transferidos a fresco (60,7%) em relagdo a embrides congelados (38,5%).
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Dentro dos principais fatores externos, reportados pela literatura, que
podem afetar o sucesso dos programas de TE, encontra-se o efeito do protocolo de
sincronizagao do estro da receptora (Bényei et al., 2006). Diferentes métodos de
sincronizagao foram utilizados anteriormente, como é o caso das prostaglandinas
que proporcionaram resultados importantes na sincronizacdo do estro, com
observacao de altas taxas de prenhez (Coleman et al., 1987). Apesar dos estudos
anteriores terem demonstrado eficiéncia, mais recentemente foram incorporados
novos protocolos com aplicacdo de dispositivos de liberacdo controlada de
progesterona associados ao BE e PGF2a, o que proporcionou maior numero de
receptoras selecionadas e taxas de prenhez altamente significativas (Nasser et al.,
2004 e Bo et al., 2006).

2.7 Uso de antiinflamatérios como estratégia anti-prostaglandinica

O primeiro antiinflamatério introduzido no mercado se deu no ano de 1899
com a Aspirina. A partir desse momento, numerosos compostos tém sido
desenvolvidos e comercializados no mundo inteiro. Tanto na medicina humana
quanto na veterinaria, os antiinflamatoérios ndo esterdides foram e continuam sendo
o tratamento de eleicdo para muitas doencgas associadas a processos inflamatorios
(Cruz, 2005).

Na medicina veterinaria, a preocupacado por tentar melhorar a eficiéncia
reprodutiva nas fémeas bovinas, tem visualizado e dirigido algumas pesquisas na
utilizacado de antiinflamatdrios nao esterdides (AINEs), em receptoras de embrides,
como ferramenta anti-prostaglandinica ou anti-luteolitica, com a intencdo de
preservar a integridade do embrido e a funcionalidade do corpo luteo (Schrick et al.,
2001).

Os AINEs sao produtos farmacolégicos que além de cumprir a fungéo
antiinflamatoria, também tém como atividade terapéutica o efeito analgésico e
antipirético (Hall et al., 2001).

O mecanismo de acao dos AINEs é reconhecido pela inibicdo da atividade

da enzima ciclooxigenase, resultando no bloqueio na formagao das prostaglandinas,
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tromboxanos e prostaciclinas a partir do acido araquidénico (Binelli et al., 2001)
(Figura 4).

Fosfolipidios
Fosfolipase A2

#AINES

Acido araquidonico

COX-2 >

Peroxidase

= I I

Tromboxanos Prostaciclinas Prostaglandinas
(TxA,) (PGL,)

PGE, PGD,

CPGF

Figura 4- Mecanismo de ac&do dos AINEs no bloqueio da ciclooxigenase (Oliveira,
2007).

Os AINEs podem ser classificados de forma geral como: AINEs classicos ou
nao seletivos que tém como mecanismo de agao, a inibicdo das duas isoformas da
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) e AINEs seletivos, que tém como mecanismo a
inibicdo s6 da isoforma COX-2. Além da classificagao geral, existe uma classificagao
de acordo com a estrutura quimica de cada composto: derivados do acido acético,
propiénico ou isoxicam.

Apesar da diversidade quimica dos AINEs, existe uma caracteristica
estrutural na maioria dos compostos que € a presenga de um grupo carboxilico
capaz de formar uma ligagéo idbnica com o aminoacido localizado no local ativo da
ciclooxigenase (Arginina-120 ou Tirosina-355). As restantes interagdes entre a COX
e os antiinflamatérios tendem a ser hidrofébicas, com excecdo da Serina, que

estabelece uma ligagdo de hidrogénio (Cruz, 2005).
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No trabalho realizado por Dannhardt e Kiefer. (2001), no qual submeteram
os principais AINEs nao seletivos a ensaios in vitro, utilizando sangue total humano
para avaliar a atividade inibitéria da COX, os resultados observados demonstraram
que todos os compostos inibiram de forma eficaz as duas isoformas da COX, porém
a poténcia inibidora da COX-1 foi melhor frente a COX-2, com exceg¢dao do
Diclofenaco que apresentou maior atividade inibidora para a COX-2.

Antes do conhecimento da COX-2, apresentou-se a comercializacao de
uma série de compostos com potentes propriedades antiinflamatérias e com
reduzidos efeitos adversos. Pouco tempo depois da descoberta da especificidade
destes produtos como inibidores especificos da isoenzima COX-2, comprovou-se
que estes compostos atuavam através da inibicdo seletiva da COX. As primeiras
observacbes clinicas de reagdes adversas ou efeitos colaterais dos AINEs foram
estudadas em humanos, indicando sérias complicagdes do sistema gastrintestinal
como ulceras gastricas (Carvalho et al., 2004), duodenais, erosdes, sangramento,
perfuragdes e esofagite (Radi e Khan, 2006) .

De acordo com Kummer e Coelho. (2002), os maiores efeitos colaterais séo
observados basicamente em humanos afetando o sistema renal, cardiovascular e
gastrintestinal. No entanto, na medicina veterinaria, os AINEs nao seletivos
principalmente, foram associados a sérias afec¢des gastrintestinais em caes, felinos,
equinos, roedores e primatas, ocasionando hemorragias, Ulceras, erosbes e
perfuracdes. Porém, em bovinos e caprinos, ndao foram detectadas complicacbes
gastricas apdés a administracdo de AINEs nao seletivos, especificamente dos
derivados do acido propidnico (Ibuprofeno) aplicado em altas concentragdes por via

venosa ou oral (DeGraves et al., 1993a e DeGraves et al., 1993b).

2.7.1 Antiinflamatorios nao seletivos

O Flunixin Meglumine (FM), antiinflamatério mais utilizado na pratica
veterinaria (Kopcha et al.,, 1992), € um derivado trifluorado do acido nicotinico,
potente antiinflamatério ndo esterdide, inibidor da enzima COX na cascata do acido
araquidonico. Tem uma meia vida curta de 1,6 a 3,5 horas em bovinos, sendo

rapidamente absorvido e sua agao terapéutica pode ser mantida até 24 horas apds a
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aplicacao, pela forte ligagcdo a enzima ciclooxigenase. A toxicidade do FM néo é
muito alta e é considerado, dentre os antiinflamatérios, o que possui menor efeito
colateral.

Odensvick et al. (1989) relataram maior efeito do FM ao ser comparado com
o0 acido acetil-salicilico. Embora a utilidade a campo ainda seja questionavel,
apresenta desvantagem em inibir de maneira nao especifica a sintese de todas as
prostaglandinas (PGF2a e PGE2), situagcdo que poderia interferir na viabilidade dos
embrides bovinos pela inibicdo das prostaglandinas que se originam de processos
fisioldgicos normais, principalmente da PGE2, necessaria para a movimentagao do
embrido pelo trato uterino.

Odensvick et al. (1998) compararam o efeito do FM, em novilhas européias,
utilizando-se 2,2 mg/kg de peso vivo, por via oral, com dois, trés e quatro aplicagbes
ao dia, por 9 dias, iniciando no 15° dia do ciclo estral, com o objetivo de avaliar a
duracao da funcionalidade do corpo luteo. O resultado s6 foi eficaz no grupo que
recebeu quatro aplicagdes ao dia, observando um prolongamento da fase lutea e do
ciclo estral ao ser comparado com o grupo controle.

Ja na espécie ovina, Aké-Lopez. (2000) avaliou o efeito de duas aplicacdes
diarias de 2,2 mg/kg de peso vivo de FM, por 8 dias a partir do 5° dia apés a
inovulacdo do embrido, com a finalidade de proporcionar suporte ao corpo Iuteo no
periodo critico da gestagdo. Como resultado observado, ndo encontrou diferenga
significativa (P>0,05) entre os tratamentos nas taxas de prenhez. O grupo FM
apresentou 50% de prenhez, quando comparado aos 40% do grupo controle. No
entanto, o estudo conseguiu demonstrar o efeito do FM no prolongamento da fase
lutea na espécie ovina por 1,3 dias.

Mais recentemente, Scenna et al. (2005) realizaram um estudo em vacas e
novilhas, avaliando o efeito na administracdo de 10 ml de FM momento antes ou
depois da inovulacdo dos embrides, sendo de origem a fresco ou congelado. O
resultado obtido demonstrou diferenga significativa (P<0,02) nas taxas de prenhez
do grupo tratado com FM (65,3%) quando comparado com os resultados do grupo
controle, respectivamente (60,2%). Além disso, autores avaliaram a influéncia da
manipulagéo do trato reprodutivo durante a inovulagdo dos embrides sobre as taxas
de prenhez, no qual concluiram que a minima manipulacdo realizada no trato

reprodutivo durante a inovulacdo dos embrides desencadeia um processo
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inflamatério localizado com liberagdo precoce de PGF2a, afetando o
desenvolvimento do embrido e consequentemente o sucesso dos programas de TE.

Purcell et al. (2005) observaram que vacas de corte em lactagao, tratadas
com 500 mg de FM de 2 a 12 minutos antes da inovulagdo de embrides a fresco ou
congelado, apresentaram melhores taxas de prenhez (63,8%) ao ser comparadas
com as do grupo controle, respectivamente (51,5%).

Diferente dos dois trabalhos anteriores, McNaughtan (2004) ndo detectou
nenhum efeito na aplicagédo do FM na melhoria das taxas de prenhez em novilhas da
raca Hereford x Angus, administrando o antiinflamatério antes da inovulagdo dos
embrides.

Negreiros et al. (2007) avaliaram a resposta do FM nas taxas de prenhez
em vacas leiteiras Girolandas submetidas a protocolos de inseminacao artificial em
tempo fixo, os autores destacaram que o FM inibiu a sintese das PG, protegeu a
funcionalidade do corpo luteo e melhorou os indices de prenhez das fémeas
tratadas.

Entretanto, uma abordagem alternativa na utilizagdo de antiinflamatérios
nao esterdides, como estratégia anti-prostaglandinica ou anti-luteolitica, para
melhorar os indices reprodutivos em bovinos esta baseada na utilizagcdo de outro
tipo de composto, denominado Ibuprofeno (C3H1802), potente antiinflamatério n&o
seletivo, derivado do acido propidnico com mecanismo de acao similar ao FM na
inibicdo da sintese das duas isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2). Com
meia vida curta de 2 a 3 horas e, rapidamente absorvido, metabolizado via hepatica
e excretado pela urina. Elli et al. (2001) avaliaram o efeito do Ibuprofeno em novilhas
holandesas (5 mg/kg de peso vivo, i.m.) uma hora antes da inovulacédo dos
embrides, sendo oriundos de programa de TE e criopreservados e, como resultado
encontraram diferengas significativas (P<0,05) nas taxas de prenhez das novilhas
tratadas com Ibuprofeno (82%) comparado com os resultados do grupo ndo tratado

ou controle (56%).
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2.7.2 Antiinflamatorios seletivos da COX-2

Guzeloglu e Erdem (2007) em estudo mais recente avaliaram a resposta do
Meloxicam (AINEs seletivo), visando melhorar as taxas de prenhez em novilhas
holandesas submetidas a um programa de inseminagao artificial. Os animais do
grupo tratado receberam uma dose de 0,5 mg/kg de peso vivo, via subcutanea, no
15° dia do ciclo estral, os resultados apresentados no estudo determinaram
diminuicédo significativa (P<0,01) nas taxas de prenhez do grupo tratado (24,3%)
quando comparadas com as fémeas do grupo controle (52%). Os autores
concluiram que o uso do Meloxicam apresentou mudancas no ambiente uterino,
prejudicando a viabilidade do embrido, representado nas baixas taxas de prenhez do

grupo tratado.

2.8 Dispositivo de liberacao controlada

Na medicina veterinaria, a maioria dos sistemas de liberacdo controlada é
composta de materiais ndo degradaveis como silicone, poliuretano e copolimeros de
etileno-vinilacetato, materiais biologicamente inertes que precisam ser removidos ao
final do tratamento.

Mais recentemente com a incorporacdo ao mercado de materiais
poliméricos biodegradaveis que controlam o mecanismo de liberagdo dos
medicamentos sem requerer ser removidos ao final do tratamento, permitiu a
utiizacdo de farmacos por longos periodos de tempo, prolongando a agao
terapéutica destes, trazendo beneficios como diminuicdo dos niveis de estresse,
reducdo dos custos com os tratamentos e diminuicdo no manejo dos animais
(Winzenburg et al., 2004), observado principalmente, nas espécies bovina, caprina,
ovina, suina e aviar. A maioria destes dispositivos poliméricos compostos de
materiais biodegradaveis possui como principal vantagem, a degradagdo em

subprodutos nao téxicos, que podem ser eliminados por excrecao ou serem
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absorvidos pelo organismo tornando-se desnecessaria a remogao apos a aplicagao
(Joziasse, 1993).

Dentre a principal caracteristica que os materiais biodegradaveis devem ter
€ a simulacado das propriedades dos tecidos na medida do possivel. Para que isso
ocorra, o material tem que possuir alguns requisitos basicos como viabilidade
funcional, bioestabilidade, biocompatibilidade e capacidade de esterilizagdo (Ceroni
Filho, 2004).

Os materiais biodegradaveis, mais comumente utilizados s&o: PLA -
poli(acido lactico), PGA — poli(acido glicélico), PCL — poli(e-caprolactona) e PLGA —
poli(acido lactico co-glicélico). Estes materiais sdo especialmente utilizados porque
cumprem com todas as caracteristicas necessarias descritas por Ceroni Filho.
(2004).

A liberagdo controlada de farmacos tem despertado grande interesse,
oferecendo inUmeras vantagens em relagdo ao sistema convencional de dosagem
de medicamentos. Entre elas € possivel citar a redugao da toxicidade, devido que o
farmaco é mantido em niveis terapeuticamente desejaveis no plasma e permite a
aplicagao de quantidades menores, utilizando uma unica dose, regulada pelo préprio
organismo (Bakker-Woudenberg, 2002) (Figura 5).
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Figura 5- Variagdo da concentracdo plasmatica efetiva de compostos
farmacolégicos em fungdo do tempo, entre sistemas convencionais e de
liberagao controlada (Azevedo, 2005).
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Atualmente, na medicina humana e veterinaria, a formacao de polimeros
biodegradaveis esta dirigida a liberagao controlada de horménios (Martel, 1998),
antibidticos (Benoit, 1997), antiinflamatérios e analgésicos (Newa et al., 2007),
principalmente.

O PLGA é o polimero mais empregado devido a sua biocompatibilidade,
aprovacgao legalizada de uso, boa taxa de degradagao e por possuir propriedades
mecanicas que podem ser moduladas em razdo da sua composicao
lactideo/glicolideo. Este polimero € degradado em acidos lactico e glicdlico, os quais
sao facilmente eliminados na forma de CO2 e agua.

O Pluronic é outro tipo de polimero biodegradavel, constituido por duas
moléculas de polioxietileno (composto hidrofilico) e uma molécula de polioxipropileno
(composto hidrofébico). As solugdes aquosas de Pluronic sdo atdxicas e estaveis,
por isso sdo adequadas para a utilizagdo em produtos injetaveis (Veyries et al.,
1999). Os compostos formados por Pluronic apresentam caracteristicas de
termosensibilidade (Schmolka, 1972) de forma que, a uma temperatura abaixo da
sua temperatura micelar critica (TMC) (11 °C), o composto se encontra em estado
liguido e suas moléculas comportam-se como copolimeros individuais (nao
associados). Acima da TMC, o polimero torna-se mais hidrofébico passando a
estado de gel. Estes fatores influenciam diretamente na liberagdo de farmacos (Oh
et al., 2004).

Ha um grande numero de técnicas disponiveis para a encapsulagdo de
ativos como o método de emulsificacdo e evaporagao de solvente. Este processo
consiste em uma emulsificagdo 6leo/agua, onde o polimero é dissolvido em solvente
organico volatil. A solugdo polimero/farmaco/solvente € emulsificada em condi¢des
de agitacdo e temperatura adequada em presenca do emulsificante — Alcool
polivinilico (PVA). A emulsao formada é submetida a remog¢do do solvente por
evaporagao sob agitacdo severa. Finalmente o polimero &€ coletado (Ceroni Filho,
2004).

Este método é adequado apenas para encapsular farmacos hidrofdbicos,
pois os hidrofilicos dissolvem-se em agua, resultando em baixa eficiéncia de
encapsulacdo. A alternativa para encapsular compostos hidrofilicos € a
emulsificacdo 6leo/dleo, dissolve-se o polimero e o ativo em um solvente organico
miscivel em agua e utiliza-se um 6leo como fase continua da emulsdo. Apoés isso 0

polimero é obtido por remogao do solvente (Azevedo, 2005).
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Portanto, acredita-se, que a administracdo do Ibuprofeno mediante a
utilizacdo de um dispositivo de liberagdo controlada, compostos por materiais
biodegradaveis, poderia garantir a faixa terapéutica do medicamento durante os dias

do tratamento, facilitando o manejo dos animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O trabalho foi conduzido na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) Extremo Oeste -
Andradina (SP), entre os meses de novembro de 2007 até fevereiro de 2008. O
municipio esta localizado a 20°50’ de latitude Sul e 51° 21’ de longitude Oeste, com
tipo climatico Aw (Koppen). O clima pode ser caracterizado como tropical chuvoso

com inverno seco, com precipitagcao pluviométrica média de 1.268mm ao ano.

3.2 Embrioes

Os embrides foram colhidos e congelados em trabalhos anteriormente
realizados na APTA, Extremo Oeste entre os anos de 2003, 2006 e 2007 pelo
método n&o cirurgico sete dias apdés o inicio do estro, os embrides foram
classificados de acordo com a qualidade e estadio de desenvolvimento, segundo a
IETS (Tabela 1).
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Tabela 1- Descrigdo da classificagéo e qualidade embrionaria.

Classificagao / Qualidade

Descricao

1 / Excelente ou Bom

2 / Regular

3/ Pobre

4 / Morto ou degenerado

Massa embrionaria simétrica e esférica com
blastdmeros individuais, que sao uniformes em
tamanho, cor e densidade. A zona pelucida deve ser
lisa e nao ter superficies concavas ou planas.
Irregularidades moderadas na forma geral da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das
células individuais. Ao menos 50% do material celular
devem compor uma massa embrionaria viavel e
intacta.

Irregularidades maiores na forma da massa
embrionaria ou no tamanho, cor e densidade das
células individuais. Ao menos 25% do material celular
devem formar uma massa embrionaria viavel e
intacta.

Embrides em degeneragao, ovdcitos ou embrides de

uma célula: ndo viaveis.

Stringfellow e Seidel (1999).

3.3 Receptoras

De um total de 270 fémeas zebuinas solteiras e ciclicas disponiveis para

pesquisa, foram selecionadas para o estudo 100 fémeas como possiveis receptoras

de acordo com os seguintes critérios: avaliagdo clinica geral, exame ginecolégico

completo (palpagao por via retal do trato reprodutivo), peso vivo e qualificagdo do

escore corporal na escala de 1 a 9, de acordo com Richard et al. (1986). Em relagao

ao tipo teve-se: 70 vacas Nelore Padrédo com idade média entre 4 e 5 anos e 30

novilhas Nelore Mocho com idade media entre 2 a 3 anos, identificadas por

numeragao marcada a ferro quente.
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As fémeas foram mantidas em piquetes de capim Brachiaria decumbens,
com suplementagao mineral e agua “ad libitum”.

Para um adequado manejo das receptoras foram conformados 4 lotes, cada
lote foi sincronizado de maneira individual e a inovulacdo dos embrides foi realizada
em tempo fixo.

Para a formagao dos lotes foram consideradas as médias das seguintes
caracteristicas: peso e escore corporal, além da raga e tipo de receptora (primipara

ou multipara):

» Lote 1: 20 vacas Nelore Padrao, com peso médio de 539 kg, escore
corporal de 7,5 a 8.

> Lote 2: 20 vacas Nelore Padrdo, com peso médio de 501 kg, escore

corporal de 7,5.

» Lote 3: 30 vacas Nelore Padrao, com peso médio de 482 kg, escore
corporalde 7 a 7,5.

> Lote 4: 30 novilhas Nelore Mocho, com peso médio de 350 kg,

escore corporalde 6a 7.
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Figura 6- Escore corporal do rebanho de novilhas (A) e vacas (B) da Fazenda
Experimental da APTA, Extremo Oeste.

3.4 Sincronizagao do estro das receptoras

Em dia aleatério do ciclo estral, todos os animais receberam um dispositivo
intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer, Brasil) mais uma aplicacdo
intramuscular de 2ml de Cronibest® (2mg de Benzoato de Estradiol, Biogenesis
Brasil), sendo este considerado como o dia 0 (Dg). No dia 8 (Dg) foi realizada a
remogao do dispositivo intravaginal e uma aplicacdo intramuscular de 2ml de
Cronibem® - PGF2a (150ug de D-cloprostenol, Biogenesis Brasil) e 24 horas apds
(Do) a dose de PGF2q, foi administrado 1ml de Cronibest® (1mg de Benzoato de

Estradiol, Biogenesis Brasil), como representado no esquema seguinte (Figura 7).
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CIDR-B® Remogio CIDR-B®
2mI B.E 2ml PGF2q 1ml B.E Cio
DR S
v v v v
Dia 0 Dia 8 Dia 9 Dia 10

Figura 7- Protocolo hormonal de sincronizagao do estro realizado em receptoras
da raca Nelore. BE= Benzoato de estradiol.

3.5 Selecao das receptoras

No dia anterior a inovulagao dos embrides, as receptoras foram submetidas
a exame especifico dos ovarios e cornos uterinos por ultra-sonografia (modelo
ScanVet 200, Pie Medical) utilizando transdutor linear 5.0/7.5 Mhz por via transretal,
registrando todas as estruturas presentes em ambos os ovarios, localizagdo do CL e
didmetro. A pontuacao utilizada para avaliagdo do didmetro do CL foi de 1 a 3,
sendo, qualidade 1 - excelentes ou bons com diametro = 13mm e consisténcia firme;
qualidade 2 — regular com diametro entre 10 — 13mm e qualidade 3 — ruins com
didmetro < 10mm (Purcell et al., 2005). Somente as receptoras com CL de qualidade

1 foram utilizadas para os devidos fins, somando um total de 76 receptoras.

3.6 Descongelamento e inovulagao dos embrides

Os embrides foram descongelados por 10 segundos no ar e colocados por
20 segundos no banho-maria a 30°C.

As 76 receptoras inovuladas foram submetidas a anestesia epidural baixa
com 4 ml de Cloridrato de Lidocaina a 2%, foi feita limpeza do reto e higienizagdo da

genitdlia externa com lavagem em agua e desinfeccdo com alcool 70%. A
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inovulacdo dos embrides foi realizada por procedimento ndo cirurgico, no corno

uterino ipsilateral ao ovario com corpo luteo, no 7° dia do ciclo estral.

3.7 Variaveis avaliadas

3.7.1 Qualidade dos embrioes

Avaliou-se o efeito da qualidade do embrido sobre as taxas de prenhez dos

grupos experimentais. Os embrides inovulados eram de qualidade I, 1l e .

3.7.2 Grau de manipulagao do trato reprodutivo

Avaliou-se o efeito do grau de manipulagdo do trato reprodutivo sobre as
taxas de prenhez dos grupos experimentais, tendo em conta a dificuldade de
transposicao do aplicador pela cérvix até a deposicdo do embrido. Os critérios
utilizados para qualificar o grau de manipulagao do trato reprodutivo foram descritos
por Scenna et al. (2005) (Tabela 2).

Tabela 2- Descricdo dos paréametros utilizados para avaliar o grau de manipulagéo
do trato reprodutivo realizado nas receptoras durante a inovulagado dos

embrides.
Qualificagao Descricao
Grau 1 Manipulagdo minima do trato reprodutivo
Grau 2 Manipulacdo moderada do trato reprodutivo

Grau 3 Manipulacéo excessiva do trato reprodutivo
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3.8 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram conformados uma hora antes da inovulagao
dos embrides, as receptoras foram distribuidas ao acaso, objetivando evitar efeitos

individuais nos resultados.

Grupo 1 (controle): Foram inovuladas 25 receptoras e em cada uma foi
administrada uma dose de 5ml de solugéo salina fisioldgica (i.m.), uma hora antes

da inovulac&o dos embrides (Figura 8).

Grupo 2 (Ibuprofeno-IM): Foram inovuladas 30 receptoras e em cada uma
foi administrada uma dose de 5mg/kg (i.m.) de Ibuprofeno uma hora antes da

inovulagdo dos embrides(Figura 8).

Grupo 3 (polimero-IB): Foram inovuladas 21 receptoras e em cada uma foi
aplicado um dispositivo de liberagdo controlada de Ibuprofeno (polimero de
Ibuprofeno) por via subcutanea na regido da tabua do pescogo, uma hora antes da

inovulagdo dos embrides (Figura 8).

Sincronizagdo Inovulacao Diagnéstico de gestagao
Estro Formagéao do Tratamento por Ultra-sonografia
1 1 |
I
v v v | v
Dia 0 Dia 10 Dia 17 Dia 52 — 57

Figura 8- Esquema utilizado nos 3 grupos experimentais.
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3.9 Preparagao do dispositivo de liberagao controlada de

Ibuprofeno e da solugao injetavel de Ibuprofeno

Em um Becker de 50 ml preparou-se uma solugdo aquosa de 80 gramas de
Pluronic® F-127 (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados Unidos) e 80 gramas de
alcool polivinilico (PVA) (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados Unidos) em uma
concentragéo de 1,2% para cada um, sob agitacdo constante em agitador magnético
a 400 x g por um minuto. Em outro Becker de 50 ml dissolveu-se poli(lactideo-co-
glicolideo) (PLGA) (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados Unidos) em 5 ml de
acetona em uma concentragao de 2,9% massa/volume e adicionou-se 15 gramas de
Ibuprofeno® (Henrifarma, Brasil). Utilizando um funil de vidro, verteram-se,
lentamente, as duas solugdes que foram submetidas a agitacdo mecénica a 400 x g
por um minuto (solvente + polimero + |Ibuprofeno). Em seguida, a emulsao formada
foi submetida a remocgao total do solvente por evaporagao sob agitacao severa por
12 horas. Apds a agitacao, a solugéo restante foi submetida a centrifugagéo 10.000
x g por 30 minutos. Ao final, o composto (polimero) foi lavado com agua destilada
por trés vezes consecutivas e congelado a - 4°C (Azevedo, 2005).

Na solugdo injetavel (intramuscular) utilizou-se o Ibuprofeno a 40% em
propilenoglicol® (Farma Diet, Brasil). Antes da administragdo do medicamento, foi
submetido a 37°C em banho-maria por 15 minutos, para homogeneizagao total do

farmaco.

3.10 Diagnéstico da gestagao

O diagndstico da gestacdo foi realizado por meio de ultra-sonografia
(modelo ScanVet 200, Pie Medical) utilizando transdutor linear 5.0/7.5 Mhz por via

transretal, 35 a 40 dias ap6s a inovulagao dos embrides.
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3.11 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa estatistico,
Statistical Analysis System for Windows (SAS, 1996). As variaveis dependentes
foram expressas em média e erro padrdo da média (média + E.P.M) e analisadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As comparagdes entre proporgdes foram

realizadas pelo teste Qui-quadrado (x?).
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4 RESULTADOS

4.1 Sincronizagao do estro das receptoras

De acordo com a analise de variancia foi possivel determinar diferencas
significativas (P<0,05) nos valores médios de diametro do CL, peso vivo e condigao
corporal para as receptoras que apresentaram CL1 (213mm).

Os valores achados para didmetro do CL foram de 17,41 £ 0,57 e 15,61 %
0,48, para vacas e novilhas, respectivamente. Em relagdo ao peso vivo e condi¢cao
corporal, os valores encontrados nas vacas foram de 500,69 £ 593 e 7,47 £+ 0,48 e

nas novilhas de 356 + 7,0 e 6,60 + 0,93, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios (média + E.P.M) do didmetro do CL (mm), peso vivo
(kg) e condicao corporal, das receptoras inovuladas apds o tratamento
de sincronizacao do estro.

Efeito N Diametro médio do Peso vivo médio Condigéao corporal
CL (mm) (kg) média
Vacas 56 17,41 £ 0,572 500, 69 + 5,932 7,47 £ 0,482
Novilhas 24 15,61 £ 0,48" 356 + 7,01° 6,60 + 0,93

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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Das 70 vacas submetidas ao protocolo de sincronizagado do estro, 90%
(n=63) responderam ao tratamento hormonal avaliado na formacdo de CL
independente do didmetro encontrado e, de forma similar, das 30 novilhas
submetidas a sincronizagao do estro, 83,3% (n=25) formaram CL independente do
didmetro. Com relacdo a taxa de aproveitamento, os resultados demonstraram
diferenga significativa (P<0,05) para as vacas (78,5%) quando comparadas as
novilhas (70%).

Do total de vacas que responderam ao protocolo hormonal, 80%, 7,1% e
2,8% apresentaram CL1, CL2 e CL3, respectivamente.

De acordo com a resposta das novilhas, 80% apresentaram CL1 e 3,3%
apresentou CL2.

Apesar de nenhuma novilha ter apresentado CL3, foi observada uma
porcentagem maior de novilhas que nao ovularam (16,7%) em relagdo as vacas
(10%) (Tabela 4).

Da mesma forma, foi possivel determinar a localizagdo do CL e observou-se
maior ocorréncia no ovario direito do que no ovario esquerdo, com predominancia de
63,4% e 72% de CL no ovario direito e 36,5% e 28% de CL no ovario esquerdo para

vacas e novilhas, respectivamente.

Tabela 4- Taxa de aproveitamento e classificacdo do didmetro do corpo luteo
conforme a resposta apds o protocolo de sincronizagao do estro.

Taxa de

. . CL1 CL2 CL3
Tipo N aprov%tﬁa)mento (2 13mm) (10-13mm) (< 10mm) N.O
Vaca 70 78,5 (55/70)° 80% (56/70) 7,1% (5/70) 2,8% (2/70) 10% (7/70)
Novilha 30 70 (21/30)° 80% (24/30) 3,3% (1/30) 0% 16,7% (5/30)

N.O = Nao Ovularam.
Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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4.2 Taxa de prenhez das receptoras

A taxa de prenhez total observada para os 3 grupos experimentais
(controle, Ibuprofeno-IM e polimero-IB) foi de 16%, 43,3% e 14,2%,
respectivamente. Houve diferenca significativa (P<0,024) do grupo Ibuprofeno-IM
quando comparado aos grupos controle e polimero-IB. Portanto, o grupo Ibuprofeno-
IM apresentou um aumento de 27,3% em relacdo ao grupo controle e de 29,1%

respeito ao grupo polimero-IB (Figura 9).

70 +
60 4
50 4+
40 +
30 4+ 3,3

20 +

Taxa de prenhez (%)
T
o

16% 4,2

Controle Ibuprofeno Polimero-IB

Tratamentos

Figura 9- Taxa de prenhez de receptoras da ragca Nelore conforme o grupo
experimental.

Para avaliar o efeito do didmetro do CL sobre as taxas de prenhez, as
estruturas foram classificadas em 5 categorias: 13-15, 15-17, 17-19, 19-21 e >21
mm de didmetro. Na categoria de 13-15 mm de didmetro, foi observado maior efeito
do CL nas taxas de prenhez para as novilhas 42,8%, em relagao as vacas 15,3%.

Na categoria de 15-17 mm de diametro observaram-se melhores taxas de

prenhez para as vacas (38,4%) quando comparadas as novilhas (15,3%).
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Com relagdo as categorias 19-21 e >21 mm de didmetro, somente foi

observado efeito do CL na taxa de prenhez das vacas (Figura 10).

454 42,8

40- 384
35+
30+
25-
20-

154 153 14,2
10
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0 '

Taxa de Prenhez (%)

13-15 15-17 17-19 19-21 >2

Diametro do CL (mm)

O Vacas
H Novilhas

Figura 10- Efeito do didmetro do CL sobre as taxas de prenhez, independente do

grupo experimental.

4.3 Qualidade dos embrides

Dos 76 embrides inovulados, 14 nao foram considerados, pois a palheta

nao continha a informagao correspondente a qualidade do embrido. Portanto, foram

inovulados um total de 36 embrides grau | (58%), 18 embrides grau Il (29 %) e 8

embrides grau Il (13%).

As porcentagens de prenhez para os embrides grau | do grupo controle,
Ibuprofeno-IM e polimero-IB foram de 9,09 + 0,90, 40 + 1,30 e 20 + 1,33 e para os

embrides grau Il foram de 20 + 2,00, 62,5 £ 1,82 e 0, respectivamente (Tabela 5).

Houve diferenga significativa (P<0,05) em relagdo as taxas de prenhez dos

embrides grau | do grupo Ibuprofeno-IM quando comparadas aos grupos controle e

polimero-IB, da mesma forma a tendéncia anterior se manteve nas taxas de prenhez

dos 3 grupos experimentais para os embrides classificados como grau Il.
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Tabela 5- Efeito da qualidade do embrido (média + E.P.M) sobre as taxas de
prenhez (%) para cada grupo experimental.

Taxa de prenhez (%)

Qualidade dos embrides

6 Taxa de prenhez Embrides grau | Embrides graull Embrides grau lll
rupos
P total (%) n/n n/n n/n
Controle 16 9,09 + 0,90° (1/11) 20 +2,00° (1/5) 0% (0/2)
Ibuprofeno-IM 43,3 40 £ 1,30° (6/15) 62,50 + 1,82° (5/8) 0% (0/3)
Polimero-IB 14,2 20 + 1,33" (2/10) 0° (0/5) 0® (0/3)

IB = Ibuprofeno; IM = intramuscular.
2bMédias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

4.4 Grau de manipulagao do trato reprodutivo

Das receptoras avaliadas quanto ao grau de manipulagdo do trato
reprodutivo, um total de 21 manipulagbes grau 1 (27%), 26 manipula¢cdes grau 2
(35%) e 29 manipulagbes grau 3 (35%) foi registrado. Com relagcdo ao efeito da
manipulagédo grau 1 sobre as taxas de prenhez dos grupos controle, Ibuprofeno-IM
e polimero-IB os resultados foram 0, 33,33 + 1,66 e 25 £ 2,50, respectivamente, para
grau 2 de manipulagao os resultados foram 33,33 + 1,66, 30 + 1,52 € 28,57 + 1,84 e
para grau 3 foi de 12,50 + 1,25, 63,63 + 1,52 e 0, respectivamente. De acordo com a
analise dos dados, houve diferencga significativa (P<0,05) nas taxas de prenhez entre
0S grupos para os graus 1 e 3 de manipulacdo do trato reprodutivo como

demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6- Efeito do grau de manipulagdo do trato reprodutivo (média + E.P.M)
sobre as taxas de prenhez (%) para cada grupo experimental.
Taxa de prenhez (%)
Grau de manipulagao do trato reprodutivo
Grupos N 1(n) 2 (n) 3 (n)
Controle 25 0° (8) 33,33 + 1,667 (9) 12,50 + 1,25° (8)
Ibuprofeno-IM 30 33,33 £ 1,667 (9) 30+ 1,52° (10) 63,63 £ 1,527 (11)
Polimero de IB 21 25 + 2,50 (4) 28,57 + 1,847 (7) 0° (10)

T.P = taxa de prenhez; IB = Ibuprofeno; IM = intramuscular.
2bMedias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey

(P<0,05).
1 = manipulagao minima do trato reprodutivo.

2 = manipulagdo moderada do trato reprodutivo.
3 = manipulacao excessiva do trato reprodutivo.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo forneceram evidéncias que a
sincronizagao do estro e da ovulagdo com dispositivo intravaginal de progesterona
associado ao benzoato de estradiol e PGF2a em fémeas da raca Nelore
proporcionou alta taxa da ovulagdo (90% e 83,3%, vacas e novilhas,
respectivamente) determinada por ultra-sonografia através da formacédo de CL.
Estes resultados sao consistentes aos observados por Barros et al. (2000), que
reportaram 85% de taxa da ovulagdo em vacas da raga Nelore.

Com relagao ao diametro do CL, 80% das vacas e das novilhas utilizadas
no trabalho apresentaram CL1 (estruturas de tamanho grande), o que discorda com
o estudo apresentado por Demczuk et al. (1998), no qual observaram maior
incidéncia de CL de tamanho médio (51,6%), em relacédo a CL de tamanho grande e
pequeno, 29,1% e 19,2%, respectivamente. No entanto, Coleman et al. (1987) e
Spell et al. (2001) observaram maior propor¢do na formagcdo de CL de tamanho
grande em receptoras de embrides, resultados que concorda com os achados deste
estudo.

Das fémeas utilizadas no trabalho, 78,5% das vacas e 70% das novilhas,
foram selecionadas para receber embrido, demonstrando estatisticamente (P<0,05)
maior taxa de aproveitamento das vacas em relacdo as novilhas, devido a menor
taxa de ovulacao das novilhas, quando comparadas as vacas, provavelmente a uma
alteracao na dindmica folicular ou hormonal das novilhas. Esses resultados foram
semelhantes aos observados por Looney et al. (2006), no qual acharam 94% de taxa

de aproveitamento das vacas em relacdo as novilhas (73%).
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A maior ocorréncia de CL no ovario direito (63,4% e 72%, vacas e novilhas,
respectivamente) em relagdo ao ovario esquerdo (36,5% e 28%) encontrado nesse
trabalho, concorda com as descrigcdes realizadas por Coleman et al. (1987), Viana et
al. (1999) e Spell et al. (2001), os quais observaram 55%, 57,14% e 60% de CL para
o ovario direito e 45%, 42,86% e 40% para ovario esquerdo, respectivamente.

Considerando-se o efeito do didmetro do CL sobre as taxas de prenhez, os
achados desse estudo indicaram melhores porcentagens de prenhez para CL entre
13 a 15 mm de didmetro para as novilhas e 15 a 17 mm para as vacas. Esses
didmetros foram inferiores aos descritos por e Spell et al. (2001), que observaram
melhores taxas de prenhez para CL com 24,1 mm de didmetro.

Desta forma, € possivel mencionar que altas porcentagens de gestagdo em
programas de TE nem sempre estdo relacionadas a CL de tamanhos grandes
(Coleman et al., 1987 e Spell et al., 2001), devido a alta variagdo que existe em
relacdo ao didmetro do CL e seu efeito nas taxas de prenhez.

Nasser et al. (2004), no entanto, observaram uma situagcédo diferente em
novilhas mesticas como receptoras de embrides. Seus achados demonstraram
melhores taxas de prenhez para CL maior que 20 mm de didmetro.

Com relagao as taxas de prenhez do presente trabalho, as receptoras do
grupo |buprofeno-IM apresentaram diferencga significativa (P<0,05) em relagdo as
receptoras dos grupos controle e polimero-IB, provavelmente, a inibicdo da sintese
de PGF2a pela acdo do Ibuprofeno e a minimizagao dos efeitos deletérios desta no
desenvolvimento embrionario, proporcionando assim, maior viabilidade ao embriao
no mecanismo de implantagdo. Portanto, observou-se uma melhoria nas
porcentagens de gestagéo do grupo Ibuprofeno-IM em relagéo aos grupos controle e
polimero-IB de 27,3% e 29,1%, respectivamente. Importante salientar que, neste
trabalho ndo foram quantificados os metabolitos de PGF2a antes ou depois da
inovulagdo dos embrides, o que poderia restringir a discussdo dos dados, no
entanto, baseado nos estudos realizados que demonstraram metabolitos de PGF2a
antes e depois da inovulagdo dos embrides (Scenna et al., 2005) e a evidéncia das
propriedades farmacolégicas do Ibuprofeno em inibir a sintese das prostaglandinas
(Elli et al., 2001) & possivel levar em consideragdo estas abordagens no
entendimento dos resultados do presente estudo.

Corroborando com os resultados deste trabalho, Elli et al. (2001) avaliaram

o efeito do Ibuprofeno (5 mg/kg de peso vivo, i.m.) uma hora antes da inovulagao
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dos embrides, em novilhas da raga Holandesa utilizadas como receptoras. Os
embrides inovulados eram oriundos de programas de TE convencional e
criopreservados. A taxa de prenhez do grupo tratado com Ibuprofeno apresentou
diferencga estatistica (P<0,05) significativa quando comparado com o grupo controle
(82% vs 56%, respectivamente), demonstrando o efeito do Ibuprofeno na melhora
das taxas de prenhez em bovinos.

Contudo, acredita-se que a utilizagdo do Ibuprofeno com a finalidade de
melhorar as taxas de prenhez em programas de TE em bovinos, € com a aplicagao
do medicamento no minimo 30 minutos antes da inovulacdo dos embrides,
considerando o tempo de absorgdo e a estabilizacdo dos niveis sanguineos
requeridos. No entanto, a utilizacdo deste tipo de tratamento farmacologico
apresenta uma desvantagem em relagdo ao manejo das receptoras devido ao fato
de que os animais tém que sofrer mais um manejo para que seja administrado o
Ibuprofeno.

Purcell et al. (2005) empregaram FM de 2 a 12 minutos antes da inovulagéo
dos embrides (a fresco e congelados) em vacas e novilhas da raga Angus. Os
resultados do estudo apresentaram melhor taxa de prenhez (P<0,05) do grupo
tratado com FM (63,8%) em relagao ao grupo controle (51,5%).

Da mesma forma, Scenna et al. (2005) corroboraram com o efeito (P<0,05)
do FM no acréscimo das taxas de prenhez em vacas e novilhas utilizadas como
receptoras de embrides a fresco ou congelado. Essas observagées concordaram em
parte, com os resultados do presente estudo, de que o tratamento com
antiinflamatorios ndo seletivos antes da inovulacdo dos embrides melhora as taxas
de prenhez em programas de TE convencional.

Entretanto, os resultados do presente trabalho diferem dos obtidos por
McNaughtan (2004), que nao encontrou efeito significativo na aplicagcdo do FM antes
da inovulacdo dos embrides, em novilhas Hereford x Angus. Embora, o presente
estudo tenha utilizado o Ibuprofeno como antiinflamatério.

Em relacédo as taxas de prenhez do grupo polimero-IB, acredita-se que o
baixo resultado foi possivelmente, ao modelo de aplicacdo do Ibuprofeno, que
permite niveis plasmaticos do medicamento por longos periodos de tempo, porém,
inibe qualquer atividade das prostaglandinas, influenciando provavelmente
importantes eventos nos primeiros estadios da gestacdo como a vascularizagao

endometrial, eclosdo do blastocisto, mecanismo de implantagdo embrionaria (Sayre
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e Lewis, 1993) e funcionalidade do CL (Xiao et al., 1998). Segundo, Sayre e Lewis.
(1993) e Elli et al. (2001), estes importantes eventos da reprodugcdo sao
dependentes das prostaglandinas e foram também observados em varias espécies
de mamiferos, incluindo humanos e primatas.

Estudos demonstraram o efeito de altas dosagens de antiinflamatdrios néao
seletivos via intra-uterina em ratos, evidenciando falhas no processo de implantagao
embrionaria (Gupta et al., 1981). O mesmo resultado foi observado em primatas
(Macacos Rhesus) com a administracdo de altas concentragdes de Diclofenaco
entre o0 16° a 18° dia do ciclo estral, observando uma diminuicdo consideravel no
mecanismo de implantacado (Nayak et al., 1997).

Portanto, diante do contexto apresentado, sugere-se a importancia de
manter a atividade das prostaglandinas nos primeiros estagios da gestacédo e de
evitar a administracao de antiinflamatérios por longos periodos de tempo apéds a
inovulacédo dos embrides e até o mecanismo de implantagdo embrionaria.

Considerando o efeito da qualidade do embrido na otimizacdo dos indices
reprodutivos em programas de TE, o grupo Ibuprofeno-IM apresentou melhoria nas
taxas de prenhez (P<0,05), quando comparado com os grupos controle e polimero-
IB (40%, 9,09% e 20%, respectivamente) para embrides de qualidade | e 62,5%,
20% e 0% para embrides de qualidade Il.

Por tal motivo é possivel considerar a utilizagcdo do Ibuprofeno por via
intramuscular para incrementar as taxas de prenhez de embrides grau | e Il.

Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por Scenna et al. (2005),
que relataram melhores taxas de prenhez (P<0,05) para embrides grau Il do grupo
tratado com FM (64,2%) em relagao ao grupo controle (53,5%) mas, ndo observaram
aumento nas taxas de prenhez dos embrides grau | para ambos os grupos.

Considerando a literatura consultada nas taxas de prenhez de embrides
grau | e Il, Coleman et al. (1987), Hasler. (2001), Looney et al. (2006), Bényei et al.
(2006) e Chebel et al. (2008) observaram elevadas taxas de prenhez (P<0,05) para
embrides grau | em relacdo a embrides grau Il. Em contraste, Spell et al. (2001) n&o
relataram diferencas (P>0,05) nas taxas de prenhez para os embrides das mesmas
qualidades.

Em relacéo ao efeito do grau de manipulagao do trato reprodutivo sobre as
taxas de prenhez. O grau 3 de manipulagdo do grupo Ibuprofeno-IM apresentou

diferenga significativa (P<0,05) ao ser comparado com o0s grupos controle e
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polimero-IB (63,63%, 12,5% e 0%, respectivamente), devido a este grupo ter
recebido por coincidéncia um numero maior de embrides de melhor qualidade,
situacao que refletiu na taxa de prenhez desta observacéo.

No entanto, a avaliagdo deste parametro em programas de TE poderia ser
de grande importancia devido ao fato que maior manipulagdo do trato reprodutivo
por uma transposicao dificil do aplicador pela cérvix, provavelmente, ocasione um
trauma no trato reprodutivo desencadeando um processo inflamatorio local que leva
a liberagcdo de PGF2a no lume uterino prejudicando a viabilidade embrionaria
(Odensvik et al.,1993, Elli et al., 2001, e Scenna et al., 2005).

Segundo, Scenna et al. (2005), a PGF2a ao entrar em contato com o
embrido, retarda ou bloqueia o desenvolvimento deste, diminuindo a habilidade de
transigdo de estrutura pré-compacta a compacta (16 para 32 células) (Scenna et al.,
2004), afetando de forma significativa a sobrevivéncia do embrido, diminuindo as
taxas de prenhez.

Weaver et al. (1986), Coleman et al. (1987) e Looney et al. (2006) relataram
que a experiéncia do operador durante a inovulagdo dos embrides é determinante
para ocasionar ou ndo um trauma no trato reprodutivo, sendo altamente significativo

no sucesso dos programas de TE em bovinos.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

A sincronizagcdo do estro e da ovulagdo com dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR®) associado ao benzoato de estradiol e PGF2aq,
proporcionou altas taxas da ovulacdo determinado através da formacdo de
CL;

As melhores taxas de prenhez dos dois tipos de receptoras utilizadas no

trabalho foram apresentadas com CL entre 13 a 17 mm de didmetro;

A administragcdo do Ibuprofeno por via intramuscular, uma hora antes da
inovulacdo dos embrides, melhorou as taxas de prenhez das receptoras

tratadas;

A aplicacao do Ibuprofeno através de um dispositivo de liberagao controlada,

nao proporcionou efeito no acréscimo das taxas de prenhez;

O Ibuprofeno administrado por via intramuscular teve efeito significativo no

aumento das taxas de prenhez dos embrides grau | e || de qualidade;

As receptoras do grupo Ibuprofeno-IM cujo grau de manipulagdo do trato
reprodutivo foi classificado como grau 3 apresentaram melhor taxa de
prenhez, ao contrario do esperado, devido a ter recebido um maior numero de

embrides de excelente qualidade.
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