UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EFEITO DO FLUNIXIN MEGLUMINE NA DURACAO DA FASE LUTEAL E NA

TAXA DE PRENHEZ DE RECEPTORAS DE EMBRIOES BOVINOS

RODOLFO DE CARVALHO CARDOSO

Botucatu — SP
2009



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

EFEITO DO FLUNIXIN MEGLUMINE NA DURACAO DA FASE LUTEAL E NA

TAXA DE PRENHEZ DE RECEPTORAS DE EMBRIOES BOVINOS

RODOLFO DE CARVALHO CARDOSO

Dissertacdo  apresentada junto  ao
Programa de Pos-Graduacao em Medicina
Veterinaria para obtencdo do titulo de

Mestre.

Orientadora: Prof®. Dr®. Eunice Oba

Botucatu — SP
2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMAGAO
DIVISAQO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL : Selma Maria de Jesus

Cardoso, Rodolfo de Carvalho.

Efeito do Flunixin Meglumine na duracéo da fase luteal e na taxa de prenhez
de receptoras de embries bovinos. / Rodolfo de Carvalho Cardoso. —
Botucatu : [s.n.], 20009.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, 2009.

Orientadora: Eunice Oba

Assunto CAPES: 50504002

1. Bovino - Reproducdo 2. Prenhez em novilhas - Estudos experimentaig

CDD 636.2.0824
Palavras-chave: Bovinos, embrides, Flunixin meglumine, Progesterona,
Receptora.




Nome do Autor: Rodolfo de Carvalho Cardoso

Titulo: EFEITO DO FLUNIXIN MEGLUMINE NA DURACAO DA FASE LUTEAL
E NA TAXA DE PRENHEZ DE RECEPTORAS DE EMBRIOES BOVINOS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof®. Dr®. Eunice Oba

Presidente e Orientadora

Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu

Prof. Dr. Roberto Sartori Filho
Membro

Departamento de Zootecnia
ESALQ — USP - Piracicaba

Prof. Dr. Carlos Antdnio de Carvalho Fernandes
Membro

Universidade José do Rosario Vellano
UNIFENAS - Alfenas

Data da defesa: 02 de julho de 2009



“A sabedoria n&o nos é dada. E preciso descobri-la por
ndés mesmos, depois de uma viagem que ninguém nos

pode poupar ou fazer por nés.”

Marcel Proust

Dedico este trabalho a minha Familia



Agradecimentos



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista — Campus de Botucatu, ao Departamento de Reproducao
Animal e Radiologia Veterinaria e a Secdo de Pds-graduacdo pela

oportunidade concedida.

Aos meus pais, Nilson e Marlene, e ao meu irmao Pedro, pelo apoio
incondicional e pelo constante incentivo durante toda minha jornada. Vocés

sempre foram o alicerce para que eu pudesse atingir meus objetivos.

A minha namorada Bruna pelo companheirismo, carinho e paciéncia
durante todo o periodo de realizacdo do meu mestrado. Agradeco também pela
grande ajuda na realizacdo das atividades praticas, principalmente durante
sdbados e domingos quando vocé abria mdo de seu escasso tempo de

descanso para me ajudar com 0s animais.

A Profa. Eunice Oba pela orientacdo e amizade. Agradeco muito pela
confianga e apoio.

Aos docentes Jdao Carlos Pinheiro Ferreira, Sony Dimas Bicudo e

Roberto Sartori pelas contribuicGes técnicas em relacdo ao meu trabalho.

Ao Prof. Alcides de Amorim Ramos pela ajuda na andlise estatistica dos

dados.

Aos Professores da Pos-graduacdo: Jdao Carlos Pinheiro Ferreira,
Roberto Sartori, José Luiz Moraes Vasconcelos, José Buratini Junior, Eunice
Oba e Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga pelo conhecimento
compartilhado durante as aulas ministradas, que foi de extrema importancia

para minha formacéao.

Ao Prof. Carlos Antonio de Carvalho Fernandes, e colegas da Biotran,
Bruno, Eduardo e Claudiomar pelo grande apoio e confianca durante a

realizacdo de meu experimento.



Aos pos-graduandos Wolff Camargo Marques Filho e Caroline Junko

Fujihara pela grande ajuda na realizacao da parte experimental desse trabalho.

Aos Funcionarios da Fazenda Edgardia: Jodo Ratti Junior, Jodo Faustino
Fogaca, Altamiro Rosam Bocetto e Benedito Faustino Fogaca pela atencéo e

imensa contribuicdo para a realizacdo das atividades praticas.

A Chemitec Agro-veterinaria pelo fornecimento dos medicamentos

utilizados para realizacao desse trabalho.

A Biotran por possibilitar a realizacéo de parte das atividades préaticas

desse trabalho junto a empresa.
A CAPES pela bolsa concedida.

E a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo desse

trabalho. Muito obrigado!



Lista de Tabelas



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

LISTA DE TABELAS

Taxa de prenhez aos 30 dias de gestacdo de receptoras de embrifes
inovuladas com embrifes produzidos in vitro em diferentes estagios
de desenvolvimento. Grupo 1 = grupo controle; Grupo 2 = grupo de
receptoras tratadas com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no

momento da inovulagcio dos emDIiBES .........ccceviriiiiiiiiiiiiiiie s

Taxa de perda embrionaria entre aproximadamente 30 e 60 dias de
gestacdo de receptoras de embribes bovinos produzidos in vitro em
diferentes estagios de desenvolvimento. Grupo 1 = grupo controle;
Grupo 2 = grupo de receptoras tratadas com 1,1 mg/kg de flunixin

meglumine no momento da inovulagdo do embriBes. ...........ccccceevinen.

Volume médio do corpo lateo (cms) durante a fase luteal (D7 a D18)
dos animais dos diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais
controle; Grupo 2 — animais submetidos & manipulagdo do trato
reprodutivo no D7; Grupo 3 — animais submetidos & manipulacao do
trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no

D7) (Média £ erro Padrao)...........ocueeeeiiiiiieeiiiiiee e

Valores médios para as concentragdes plasmaticas de progesterona
(ng/mL) ao decorrer da fase luteal (D7 a D18) dos animais dos
diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais controle; Grupo 2
— animais submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo no D7;
Grupo 3 — animais submetidos a manipulagéo do trato reprodutivo e

tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7) (média * erro

43

47

49

51



Lista de Figuras



LISTA DE FIGURAS

FIGURA1 Taxa de prenhez aos 30 dias de receptoras de embribes bovinos
inovuladas com embrifes produzidos in vitro, do grupo 1 (controle) X
grupo 2 (tratadas com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no momento da
INOVUIAGAO0) (P> 0,05) ...t

FIGURA 2 Volume do corpo liteo (cm3) durante a fase luteal (D7 a D18) dos
animais dos diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais
controle; Grupo 2 — animais submetidos a manipulacdo do trato
reprodutivo no D7; Grupo 3 — animais submetidos a manipulacdo do
trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no
D7) (P2 0,05) . ..uieiiieieiiie ettt ettt nanes

FIGURA 3 Valores médios para as concentragdes plasmaticas de progesterona
(ng/mL) ao longo do ciclo estral (D7 a D19) entre os diferentes grupos
experimentais (Grupo 1 — animais controle; Grupo 2 — animais

submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo no D7; Grupo 3 —

animais submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo e tratados

com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7) (p < 0,05) ......cceevivvieeenns

FIGURA 4 Valores individuais das concentracdes plasméticas de progesterona
(ng/mL) ao longo do ciclo estral (D7 a D19) das fémeas bovinas

pertencentes ao grupo controle (Grupo 1) .......ccoeeeeeiiiiiiieieeeeeeeeeeeeiieiees

FIGURA5 Valores individuais das concentracdes plasmaticas de progesterona
(ng/mL) ao longo do ciclo estral (D7 a D19) dos animais pertencentes
ao grupo de animais submetidos a manipulacéo do trato reprodutivo

No D7 do ciclo estral (Grup0 2) ........ccuveiieiiiiiiieeiiiee et

FIGURA 6 Valores individuais das concentra¢des plasmaticas de progesterona
(ng/mL) ao longo do ciclo estral (D7 a D19) dos animais pertencentes
ao grupo de animais submetidos a manipulacéo do trato reprodutivo e
tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7 do ciclo estral
(ST (0] oo ) TSRS



Lista de Abreviaturas



LISTA DE ABREVIATURAS

AINE: Antiinflamatério néo esteroidal
Bl: Blastocisto inicial

BL: Blastocisto

BX: Blastocisto expandido

CL: Corpo Luteo

COX: Ciclooxigenase

DAG: Diacilglicerol

DHA: Acido docosahexaenoico

E,: Estradiol

EPA: Acido eicosapentaenoico

ER: Receptor de estradiol

FIV: Fecundacéao in vitro de embrides
FM: Flunixin meglumine

FSH: Horménio foliculo estimulante
GnRH: Hormonio liberador de gonadotrofinas
hCG: Gonadotrofina coridnica humana
IA: Inseminacao artificial

IATF: Inseminagao artificial em tempo fixo
IP3: Trifosfato inositol

IFN-T1: Interferon-tau

IM: Intra-muscular

LH: Horménio luteinizante



MCP-1: Proteina-1 quimiotatica de mondcitos
MGA: acetato de melengestrol

MIV: Maturacao in vitro de embrides

MRNA: RNA mensageiro

OT: Ocitocina

OTR: Receptor de ocitocina

P,4: Progesterona

PG: Prostaglandina

PGF,q: Prostaglandina Fyq

PGFM: 13,14 diidro-15 ceto prostaglandina F
PIV: Producéo in vitro de embrides

PKC: Proteina quinase C

PLA,: Fosfolipase A,

riIFN-T1: Interferon-tau recombinante

StAR: Proteina regulatéria aguda da esteroidogenese

TE: Transferéncia de embrides



SUMARIO

I [ 1 4 o To [V Y o Lo F TP SOPP PR 01
2. ReVISE0 de Literatura.........uuueeiiiiiiiiee et e e e e 05
2.1. Ciclo estral de fémeas boviNas..........cccuveieiiiiiiiiiiiiieee s 06
2.1.1. Lutedlise e acdo das prostaglandinas.............ccccvvveeeeeeiiiiiiieeeeennnns 07

2.2. Desenvolvimento embrionario inicial e estabelecimento da prenhez. 10

2.2.1. Progesterona pos-fecundacéo X taxa de sobrevivéncia

(<] a0] o] 1] g F= U F- TR PRSP 11
2.2.2. Reconhecimento materno da gestaGao...........ccuuveeereeieieiiieeeeeannnnns 13
2.2.3. Estrutura e mecanismos de agao do IFN-T.......ccccceeeeeeeivieiiiiiiinennn, 14

2.3. Falhas no estabelecimento da prenhez e mortalidade
(=T 00] o] o] 4= U - VRPN 15

2.4. Estratégias para diminuir a mortalidade embrionaria precoce em
receptoras de €MDBIIBES. .........ciii i 20

2.4.1. Aumentar o tamanho da foliculo pré-ovulatorio para gerar um

(@ I 4 F- 1o USSP 20
2.4.2. Aumentar a taxa de crescimento do CL...........ccooevvvivvviiiiiininnnnnn. 21
2.4.3. Aumentar 0 NUMEr0 de CLS.....cuiiiiiiiiiiiiiieieiiie e 22
2.4.4. Aumentar o estimulo anti-luteolitico pelo concepto.............cc..ee..... 23
2.4.5. Diminuir a resposta luteolitica pela unidade materna..................... 23
T O o] = (Y0 1= USRI 28
3.1. ODJEtIVOS GEIAIS......ceiiiieieeeiiiiiiitceie et a e e 29
3.2. Objetivos ESPECITICOS. ....uuuiiiiiiii e e e 29
4. Material € MELOUOS. . .uuuiiiiiiiiiiiiie e 31
R = d o =T ] 4= (o 1 S 32

4.2. EXPEIMENTO 2. .ottt a e e e e 35



D RESUILATOS € DiSCUS S A0 et ittt ettt et e e e e e e e e earenaenee 41

5.1, EXPEriMENTO L....ouuiiiiiiiiiii it e e e e e e e aaes 42
5.2, EXPEIIMENTO 2. ..ttt ettt e e e e 48
5.2.1. Taxa de SINCrONIZAGAOD. .......uiiiieeieeeeeieeiiieeeeiiiiii s e e e e e eeeeeeeeeeens 48
5.2.2. Manipulagao do trato reprodutivo............cceeeeeeeeeiiiiniiiiiviiieeeeeee 48
5.2.3. VOIUME dO CL...iiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 49
5.2.4. Concentracao plasméatica de progesterona...........ccccceeeeevevvveeeeennnne 50
6. CONCIUSOES....uiiiiiieiiiiiee e 58
7. CoNSIAEragies FIN@IS........uuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 60
8. REIEIBNCIAS ...ci it 62

9. Trabalnos ClenNtifiCOS .. e 79



Resumo



CARDOSO, R.C. Efeito do flunixin meglumine na duracéo da fase luteal e
na taxa de prenhez de receptoras de embrides bovinos. Botucatu, 2009.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O objetivo do presente estudo foi de avaliar o efeito da aplicacdo do flunixin
meglumine (FM) no momento da inovulagcdo de embrides bovinos sobre a taxa
de prenhez de receptoras e identificar o possivel mecanismo pelo qual o FM
interfere positivamente na taxa de prenhez desses animais. Para tanto, foram
realizados dois experimentos, sendo que no experimento 1 foram utilizadas 184
fémeas cruzadas inovuladas com embribes produzidos in vitro e divididas
aleatoriamente em dois grupos experimentais: controle (G1) e grupo FM (G2)
onde as receptoras receberam uma aplicacdo de 1,1 mg/Kg de FM no
momento da inovulacdo. No experimento 2, 22 fémeas nelore foram divididas
aleatoriamente em trés grupos: controle (G1); manipulacdo (G2) onde os 8
animais foram submetidos a manipulagcdo do trato reprodutivo similar a
inovulacdo de embrido no dia 7 do ciclo estral; e grupo manipulacao + FM (G3),
onde sete fémeas foram submetidas a manipulacéo do trato reprodutivo e uma
aplicacdo de FM (1,1 mg/Kg). Os animais dos trés grupos foram submetidos a
exames ultrassonograficos e colheitas de sangue diarias durante o restante do
ciclo estral para determinacdo da duracdo da fase luteal e avaliacdo das
concentracfes plasméticas de progesterona. No experimento 1 nao foi
observada diferenca na taxa de prenhez dos animais no grupo controle e grupo
FM (40,2% e 44,6%, respectivamente) (p = 0,55). No experimento 2 nao foi
observada diferenca significativa na duragao da fase luteal do ciclo estral entre
0S grupos experimentais, porém foi observado que os animais do grupo
manipulacdo apresentaram valores médios para as concentracfes plasmaticas
de progesterona inferiores quando comparados aos valores observados nos
grupo controle e manipulacdo + FM. Dessa forma, foi observado efeito positivo
da aplicacdo do FM no momento da inovulagcdo sobre a concentracéo
plasmatica de progesterona no restante do ciclo estral, porém, nao foi

observada diferenca na taxa de prenhez dos animais tratados.

Palavras chave: receptora, embrides, bovinos, flunixin meglumine,

progesterona.
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CARDOSO, R.C. Effect of flunixin meglumine on the length of luteal phase
and pregnancy rates of bovine embryo recipients. Botucatu, 2009.
Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The aim of this study was to evaluate the effects of an administration of flunixin
meglumine (FM) at the moment of bovine embryo transfer on pregnancy rates
of recipients and also to determine the possible mechanisms by which FM
improves the pregnancy rates of these animals. Therefore two experiments had
been carried out in a way that in experiment 1 184 crossbreed females were
transferred with an in vitro produced embryo and randomly divided into two
experimental groups: control group (G1) and FM group (G2) in which recipients
received one administration of 1.1 mg/Kg of FM at the moment of embryo
transfer. In experiment 2, 22 nelore females were randomly divided into three
groups: control (G1), manipulation (G2) in which animals were submitted to a
reproductive tract manipulation (similar to an embryo transfer) at day 7 of the
estrous cycle, and manipulation + FM group (G3) in which females were
submitted to a reproductive tract manipulation and an administration of FM. To
determine the length of luteal phase and evaluate the progesterone release
profile of the corpus luteum, animals of the three groups were submitted to
successive ultrasound examinations and blood sample collections during the
rest of the estrous cycle. In experiment 1 no significant difference was observed
on the pregnancy rates of animals of control group and FM group (40.2% and
44.6%, respectively). In experiment 2 no significant difference was observed on
the length of the luteal phase of the estrous cycle between experimental groups,
however animals of manipulation group presented lower average values of
plasma progesterone concentrations when compared to average values
observed on control group and manipulation + FM group. Thus a beneficial
effect of the administration of FM at the time of embryo transfer over the plasma
progesterone concentration was observed, however, no significant difference

was observed on the pregnancy rates of treated animals.

Key words: bovine, embryo, recipients, flunixin meglumine, progesterone.
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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos anos o Brasil se consagrou como um dos maiores
produtores e exportadores de carne bovina, sendo atualmente detentor do
maior rebanho bovino comercial do mundo, com aproximadamente 170 milhdes
de cabecas, cuja producéo representa cerca de 50% do produto interno bruto
nacional agricola (IBGE, 2006). Além disso, o Brasil exerce grande papel como
exportador mundial de leite, sendo considerado o sexto maior produtor do
mundo, e tendo grande potencial para crescimento na atividade leiteira durante
0s proximos anos. Contudo, a taxa de melhoramento genético dos rebanhos
bovinos nacionais, tanto dos rebanhos de corte como leiteiros, ainda esta muito
abaixo das taxas observadas em paises mais desenvolvidos como nos Estados
Unidos e Canada.

O melhoramento genético dos rebanhos bovinos € certamente o principal
meio pelo qual se pode melhorar a eficiéncia produtiva e a lucratividade dos
sistemas de criacdo nacionais. Dentre diversas ferramentas de melhoramento
genético como a selecdo de reprodutores, o descarte de animais e a
inseminacao artificial (IA) pode-se destacar a transferéncia de embriées (TE) e
a producéo in vitro de embrides (PIV) como as ferramentas que melhor
possibilitam o aproveitamento do material genético proveniente de fémeas
bovinas. Atualmente o Brasil apresenta participacdo expressiva na atividade
mundial de TE, com mais de 230.000 embrides bovinos transferidos durante o
ano de 2006, sendo classificado como o pais que mais transferiu embrides
produzidos in vitro no mesmo ano e, como 0 segundo pais com maior nimero

de embrides bovinos produzidos in vivo transferidos (IETS, 2006).

Apesar do grande avanco no nimero de embrides bovinos transferidos
durante os ultimos anos, o estabelecimento da prenhez em receptoras de
embrides permanece com alta taxa de variacdo entre diferentes centrais de
receptoras e também entre diferentes lotes de receptoras da mesma central de
receptoras, sendo que, em grande parte desses casos a taxa de prenhez
dessas receptoras esta muito abaixo da taxa esperada. Essa grande variacao

nas taxas de prenhez observadas pode ser resultado de fatores embrionarios,



maternos, ambientais ou mesmo de uma combinacao entre eles (SREENAN &
DISKIN, 1987).

Para que ocorra o estabelecimento da gestacao é necessaria a presenca
de um embrido bem desenvolvido no corno uterino ipsolateral ao ovario que
apresenta um corpo luteo (CL) funcional antes do momento do reconhecimento
materno da gestacdo (ROBERTS et al., 1992). Na maioria das transferéncias
de embribes sao utilizadas receptoras entre o sexto e o nono dia apés a
deteccédo do cio. Geralmente a avaliagcdo da presenca, tamanho e qualidade do
CL no ovério é realizada pela palpacao retal e, em alguns casos, através do
auxilio do exame ultrassonografico. Em seguida, apdés a selecdo das
receptoras, ocorre a manipulacdo transretal da cérvix e do Utero para auxiliar
na penetracao do inovulador até o lumen do corno uterino ipsolateral ao CL.
Por ultimo, é feito o posicionamento do inovulador e a deposi¢cao do embrido no
terco final do corno uterino da receptora. Embora seja uma técnica
relativamente simples, em algumas receptoras a passagem do inovulador pelos
anéis cervicais e seu posicionamento no terco final do corno uterino pode ser
um processo dificil de ser executado, exigindo certa experiéncia do técnico

responsavel.

Foi identificado que essa manipulacdo do trato reprodutivo da receptora
no momento da inovulacdo do embrido resulta em estimulacéo na liberacéo de
prostaglandina F,y (PGF2) pelo endométrio uterino (FERGUSON, 1941;
SCHALLENBERGER et al., 1989; WANN & RANDEL, 1990; SCENNA et al.,
2005). Esse aumento na liberacdo de PGF,, pelo endométrio pode
comprometer a taxa de prenhez de receptoras de embrides bovinos pela acéo
prejudicial ao desenvolvimento embrionario afetando diretamente na qualidade
do embrido ou mesmo através de comprometimento na funcéo luteal dessas
receptoras o que indiretamente, pode afetar no desenvolvimento do embrido
(WILTBANK et al., 1989; SEALS et al., 1998; SCHRICK et al., 2003; HOCKETT
et al., 2004).

Avaliando os efeitos negativos da liberacdo de PGF,q ho momento da

transferéncia do embrido, pode-se presumir que estratégias que objetivem a



inibicdo especifica de enzimas que participem da sintese de prostaglandina

possam aumentar as taxas de prenhez de receptoras de embriées bovinos.

Portanto, nessa dissertacao sera revisado o processo de regresséo do CL
em fémeas bovinas, os principais fatores que afetam o desenvolvimento
embrionario inicial, os mecanismos envolvidos no processo de reconhecimento
materno da gestacdo em bovinos e também algumas estratégias desenvolvidas
com o objetivo de aumentar a taxa de prenhez em receptoras de embrides
bovinos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do flunixin
meglumine (FM), um inibidor da sintese de prostaglandina, sobre a taxa de
prenhez de receptoras de embri6es bovinos produzidos in vitro e também de
avaliar sua influéncia sobre as concentracdes plasmaticas de progesterona (Py)
e sobre a duracao da fase luteal em fémeas bovinas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo estral de fémeas bovinas

As fémeas bovinas s&do animais poliéstricos, nédo estacionais, que
apresentam ciclos estrais com aproximadamente 21 dias de duragdo. Durante
cada ciclo estral existe um longo periodo denominado periodo luteal,
caracterizado pela secrecdo do horménio esterdide P4 pelo CL e um periodo
mais curto denominado periodo folicular, caracterizado por baixas
concentracdes plasmaticas de P4 e altas concentragdes do horménio estrogeno
(E2) secretado pelo foliculo dominante. A emergéncia da onda folicular &
determinada pela secrecdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) pela
hipéfise. Os foliculos ovarianos em cada onda de crescimento folicular passam
pelas etapas de recrutamento, sele¢do, dominancia e atresia, sendo que, o
foliculo dominante da ultima onda folicular do ciclo estral se torna foliculo
ovulatério e, assim, ndo sofre atresia. Durante a fase final de crescimento
folicular, o foliculo dominante depende do hormonio luteinizante (LH) para seu
crescimento e posterior ovulagdo (ADAMS, 1999).

Apoés a ovulacédo, as células da teca e da granulosa do foliculo ovulatorio
passam por alteracbes morfolégicas e sdo responsaveis pela formacdo do
tecido luteal que ir4 secretar P,. O tamanho do CL e a producdo de P4
aumentam até aproximadamente o meio da fase luteal quando atingem um
platd (MCCRACKEN et al., 1999). A P4 restringe a secre¢éo de LH e FSH a
pulsos de baixa frequéncia durante a fase luteal devido ao “feedback” negativo
sobre a liberacdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no
hipotdlamo (NISWENDER et al., 2000). Se o ovdécito liberado pelo foliculo
ovulatério ndo for fertilizado ou ocorrer qualquer falha no desenvolvimento
inicial do embrido, havera liberacdo de prostaglandina F,q (PGF2) pelo
endométrio, entre os dias 15 e 18 do ciclo estral, que dara inicio ao processo
de lutedlise (AROSH et al., 2002). A ocitocina (OT) liberada pelo CL e pela
hipofise exerce efeito estimulatério sobre a liberagdo de PGF,4 pelo endométrio
(MCCRACKEN et al., 1999).



Como resultado do processo de lise do CL, ocorre queda na concentragao
circulante de P4, removendo assim o “feedback” negativo sobre a liberagédo de
GnRH, aumentando a frequéncia e a amplitude de liberacdo de LH pela
hipdfise, estimulando o crescimento de foliculo dominante, que ira produzir
mais E, estimulando positivamente o hipotalamo a secretar mais GnRH, que é
seguido por pico de LH que induz a ovulacdo e o inicio de um novo ciclo estral
(NISWENDER et al., 2000; THATCHER et al., 2001).

2.1.1. Lutedlise e a acdo das prostaglandinas

Durante o ciclo estral das fémeas bovinas, o CL sofre regressao
morfologica e funcional aproximadamente entre 16 a 20 dias apds a ovulacao.
O processo de lise do CL é caracterizado pelo cessar da producédo de P, e
fragmentacdo dos componentes celulares, incluindo a reducdo do suporte
vascular, proliferacdo do tecido conjuntivo, desorganizacdo celular,
degeneracgédo e fagocitose das células luteais (MILVAE et al., 1996). A lutedlise
funcional é caracterizada pelo rapido declinio de niveis de P, dentro das
primeiras 8 a 12 horas apos a secrecdo de PGF,,. A lutedlise estrutural €
determinada como a diminuicdo de tamanho e perda de peso do CL em

consequéncia da apoptose das células luteinicas (NEUVIANS et al., 2003).

A PGF,4 € a substancia responsavel pela lise do CL, sendo secretada de
forma pulsétii durante o periodo da lutedlise pelo endométrio bovino
(MCCRACKEN et al., 1973). A PGF,, secretada pelo endométrio atinge o CL
através de um sistema circulatorio local de contra-corrente (HIXON & HANSEL,
1974).

A OT é um dos hormdénios que regulam a sintese de PGF,, pelo
endométrio bovino. Esse horménio € secretado pela hipdfise posterior e
também pelo CL. Proximo ao final da fase luteal ocorre um processo de
dessensibilizacdo (“down regulation”) dos receptores de P, na hipodfise e
endométrio, permitindo o retorno da acdo do E,, que estimula a hipdfise a
secretar pulsos de baixa concentracdo e alta frequiéncia de OT (MCCRACKEN
et al., 1999). Posteriormente a OT age na regulacdo da sintese de PGFyq

através de sua ligacdo aos receptores de OT (OTR) no endométrio estimulando



a secrecao de pequenas quantidades de PGF,4 pelo Gtero, as quais ainda ndo
sdo suficientes para causar lutedlise (DURAS et al., 2005). No entanto, essa
liberacdo de pequenas quantidades de PGF,, induz a liberagdo da OT que foi
estocada pelo CL que, consequentemente, ira estimular maior liberacdo de
PGF,, pelo endométrio formando assim um ciclo de retroalimentagdo positivo
entre a PGF,q e a OT, que resultard na liberacdo de altas quantidades de
PGF,, que irAd desencadear o processo de lutedlise (MCCRACKEN et al.,
1999). Além disso, em estudo mais recente foi identificado que as proprias
células luteais tém capacidade de secretar PGF,, sendo que em fémeas
bovinas ocorre um “feedback” positivo entre pequenas quantidades de PGFyq
liberadas pelo endométrio e a liberacdo de PGF,, pelo tecido Iuteal,
provavelmente devido a ativacao da enzima COX-2 nas células luteais grandes
(Diaz et al., 2002).

A PGF,, liberada pelo endométrio e pelo CL se liga a receptores
especificos na membrana das células luteais esteroidogénicas ativando o0s
mensageiros secundarios: trifosfato inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (AROSH
et al., 2004). DAG e o IP3 estimulam a ativacéo da proteina quinase C (PKC) e
a liberacao de célcio intracelular, respectivamente (NISWENDER et al., 2000).
O mecanismo celular de como a PKC e o Ca.: agem na lise do CL em bovinos
ainda ndo foi completamente elucidado, porém, algumas hipGteses sugerem
uma diminui¢ao no fluxo sanguineo para o CL e inibicdo da proteina regulatéria
aguda da esteroidogenese (StAR; MCCRACKEN et al., 1999). Essa inibicado da
StAR acarreta em diminuicdo na captacdo e transporte de colesterol para a
membrana mitocondrial interna onde ele é transformado em pregnolona.
Portanto, provavelmente o transporte do colesterol é o ponto principal na
inibicdo exercida pela PGF,, sobre a sintese de P4 pelo CL (NISWENDER et
al., 2000).

Mudancas morfoldgicas no CL durante a lutedlise ndo séo observadas até
24 a 36 horas apOs a exposicdo a PGF,, (NISWENDER et al.,, 2000). A
lutedlise estrutural na vaca €& provavelmente mediada através de uma

variedade de fatores como: apoptose, rompimento das juncdes “gap”, células



imune, metaloproteinases, proteina-1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e
fator-a de necrose tumoral (MCCRACKEN et al., 1999).

No processo de lutedlise a P, e 0 E, exercem papel importante na
regulacdo dos receptores de OT no endométrio. A P4 regula a lutedlise de
diferentes formas. A exposicdo a P, promove o acumulo nas células
endometriais de acido araquidénico e ciclooxigenase (COX), elementos
essenciais a sintese de PGF,,. Por outro lado, até a segunda metade do ciclo
estral, a P, também exerce efeito supressivo a secrecdo de PGF,, (SILVIA et
al., 1991). Esse efeito supressivo é devido a acéo inibitéria da P4 na expressao
do gene dos OTR (JENNER et al.,, 1991; MANN & LAMMING, 1994) e
blogueadora ao E; (MCCRACKEN et al., 1999). Apds aproximadamente 12 dias
de exposicdo continua, o bloqueio da P4 nos OTR se reduz (LAFRANCE &
GOFF, 1988), possivelmente devido a reducdo nas concentracbes dos
receptores de P, (PR) causada pela propria P4 (“down regulation”) e, a partir

desse momento o endométrio passa a responder a OT secretando PGF,,.

O E; exerce efeito na regulacdo da sintese de PGF,, pelo Utero através
de uma elevagdo nas concentracBes de OTR endometriais apds a metade da
fase luteal (HIXON & FLINT, 1987). Esse efeito do E; € dependente da P4, pois
ele sO € observado apds a prévia exposicao (“priming”) do endométrio a Py
(LAFRANCE & GOFF, 1988; LAMMING & MANN, 1995). Outro importante fator
na regulacao dos OTR pelo E; é a sua concentracdo plasmatica. Assim, apos a
metade da fase luteal, as concentracdes dos receptores de E, (ER) aumentam,
possivelmente devido ao “up regulation” pelo E, de seus proprios receptores
endometriais (XIAO & GOFF, 1999), elevando conseqiuentemente as
concentragbes de OTR. Ja nos momentos que antecedem a ovulacdo, altos
niveis de E, secretados pelo foliculo ovulatério resultam em diminuicdo nas
concentracbes dos OTR (“*down regulation”), acarretando em auséncia de
resposta do endométrio a OT nos primeiros dias do ciclo estral (LAMMING &
MANN 1995).
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2.2. Desenvolvimento embrionario inicial e estabelecimento da

prenhez

A primeira clivagem sofrida pelo zigoto bovino ocorre cerca de 20 horas
depois do momento da ovulacdo (VAN SOOM & KRUIF, 1998). O embrido
completa as proximas divisées mitéticas enquanto é transportado pelo oviduto.
Durante esse transporte, glicoproteinas do oviduto se ligam a zona pellucida e
também ocupam o espaco perivitelinico, sendo que essas glicoproteinas
exercem fungbes importantes no embrido, tais como: protecdo do embrido
contra proteases e facilitar o transporte através do oviduto (DUBY et al., 1997).
Apos o transporte pelo oviduto, o embrido bovino entra no Utero no estagio de 8
a 16 células, no periodo entre o 4° e 6° dia de gestacdao (HACKETT et al.,
1993). O desenvolvimento embrionario subseqiente ocorre dentro do Utero,
onde trés processos morfogenéticos importantes ocorrem: compactacao,

cavitacao e ecloséo do blastocisto (BL).

Na producao in vitro (PIV) de embrides bovinos os odécitos podem ser
obtidos através da aspiracao de foliculos ovarianos guiada por ultrassom de um
animal com alto potencial genético ou através da aspiracao folicular de ovarios
adquiridos de matadouro. Esses od6citos derivados de foliculos antrais
geralmente com diametro de 2 a 6 mm precisam ainda maturar, onde iréo
sofrer mudancgas nucleares e citoplasmaticas e reiniciardo a primeira divisao
meidtica devido a estimulos de horménios esterodides (E2) e gonadotrofinas (LH
e FSH). Apoés a maturacdo, a proxima etapa da PIV é a colocacdo desses
oocitos maturados em gotas com meio de fertilizacdo ideal para capacitacédo
espermética e, posteriormente, colocacao dos espermatozoides nas gotas com
aproximadamente 1 a 2 milh8es de espermatozéides por gota. Os possiveis
zigotos sao transferidos entdo para gotas com meio de cultivo embrionario e
permanecem durante 7 dias quando entdo sdo envasados em palhetas e sao
transferidos em vacas receptoras de embribes da mesma maneira que
embrides produzidos in vivo (BRACKETT et al., 1982). Ap06s 0 processo de
eclosdo do blastocito, tanto o embrido produzido in vivo como o embrido de

PIV, se alongam formando uma fita que se distribui ao longo do lGmen uterino.
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Uma vez fora da zona pellcida, o BL pode fazer contato celular direto com o
epitélio utero (HACKETT et al., 1993).

Entre o0 15° e 0 17° dia de gestac&o, o concepto produz proteinas acidas
de baixo peso molecular, entre elas, a glicoproteina interferon-tau (IFN-T).
Essa glicoproteina de origem trofoblastica atua como um horménio paracrino,
transmitido de célula a célula, diretamente no endométrio influenciando a
sintese de proteinas e inibindo a producdo de prostaglandinas. Mann e
Lamming (2001) observaram importante correlagdo entre o tamanho do
concepto no periodo critico do reconhecimento materno e a quantidade de IFN-
T encontrada no limen uterino. Concluiram também que conceptos com menor
desenvolvimento estdo diretamente associados a baixas quantidades de IFN-T
intra-uterino e, portanto, associados a falhas no bloqueio da liberacédo de PGFyq

pelo endométrio resultando em altos indices de perda embrionéria.

Portanto, segundo os trabalhos supracitados uma boa taxa de
desenvolvimento embrionario inicial € extremamente importante para a
obtencdo de um concepto com grande alongamento no periodo critico do
reconhecimento materno. O concepto que apresentar maior alongamento
durante esse periodo conseqientemente apresentara maior area de contato
com o lumen uterino e também apresentara maior capacidade de secretar
grandes quantidades de IFN-T1, tendo assim, maior capacidade de bloquear a
lise do CL. A principal variavel relacionada a taxa de crescimento embrionario
inicial é a secrecdo de P, pelo CL. Nao s6 a quantidade de P4, mas também o
seu perfil de liberacdo exercem grande influéncia sobre a taxa de

desenvolvimento do embrido.

2.2.1. Progesterona pos-fecundacdo Xx taxa de sobrevivéncia

embrionaria

Diversos estudos relataram uma grande associacdo entre a concentracao
plasmatica de P, com o desenvolvimento embrionario inicial em fémeas
bovinas (BULMAN & LAMMING, 1978; LAMMING et al., 1989; MANN et al.,
1999; STRONGE et al., 2005; DISKIN et al., 2006). Starbuck et al. (2001)

demonstraram que em um estudo monitorando as concentracdes de P4 no leite
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de mais de 1400 vacas holandesas no 5° dia pos-ovulacao, foi observada alta
correlacdo entre vacas que apresentaram baixas concentracdes de P, no dia 5
com menores indices de prenhez. Neste estudo vacas com adequados niveis
de P4 no leite (> 3 ng/ml) tiveram taxas de prenhez em torno de 50-55%
enquanto que vacas com baixas concentracées de P, no leite (< 1ng/ml)

apresentaram taxas de prenhez inferiores a 10%.

Além disso, também foi identificada correlacdo entre a quantidade de P4
com a quantidade de interferon-tau produzido pelo concepto (MANN et al.,
1999). Nesse estudo as vacas foram inseminadas e posteriormente abatidas no
16° dia apds inseminacdo para coletar os conceptos e avaliar a producédo de
interferon- 1. Foi observado que as vacas que apresentaram altas
concentracOes de P4 entre a inseminacao e o 16° dia apresentavam conceptos
significativamente maiores, e também foi observado que a quantidade de

interferon- 1 produzido por esses conceptos também foi maior.

Atualmente parece haver consenso em relacdo aos efeitos prejudiciais da
baixa concentracdo plasmética de P, sobre o desenvolvimento embrionario
inicial e, consequentemente, sobre o reconhecimento materno. Porém a
identificacdo dos fatores que determinam uma baixa concentracdo plasmatica
de P, em fémeas bovinas apds a ovulacdo € um assunto menos esclarecido.
Existem algumas evidéncias que sugerem que o fator nutricional € o principal
responsavel pela regulacdo dos niveis de P, em vacas. Foi observado que
vacas leiteiras de alta producao apresentam alto consumo de matéria seca, e
devido a isso, maior fluxo sanguineo através do figado foi observado,
aumentando assim a metabolizacdo dos horménios esterdides e,
consequentemente, diminuindo as concentracdes plasmaticas de Py
(SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003). Uma estratégia
gue se mostrou eficiente para aumentar as concentracdes plasmaticas de P4
em fémeas bovinas foi a suplementacao nutricional com 4cidos graxos, através
da adicdo de gordura protegida a dieta. Hawkins et al. (1995) suplementaram
novilhas de corte com acidos graxos de cadeia longa e observaram aumento
significativo nas concentracbes plasmaticas de P4, provavelmente devido a

reducdo na taxa de metabolizagdo hepatica dos hormdnios esterdides. Carroll
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et al. (1990) realizaram experimento similar com vacas leiteiras e também
observaram aumento na concentragao de P, nesses animais.

Apoés diversos experimentos realizados para identificar os fatores que
interferem na concentracdo plasmatica de P4, Mann (2001) concluiu que esse
acontecimento € um fenébmeno multifatorial. Porém ele observou que héa
correlacao entre baixas concentracdes de P4 no 5° dia de gestacéo e escore de
condigdo corporal reduzido além de baixas concentragBes plasméaticas de
leptina em vacas leiteiras. Concluindo, portanto, que o baixo status energético
pode ser considerado uma causa parcial da baixa secrecdo de P4 no periodo

pos-ovulatorio.

2.2.2.Reconhecimento materno da gestacéo

A expressao “reconhecimento materno da gestacdo” foi definida por
Roger Short, em 1969, como o processo pelo qual o concepto sinaliza sua
presenca a unidade materna, prolongando a vida do CL e mantendo a
gestacdo devido a um dialogo bioquimico que se estabelece entre o concepto e
o tecido endometrial nas diversas espécies mamiferas (SPENCER & BAZER,
2004, revisado por MARQUES et al., 2007).

Em experimentos realizados nos anos 60 (MOOR & ROWSON, 1964;
1966) e no final dos anos 70 (MARTAL et al., 1979), evidenciou-se que a
manutenc¢do do CL em ovinos ocorre pela atuacdo de fatores produzidos pelo
concepto no endométrio materno. Outros estudos na década de 80
demonstraram que a infusdo de proteinas secretadas por conceptos no utero
de vacas ndo gestantes retardou a lutedlise nesses animais
(KNICKERBOCKER et al.,, 1986; HELMER et al., 1989). Tais fatores
antiluteoliticos foram denominados inicialmente de trofoblastina (MARTAL et
al., 1979) ou proteina trofoblastica-1 (GODKIN et al., 1984; BARTOL et al.,
1985). Posteriormente, com a purificacdo, a clonagem e o sequenciamento
desses fatores, foram verificadas estruturas semelhantes com um grupo de
glicoproteinas conhecidas como interferons (IFN) tipo | (IMAKAWA et al.,
1987). Ainda observou-se que tais interferons produzidos pelos conceptos

apresentavam atividades peculiares aos IFN tipo |, como atividade antiviral,
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antiproliferativa e imunomodulatéria. Dessa forma, os interferons de origem
trofoblastica foram nomeados de interferon-tau (IFN-1) (ROBERTS et al., 1992).
Posteriormente diversos autores observaram que a administragdo de IFN
recombinante (rIFN-T) prolonga a vida do CL em ovinos, caprinos e bovinos
(OTT et al., 1993; L'HARIDON et al., 1995; MEYER et al., 1995).

2.2.3. Estrutura e mecanismos de acdo do IFN-T1

Os interferons sao citocinas sintetizadas e secretadas por células
somaticas das espécies mamiferas. A designacéo coletiva de interferons surgiu
com estudos de Stewart (1979) que assim 0sS nomeou por sua peculiar
capacidade de interferir na biologia das células mamiferas induzindo um estado
antiviral (revisado por MARQUES et al., 2007).

Na espécie bovina, foram identificados multiplos subtipos de IFN-a, IFN-
B, IFN-w, e ainda se observou a expressdo de IFN-t responsavel pelo
reconhecimento materno nessa espécie (ROBERTS et al., 1992). Genes que
codificam o IFN-t foram identificados somente em ruminantes (LEAMAN &
ROBERTS, 1994). O IFN-T apresenta atividades inerentes aos interferons,
como potente atividade antiviral, inibicdo na proliferacdo celular e efeitos
regulatorios nas células do sistema imune semelhantes ao IFN-a (MARQUES
et al., 2007). Sua molécula é composta por 172 aminoacidos e assim como
todos IFN tipo I, o IFN-T se liga as subunidades de receptor para interferon 1 e
2 (LI & ROBERTS, 1994).

De maneira geral, as respostas biolégicas aos interferons séo iniciadas
pela sua ligacdo aos receptores de superficie celular especificos e pela
subsequente ativagdo de vias de transducao de sinal citoplasmatico, ativando a
expressdo de genes regulados por IFN (SEN E LENGYEL, 1992). A ligacao do
IFN ao seu receptor desencadeia fosforilacbes intracelulares que ativam
mensageiros secundarios conhecidos como Transdutores de Sinal e Ativadores
de Transcricdo os quais se ligam aos elementos de resposta estimulados por
interferon nos genes que os possuem (BINELLI et al., 2001).

O mecanismo geral pelo qual o IFN-T inibe a regressdo do CL da-se pela

supressédo da liberacdo pulsatil de PGF,, endometrial. Sabe-se que o IFN-T
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produzido pelo embrido atua de maneira paracrina no tecido materno
suprimindo a transcricdo de genes para OTR e ER no endométrio (LAMMING
et al., 1995; revisado por MARQUES et al., 2007). Especula-se que, por meio
da inibicdo de ER, o IFN-T iniba a regulacdo positiva nos OTR. Com tal
mudanca na célula endometrial, a OT de origem hipofiséria ou luteal ndo tera
possibilidade de promover a liberacdo de pulsos de PGF,, essenciais a
lutedlise. Arnold et al. (2000) observaram o efeito do IFN-T na inibicdo da
sintese de PGF,, em explantes endometrias de fémeas bovinas e Binelli et al.
(2000) observaram o mesmo efeito em células endometrias epiteliais da
mesma espécie. Robinson et al. (2001) estudaram a expressao génica de
receptores para OT e E, no endométrio bovino durante o ciclo estral e durante
o periodo inicial de gestacdo por meio da técnica de hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica. Nesse estudo, ndo foi observada a expressdo de RNA
mensageiro (RNAm) para OTR entre os dias 12 e 18 apds 0 estro no
endométrio de fémeas bovinas gestantes. Ja no endométrio de fémeas ciclicas
foi observada expressao génica de OTR durante esse mesmo periodo. Dados

similares foram obtidos por Martin et al. (2006) em vacas Nelore ciclicas.

Quanto aos ER, Robinson et al. (2001) observaram que a presenca de
um concepto ndo surtiu efeito na expressdao de RNAm para ER no epitélio
luminal uterino, nas glandulas superficiais ou no estroma subepitelial entre os
dias 12 e 14 pds-estro. Contudo, entre os dias 16 e 18 poés-fecundacdo,
observou-se aumento nas concentracfes de RNAm para ER no epitélio luminal
de fémeas ciclicas, enquanto em fémeas gestantes notou-se declinio,
tornando-se indetectavel no 18° dia. Esses resultados indicam que a inibicdo
de OTR promovida pelo IFN-T1 ndo esta relacionada temporalmente a
expressdo de ER nas fémeas bovinas, concluindo que provavelmente o IFN-T

iniba diretamente a expressao de OTR.

2.3. Falhas no estabelecimento da prenhez e mortalidade

embrionaria

A mortalidade embrionaria é considerada a principal causa responsavel
pelo aumento no intervalo de partos e um dos principais fatores que

comprometem a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos.
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Diversos estudos tém relatado que a taxa de fecundacdo apos a IA de
estruturas colhidas no oviduto e no Utero de vacas € alta, independente de
idade ou raca (DISKIN & SREENAN, 1980; HAWK & TANABE, 1986; RYAN et
al., 1993; SAACKE et al., 1998; DUNNE et al, 2000; SARTORI et al., 2002;
CERRI et al.,, 2004; SARTORI et al., 2004b). Porém as taxas de paricao
normalmente observadas sao muito inferiores quando comparadas as taxas de
fecundacao relatadas. Trabalhos demonstraram que a maioria das perdas
embrionérias ocorre durante o periodo embrionario de gestacdo (< 42 dias)
tanto em bovinos de corte como de leite (THATCHER et al., 1994; VANROOSE
et al., 2000). A mortalidade ocorrida até o 24° dia de prenhez se classifica
como mortalidade embrionaria precoce e se ocorrida entre o0 24° e 0 42° dia de
gestacdo é denominada mortalidade embrionaria tardia (Committee on Bovine

Reproduction Nomenclature, 1972).

Kunz et al. (2002) relataram taxas de mortalidade entre 20 e 40% até o
22° dia de prenhez em bovinos e Peters (1996) observou que cerca de 25% de
mortalidade embrionaria durante mesmo periodo em vacas leiteiras. Diskin e
Sreenan (1980) verificaram que a mortalidade embrionaria atinge
aproximadamente 30% entre os dias 8 e 16 de prenhez. Adicionalmente,
Dunne et al. (2000) verificaram que a maioria das perdas pré-natais ao longo
de toda prenhez, ocorreu antes do 14° dia de gestacdo. Esses achados
coincidem cronologicamente com o0s eventos fisiolégicos relacionados ao
estabelecimento da prenhez, como a sinalizacdo pelo embrido de sua presenca
no utero e o bloqueio da lutedlise. Qualquer fato que induza liberacdo de
PGF,, pode causar lutedlise e a perda da gestacdo. Doencas infecciosas
podem causar efeitos sistémicos que induzem liberagdo de prostaglandinas,
gue em alguns casos podem acarretar em luteolise e, conseqientemente, em
perdas gestacionais (VANROOSE et al., 2000).

A manipulacéo do trato reprodutivo de fémeas bovinas no momento da
inovulacdo também pode resultar em estimulagédo na liberacdo de PGF,, pelo
endométrio (FERGUSON, 1941; SCHALLENBERGER et al., 1989; WANN &
RANDEL, 1990; SCENNA et al., 2005). Esse acontecimento é conhecido como
reflexo de Ferguson.
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Wann e Randel (1990) observaram que a manipulagdo uterina por 2
minutos em vacas multiparas aos 35 dias pds-parto resultou em aumento na
13,14 diidro-15 ceto prostaglandina F,, (PGFM), metabdlito produzido a partir
da metabolizacdo da PGF,, pelos pulmdes. Scenna et al. (2005) avaliaram o
efeito da manipulacéo do trato reprodutivo de receptoras de embrides bovinos
sobre a liberacdo direta de PGF,, através da canulacdo da veia safena e
coletas de sangue sucessivas. Os autores observaram que apés a
manipulacéo do trato reprodutivo das receptoras de embrides ocorreu liberacéo
pulsatii de PGF,,, sendo que, no periodo de 10 a 60 minutos apés a
manipulacdo as concentracfes plasméaticas da PGF,y atingiram valores de
241,2 pg/ml nos animais que apresentaram escore 1 de dificuldade de
inovulagcdo (manipulacdo minima), sendo que no momento anterior a
manipulacdo esses valores eram inferiores a 235,0 pg/ml. No periodo de 130 a
230 minutos apds a manipulagéo as concentracdes de PGF,, atingiram valores
de 249,7 pg/ml. J& no periodo de 70 a 120 minutos ap0s a manipulacao as
concentracbes de PGF,, ndo diferiram estatisticamente das concentracdes
observadas antes da manipulagéo, que foram em torno de 230,00 pg/ml. Esses
dados caracterizam o padrdo pulsati da liberacdo de PGF,, apds a
manipulacéo do trato reprodutivo, padréo similar ao observado na liberacdo de

PGF,4 pelo endométrio no momento da lutedlise em fémeas bovinas.

Diversos estudos relataram que embrides tém seu desenvolvimento inicial
prejudicado pela exposicdo a PGF,4. O tratamento in vitro de embribes de rato
no estagio de oito células com PGF,, inibiu o desenvolvimento desses
embribes até o estagio de moérula, e quando o mesmo procedimento foi
realizado com embrides de coelhos de oito células esses ndo atingiram o
estagio de blastocisto expandido (BX) (MAURER & BEIER, 1976; BREUEL et
al., 1993).

Seals et al. (1998) conduziram um experimento para determinar os efeitos
da PGFy4 no intervalo entre o 5° e 18° dia ap0s o estro sobre a taxa de prenhez
de vacas de corte suplementadas com acetato de melengestrol (MGA). 91
vacas de corte foram divididas para receberem solucédo salina (controle), 15 mg

de PGF,,, intramuscular, a cada 8 horas ou 15 mg de PGF,, + remocéo
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mecanica do CL, sendo que todos animais foram suplementados com 4 mg de
MGA/cabeca/dia. Os autores observaram que as concentracbes de PGFM
foram significativamente superiores nos animais dos grupos PGF,, em relagéo
aos animais do grupo PGF,q + remocdo mecanica do CL, e ambos os grupos
apresentaram concentracdes de PGFM superiores aos animais do grupo
controle. Os autores observaram também que a taxa de prenhez dos animais
no grupo PGF,, foi 48% menor (p<0,05) que a taxa observada no grupo
controle, porém ja os animais do grupo PGF,4 + remocao do CL apresentaram
taxa de prenhez similar a taxa dos animais controle. Assim o0s autores
concluiram que para que haja efeito deletério da PGF,, sobre a sobrevivéncia
embrionéria inicial € necesséaria a presenca do CL nas fémeas bovinas, e
sugerem que esse efeito deletério ocorre provavelmente devido ao fato da
PGF,q estimular liberacdo de OT pelo CL em regressdo, assim estimulando
maior liberacdo de PGFy, pelo endométrio. Produtos liberados pelo CL em
regressdo também podem estar relacionados com o efeito embriotoxico
exercido pela PGF,q, sendo que os autores destacam os inibidores teciduais de
metaloproteinases-1 e -2, fator de necrose tumoral-a (TNFa), interleucinas,
interferon-y e OT (SEALS et al., 1998). Além disso, em estudo mais recente foi
identificado que as préprias células luteais tém capacidade de secretar PGFyq,
sendo que em fémeas bovinas ocorre um “feedback” positivo entre pequenas
quantidades de PGF,, liberadas pelo endométrio e a liberacdo de PGFyq pelo
tecido luteal, provavelmente devido a ativacdo da enzima COX-2 nas células

luteais grandes (Diaz et al., 2002).

Hockett et al. (2004) em experimento similar avaliaram o efeito da
administracdo de PGF,, no periodo entre o 5° e o0 8° dia apds a IA sobre o
desenvolvimento embrionario inicial em vacas de corte que foram
suplementadas com MGA (4 mg/cabeca/dia). Os autores observaram que as
vacas tratadas com PGF,4 produziram 64% dos embrides no estagio de morula
no 8° dia apés o estro, enquanto no grupo controle 80% dos embrides
recuperados no mesmo momento ja haviam se desenvolvido para o estagio de
BX. Além disso, foi observada menor porcentagem de embrides classificados
como grau 1 de qualidade (alta qualidade) em vacas tratadas com PGFyq

guando comparados aos embribes recuperados das vacas controle (29%
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versus 60%, respectivamente). Portanto, os autores concluiram que a PGFyq
interferiu no desenvolvimento embrionario a partir do estagio de moérula e
sugeriram que o possivel mecanismo para essa interferéncia seja a partir de

um efeito prejudicial da PGF,4 no processo de compactacédo embrionaria.

Wiltbank et al. (1989) demonstraram que a PGF,, aumentou o fluxo
intracelular do calcio e esse aumento da quantidade de calcio dentro da célula
pode interferir com o processo de compactacdo, assim prevenindo a formacéo
da blastocele. Schrick et al. (2003) avaliaram o efeito da adicado de diferentes
concentractes de PGF,q e PGE, no meio de cultivo de embrides bovinos de 16
a 32 células produzidos in vitro. Os autores observaram que os embrides
cultivados em meio acrescido de PGF,, tiveram menor porcentagem de
desenvolvimento até o estagio de BL, porém nao foi observada diferenca na
taxa de formacdo de BL nos embribes que foram cultivados com meio

acrescido de PGE; em relacdo aos embrides controle.

Portanto, os resultados dos trabalhos citados acima sugerem que o
principal periodo do desenvolvimento embrionario onde o embrido € mais
susceptivel aos efeitos negativos da presenca de PGF,, € 0 periodo de
transicdo do estagio de morula para o estagio de BL/BX (dias 5 a 8 do
desenvolvimento embrionario). O exato mecanismo pelo qual a PGF,, interfere
no desenvolvimento embrionério inicial ainda n&o foi totalmente elucidado,
porém diversos estudos sugerem que essa interferéncia ocorre provavelmente
devido ao fato da PGF,4 prejudicar o processo de compactagédo e formacao da
blastocele em embrides bovinos (WILTBANK et al., 1989; SCHRICK et al.,
2003; HOCKETT et al., 2004). Além disso, a presenca do CL no momento da
liberacdo de PGF,, pode potencializar esse efeito deletério sobre o
desenvolvimento do embrido, seja através da liberacdo de OT pelo CL
estimulando maior liberacdo de PGF,, pelo endométrio, seja pelo efeito
embriotéxico de outros produtos liberados no processo de regressdao do CL
(SEALS et al., 1998).
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2.4. Estratégias para diminuir a mortalidade embrionéria precoce em

receptoras de embrides

A partir da compreensédo dos fatores que afetam o desenvolvimento
embrionario inicial e dos mecanismos envolvidos no reconhecimento materno
da gestacdo pode-se propor algumas estratégias para aumentar a fertilidade
em receptoras de embrides bovinos. De forma geral, essas estratégias podem

ser divididas da seguinte forma (baseado em BINELLI et al., 2001):

2.4.1. Aumentar o tamanho do foliculo pré-ovulatério para gerar um

CL maior

Foi observado que foliculos pré-ovulatérios maiores geram CLs maiores,
que secretam maiores quantidades de P4, melhorando assim o
desenvolvimento embrionério inicial e conseqlientemente aumentando a taxa
de prenhez em fémeas bovinas (VASCONCELOS et al., 2001).

O mecanismo mais utilizado para a obtencdo de um foliculo pré-
ovulatorio maior é promovendo seu crescimento sob baixas concentragfes de
P, e seus analogos, 0 que causa a persisténcia do foliculo dominante. A taxa
de concepcdo apdés a IA de animais com foliculo dominante persistente
geralmente é baixa, devido a alteracdes no ambiente do oviduto ou devido a
ativacdo prematura do oécito (MIHM et al., 1994). Porém, isso ndo ocorre no
caso das receptoras de embrides, que ndo terdo seus odécitos oriundos de
foliculos persistentes fertilizados. Assim, esses animais apresentariam CLs
maiores, com maiores concentracfes plasmaticas de P, e, portanto, embrides

com maior desenvolvimento.

Para testar essa hipotese, Moura et al. (2001) trataram novilhas
cruzadas com um implante de norgestomet por 9 dias. No dia 0, os implantes
foram administrados e as receptoras foram divididas para receber 5mg de
valerato de estradiol e 3mg de norgestomet intramuscular (grupo 1; n= 40) ou
400 ug de delprostenato (analogo de PGF,,, grupo 2; n=42). No dia 9 todas
novilhas receberam injecdo de delprostenato e tiveram a ovulagdo induzida

através de uma aplicacdo de benzoato de estradiol (1mg) no dia 10. Era
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esperado que o tratamento administrado as novilhas do grupo 1 induzisse a
ovulacdo de um foliculo menor, enquanto que o tratamento administrado as
novilhas do grupo 2 deveria induzir o crescimento e a ovulagédo de um foliculo
maior, ja pré existente. Nos resultados do experimento foi observado que os
animais do grupo 2 realmente apresentaram um foliculo dominante de maior
tamanho, o que resultou em CLs de maior tamanho e concentracbes
plasmaticas de P, maiores. Porém, a taxa de prenhez entre 0os grupos néo foi
diferente (25% vs. 30,9%, grupo 1 e 2, respectivamente). O fato de o grupo 2
ter apresentado maiores concentracdes de P, no 17° dia corrobora a hip6tese
de foliculos persistentes gerarem maiores CLs, e esses por sua vez secretarem
maiores quantidades de P4. Provavelmente se um nimero maior de animais
tivesse sido utilizado nesse experimento seria observada diferenca estatistica
entre as taxas de prenhez dos grupos 1 e 2. Portanto, os autores sugerem que
novos estudos sdo necessarios para averiguar o efeito da inducédo de foliculos
dominantes persistentes sobre a taxa de prenhez em receptoras de embrides

bovinos.

2.4.2. Aumentar a taxa de crescimento do CL

A otima diferenciacéo e a taxa de crescimento do CL estéo relacionadas
com a duracdo e a amplitude do pico ovulatério de LH (AMBROSE, et al.,
1998). Picos de LH induzidos, por exemplo, através de inje¢cbes de GnRH em
protocolos Ovsynch, sdo freqientemente de duracdo menor do que picos néo
induzidos, o que poderia limitar o 6timo crescimento do CL. Ambrose et al.
(1998) induziram a ovulacdo em vacas leiteiras com um implante de
Deslorelina (agonista de GnRH), como parte de um programa de Ovsynch. Os
autores observaram que as vacas que receberam o implante apresentaram
melhor taxa de crescimento do CL, e maiores concentracdes plasmaticas de P4
comparadas ao grupo controle. Os autores concluiram que uma liberacéo
prolongada de GnRH fornecida pelo implante de Deslorelina induziu um pico de
LH de duragdo maior e, portanto, estimulou de forma mais efetiva a

diferenciacao e o crescimento do CL, aumentando assim sua funcionalidade.
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Marques et al. (2002) compararam a influéncia de diferentes indutores
de ovulagcdo como LH, analogos de GnRH, e hCG sobre o tamanho do CL
formado e sobre a concentracdo plasmatica de P, durante a fase luteal em
novilhas cruzadas. Foi observado que os CLs induzidos pela aplicacdo de hCG
apresentavam diametro maior quando comparados aos CLs induzidos por
outros indutores de ovulagdo. Além disso, também foi observado que as
concentragfes plasmaticas de P, eram maiores nessas novilhas. Os autores
concluiram que devido ao fato da hCG apresentar meia-vida maior que o0s
outros indutores testados, ela apresenta persisténcia maior na circulacdo e
portanto, apresenta efeito luteotréfico maior, estimulando o crescimento do CL

e, consequentemente, maior secregéo de Pg.
2.4.3. Aumentar o numero de CLs

Outra possivel estratégia para aumentar as concentracdes plasmaticas
de P, de fémeas bovinas apds a ovulacdo € através da utilizacdo de
estratégias farmacoldgicas para induzir a formacao de CLs acessorios através
da ovulacdo do foliculo dominante da primeira onda do ciclo estral. Essa
formacdo pode ser alcancada através da utilizacdo de GhRH (HOWARD et al.,
2006; MACHADO et al., 2008), LH (KASTELIC & AMBROSE, 2004) ou hCG
(SANTOS et al., 2001; STEVENSON et al., 2007)

Machado (2005) demonstrou que uma combinacdo farmacologica
(GnRH ao inicio e hCG ao final da fase luteal) foi capaz de aumentar (p < 0,05)
a concentracdo plasmatica de P4, bem como retardar a lutedlise e prolongar a
fase luteinica de vacas Red Angus. Marques (2002) comparou a eficiéncia de
diferentes indutores de ovulacdo (LH, andlogo de GnRH ou hCG) sobre as
concentragcfes plasmaticas de P, e sobre os pardmetros do CL de novilhas
cruzadas. O autor observou que todos farmacos utilizados foram eficientes em
induzir a formacdo de CLs acessorios, e que aléem disso, devido a maior meia
vida do hCG, as novilhas tratadas com este indutor no D7 do ciclo estral
apresentaram diametros do CL principal e dos CLs acessorios maiores quando
comparados aos animais que foram tratados com outros indutores de ovulacao.

Além disso novilhas tratadas com indutores de ovulacdo no D7 do ciclo estral



23

apresentaram concentracdes plasmaticas de progesterona maiores quando

comparadas as novilhas do grupo controle.

2.4.4. Aumentar o estimulo anti-luteolitico pelo concepto

Durante o periodo critico, o concepto bovino apresenta uma fase de
crescimento rapido em seu tamanho. Porém, Thatcher e Hansen (1992)
encontraram conceptos variando entre 15 a 250 mm no 17° dia de gestacao em
vacas de leite. Conceptos menores nao sédo capazes de sintetizar IFN-T
suficiente para bloquear a lutedlise. Portanto, a gestacédo é interrompida uma
vez que o concepto ndo é capaz de enviar sinais antiluteoliticos para o
endométrio materno. Um modo possivel de prevenir essas perdas embrionarias
seria através da administracdo de IFN-T para as vacas durante o periodo
critico. Meyer et al. (1995) realizaram infusdes intra-uterinas de IFN-T
recombinante (rlIFN-1) duas vezes ao dia em vacas holandesas, entre os dias
14 e 24 do ciclo estral. O tratamento com rIFN-T aumentou o tempo de vida do
CL e, consequentemente, a duracdo do ciclo estral das vacas que receberam
o tratamento em comparagcdo com as vacas que receberam infuséo intra-
uterina de proteina controle (albumina do soro bovino). Infelizmente, um
esquema mais pratico para a utilizacdo do rIFN-t1 em fémeas bovinas, com uma

via de aplicacdo mais acessivel, ainda ndo foi desenvolvido.

2.4.5. Diminuir a resposta luteolitica pela unidade materna

Avaliando os efeitos negativos da liberagdo de PGF,, ho momento da
inovulacdo, pode-se presumir que estratégias que objetivem a inibicdo
especifica de enzimas que participem da sintese de prostaglandina devem

aumentar as taxas de prenhez nas receptoras de embrides.

O local responsavel pela sintese de prostaglandina no utero é o
endométrio. As prostaglandinas pertencem a classe de compostos conhecidos
como eicosanoides, que sdo derivados de acidos graxos poliinsaturados com
18, 20 ou 22 cadeias de carbono. O acido araquiddnico, um &cido graxo
essencial, é o percussor das prostaglandinas associadas a reproducao,

incluindo a PGF,, e a PGE,. A biosintese das prostaglandinas ocorre em 3



24

etapas: hidrolise do acido araquiddénico por fosfolipases; oxidacao e reducao do
acido araquidbnico para prostaglandina H, pela acdo da enzima prostaglandina
endoperoxido sintase (COX-1 e COX-2); e por ultimo a conversdo da PGH,
para produtos finais biologicamente ativos através de sintases especificas
(AROSH et al., 2002).

O é&cido araquidénico € armazenado em fosfolipidios de membrana
(AROSH et al., 2004). No final do ciclo estral, ocorre 0 aumento na secrecéo de
OT que se liga aos OTR no epitélio luminal do endométrio ativando a
fosfolipase C que metaboliza o fosfoinositol bifosfato em IP; e DAG (AROSH et
al., 2004). Esses mensageiros aumentam a atividade da fosfolipase A; (PLA?)
(THATCHER et al.,, 1997). O &cido araquiddnico esterificado € liberado da
bicamada lipidica pela clivagem hidrolitica desencadeada pela PLA,. ApGs sua
liberacdo, o acido araquidénico pode levar a formacéo de leucotrienos ou levar

a formacéao de prostaglandinas e tromboxanos (AROSH et al., 2004).

Os dois fatores limitantes na secre¢cao de PGF,, sédo a disponibilidade do
acido araquidénico e das endoperoéxido sintases (COX-1 e COX-2; THATCHER
et al., 1997). Arosh et al. (2004) estudaram a expressdo do RNA mensageiro
(mMRNA) de ambas ciclooxigenases, COX-1 e COX-2, nas células luteais
grandes e pequenas durante todo o periodo de duracdo do CL bovino. Os
autores observaram que houve expressdo do mRNA da COX-2 entre os dias 7
e 17 do ciclo estral (dO = estro), enquanto o MRNA da COX-1 foi expresso em
niveis baixos durante todo a duracdo do CL. Durante o ciclo estral de bovinos a
expressdo do mRNA da COX-2 no endométrio foi significativamente maior
entre os dias 13 e 21 comparada a expressao no periodo entre os dias 1 e 12
do ciclo (AROSH et al., 2002). Esses estudos indicam que h& maior expressao
de COX-2 no final do ciclo estral, proximo ao momento da lutedlise quando a

secrecdo de PGF, de origem endometrial esta aumentada.

Certos compostos tém a capacidade de inibir a agdo das COXs. Alguns
acidos graxos poliinsaturados inibem a sintese de prostaglandina através do
bloqueio da atividade da COX. Thatcher et al. (1994) relataram que o acido
linoléico inibiu a sintese de prostaglandina pelo endométrio pela inibicdo da

atividade da COX-2 in vitro. Além disso, os autores demonstraram que havia
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maiores quantidades de &cido linoléico e menores quantidades de acido
araquidénico no endométrio de vacas no 17° dia de prenhez quando
comparadas com vacas vazias também no 17° dia do ciclo estral. Em outro
estudo, vacas holandesas em lactacdo que receberam infusdo de gordura
amarela de origem animal (“yellow grease”) no abomaso (rico em acido
linoléico) secretaram menos PGF,, em resposta ao desafio de OT no 15° dia do
ciclo estral (OLDICK et al., 1997).

Mas recentemente, Coyne et al. (2008) avaliaram o efeito da
suplementacdo de dietas ricas em acido linolénico por 45 dias sobre a
expressdo de genes envolvidos na sintese de prostaglandina pelo Utero de
novilhas de corte. Os autores observaram que as novilhas que receberam
dietas ricas em &cido linoléico apresentaram menores concentracdes de acido
araquidénico quando comparadas as vacas do grupo controle. Os autores
relataram também que a expressdo do mRNA da PLA, foi menor para os
animais que apresentaram altas concentragbes de &cido linoléico no tecido
endometrial. Com esses resultados os autores concluiram que a expresséo dos
genes responsaveis pela sintese de prostaglandina no endométrio pode ser
regulada com a suplementacédo de dietas ricas em acido linoléico em novilhas

de corte.

O acido eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico (DHA) sao
outros dois acidos graxos que tem a capacidade de inibir a liberacdo de PGF,q4
pelo endométrio. Mattos et al. (2002) suplementaram vacas leiteiras em
lactacdo por 50 dias com dietas contendo diferentes concentracGes de farinha
de peixe “menhaden”, rico em EPA e DPA. Ap6s 30 a 34 dias de
suplementacdo, o estro (d 0) foi sincronizado e no 15° dia do ciclo estral
subsequiente foram aplicados E, e OT para induzir liberagdo de PGF,,. As
vacas suplementadas com a farinha de peixe apresentaram concentracfes
plasmaticas de PGFM inferiores apés o desafio com E,-OT quando
comparadas as vacas que nao receberam farinha de peixe. Thatcher et al.
(1997) também observaram que vacas em lactacdo suplementadas por 25 dias
com farinha de peixe “menhaden” apresentaram menores concentracfes de

PGFM em resposta a aplicacdes de E; e OT 15 dias ap0s o estro.



26

Outro método de inibir a sintese de prostaglandina é através da utilizacdo
de drogas antiinflamatérias nao esteroidais (AINEs). Os AINEs impedem a
sintese de PGF,, pelo endométrio atraves da inibicdo das enzimas COX-1 e
COX-2 envolvidas na formacao das prostaglandinas. Odensvik et al. (1998)
avaliaram os efeitos da suplementacdo de novilhas com granulos de FM (2,2
mg/Kg de peso corporal) sobre a duragao do ciclo estral e a manutencéo do
CL. Os animais receberam os granulos de FM duas, trés e quatro vezes ao dia,
por um periodo de 9 dias comecando no 14° ou 15° dia do ciclo estral. A
duracdo média do ciclo estral foi aumentada nas novilhas que receberam FM
trés vezes ao dia de 19,8 para 22,5 dias e novilhas que receberam FM quatro
vezes ao dia tiveram o ciclo estral estendido de 19,5 para 26 dias. Além disso,
0 processo de lutedlise ndo ocorreu até que o tratamento fosse suspenso (dias

23 e 24 do ciclo estral) em novilhas que receberam FM quatro vezes ao dia.

A administracdo de AINEs no momento da TE pode influenciar
positivamente na taxa de prenhez de receptoras de embrides bovinos, uma vez
que a PGFy, liberada pelo endométrio durante a manipulagdo do trato
reprodutivo no momento da inovulacdo do embrido, (FERGUSON, 1941;
SCHALLENBERGER et al., 1989;SCHRICK et al., 2003; SCENNA et al., 2005)
pode interferir aumentando a mortalidade embrionéria precoce, seja pelo efeito
negativo sobre a funcionalidade do CL (SEALS et al., 1998), seja pelo efeito
direto da PGF,4 sobre o desenvolvimento do embrido (WILTBANK et al., 1989;
SEALS et al., 1998; SCHRICK et al., 2003; HOCKETT et al., 2004).

Elli et al. (2001) administraram lisinato de ibuprofeno (AINE que inibe a
atividade da enzima COX-2) uma hora antes da transferéncia de embrides em
100 novilhas e obtiveram taxas de prenhez superiores no grupo tratado quando
comparado ao grupo controle (82 vs. 56%). Pugh et al. (2004) trataram vacas
com aspirina, outro inibidor da COX-2, e obtiveram aumento significativo de

18% na taxa de prenhez em comparacao as vacas do grupo controle.

Schrick et al. (2001) administraram 500 mg de FM em 737 vacas 2 a 5
minutos antes da inovulacdo de embrides bovinos. A taxa de prenhez dos
animais que foram tratados com FM foi significativamente maior quando

comparados aos animais controle (63,8% e 51,1%, respectivamente). Scenna
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et al. (2005) avaliaram o feito de uma Unica aplicacdo de FM (500 mg) sobre a
taxa de prenhez de 1300 receptoras de embrides produzidos in vivo e
observaram que 0s animais que receberam a aplicacdo de FM apresentaram
taxa de prenhez significativamente maior que os animais do grupo controle
(65% X 60%). Os autores observaram também que ndo houve efeito benéfico
do FM sobre a taxa de prenhez de receptoras que foram inovuladas com
embrides de grau 1 de qualidade, no entanto, receptoras que receberam
embrides grau 2 de qualidade apresentaram taxa de prenhez superior quando
tratadas com FM em relacdo as receptoras ndo tratadas (64,2% X 53,5%,

respectivamente).

No entanto, McNaughtan (2004) avaliou o efeito da administracdo de 500
mg de FM no momento da inovulagdo do embrido em 326 novilhas inovuladas
com embrides produzidos in vivo que foram congelados/descongelados e néo
observou diferenca na taxa de prenhez dos animais tratados em relacdo aos

animais controle (50% X 45%, respectivamente).

Diversos estudos relataram efeito benéfico da administracdo de diferentes
inibidores da sintese de PG sobre a taxa de prenhez em receptoras de
embrides bovinos, apesar de ter sido observada grande variacdo nas taxas de
prenhez dos animais tratados com AINEs. Portanto o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da administracdo de FM sobre a taxa de prenhez
de receptoras de embrides de PIV, e também avaliar o efeito dessa

administracdo sobre as caracteristicas da fase luteal desses animais.
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Objetivos
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

e Avaliar o efeito da aplicacdo de FM no momento da inovulacdo de
embribes sobre a taxa de prenhez e sobre as caracteristicas da fase

luteal de receptoras bovinas.

Para tanto foram realizados dois experimentos, sendo que para facilitar a
apresentacao do presente estudo o experimento 1 foi denominado: “Efeito do
flunixin meglumine sobre a taxa de prenhez de receptoras de embrides
bovinos” e o0 experimento 2 foi denominado “Efeito do flunixin meglumine sobre

as caracteristicas da fase luteal de fémeas bovinas”
3.2. Objetivos Especificos

Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de

prenhez de receptoras de embrides bovinos
Obijetivo

e Avaliar o efeito de uma aplicacdo de FM no momento da inovulacdo de
embrides sobre a taxa de prenhez em receptoras bovinas aos 30 e 60
dias de gestacéo.

Hipétese

e A aplicacdo de FM, um inibidor da sintese de prostaglandina, no
momento da inovulagdo do embrido aumenta a taxa de prenhez em

receptoras de embrides bovinos.

Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as

caracteristicas da fase luteal de fémeas bovinas

Objetivo 1

e Avaliar o efeito da manipulagdo do trato reprodutivo de fémeas bovinas
realizada no D7 do ciclo estral sobre a duracéo da fase luteal desses

animais.
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Hipétese
A manipulag&o do trato reprodutivo de fémeas bovinas no 7° dia do ciclo
estral reduz a duracéo funcional do CL, diminuindo a duracdo da fase

luteal.

Objetivo 2

Avaliar o efeito da manipulacédo do trato reprodutivo de fémeas bovinas
realizada no D7 do ciclo estral sobre a concentracdo plasmatica de P4

durante o restante da fase luteal.
Hipdtese

A manipulag&o do trato reprodutivo de fémeas bovinas no 7° dia do ciclo
estral diminui a concentracdo plasmética de P, durante a fase luteal do
ciclo estral.

Objetivo 3

Avaliar o efeito de uma aplicagcdo de FM no momento da manipulagéo do
trato reprodutivo sobre a duracédo da fase luteal do ciclo estral de fémeas

bovinas.
Hipotese

A aplicacdo de FM no D7 do ciclo estral blogueia uma possivel reducéo
na duracéo da fase luteal causada pela manipulacédo do trato reprodutivo

de fémeas bovinas.

Objetivo 4

Avaliar o efeito de uma aplicacédo de FM no momento da manipulagéo do
trato reprodutivo sobre a concentracdo plasmética de P4 durante a fase
luteal do ciclo estral.

Hipotese

A aplicagdo de FM no D7 do ciclo estral blogueia uma possivel
diminuicdo na concentracdo plasmatica de P, durante a fase luteal

causada pela manipulacéo do trato reprodutivo de fémeas bovinas.
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Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de

prenhez de receptoras de embrides bovinos

Periodo de realizacao

O experimento foi realizado entre janeiro e marco de 2008, caracterizado

por periodo quente e imido, com alta disponibilidade de forragens.

Animais

Foram utilizadas 184 receptoras de embrides bovinos, cruzadas (Nelore
ou Gir X Girolando ou Holandés ou Pardo suico ou Angus ou Simental), adultas
(primiparas e multiparas), com escore de condigdo corporal igual ou superior a
3 (escala de 0 a 5; HOUGHTON et al., 1990), apresentando atividade ovariana
ciclica e periodo pos-parto superior a 60 dias, provenientes dos rebanhos de
centrais comerciais de receptoras de embrides localizadas préximas a regido
de Alfenas, MG. Os animais foram mantidos sob pastejo de Brachiaria sp e
tiveram livre acesso a sal mineral e agua durante todo o periodo experimental e

também durante o periodo que antecedeu as transferéncias de embrides.

Embrides

Foram utilizados 184 embrides produzidos in vitro pelo Laboratério de
fecundacéo in vitro Bioembryo®, localizado no municipio de Bauru, SP. Os
odcitos utilizados foram originados de aspiracbes foliculares de matrizes
zebuinas P.O. (Nelore e Guzerd), realizadas pela Biotran® — Assisténcia e
Consultoria em Medicina Veterinaria, localizada no municipio de Alfenas, MG.
O sémen utilizado para as FIVs era proveniente de touros zebuinos P.O.
(Nelore e Guzerd), sendo que o sémen utilizado era proveniente de touro da
mesma raca da matriz que originou o odcito. Foram utilizados embrides na fase
de desenvolvimento de blastocisto inicial (Bl; n = 40), blastocisto (BL; n = 68) e
blastocisto expandido (BX; n = 76), todos apresentavam grau 1 de qualidade
(alta qualidade). Para a classificacdo dos embrides conforme o estagio de
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desenvolvimento embrionario e a qualidade do embrido foram utilizados os
padrées determinados pela Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS).

Sincronizacdo das receptoras

As receptoras foram sincronizadas através de uma aplicacdo de
cloprostenol (Ciosin® *, 500 ug, intramuscular). No periodo entre 2 a 5 dias
apos a aplicacdo os animais foram observados para deteccdo de cio duas
vezes ao dia, sendo que o estro foi considerado como 0 primeiro momento no

gual a receptora manifestou sinais de cio (aceitacdo a monta).

Selecao das receptoras e inovulacdo dos embrides

Foram utilizadas receptoras entre 0 6° e 0 9° dia apés a observacao do
estro. No dia da inovulacdo, as receptoras foram selecionadas através da
palpacao retal e exame ultrassonografico do trato reprodutivo. As receptoras
gue apresentavam um CL e ndo apresentavam conteudo liquido no utero foram

selecionadas para receberem os embrides.

Apés a selecao, as receptoras consideradas aptas para receber o embriao
foram contidas em tronco onde cada receptora foi submetida aos seguintes
processos:

e Anestesia peridural caudal, com 4 ml de lidocaina a 2% (Anestésico L®?,

Pearson Saude Animal).
e Higienizacdo da vulva e da regido perineal com agua e papel toalha.

e Introducao de inovulador protegido por camisa sanitaria no fundo vaginal e,
com auxilio da palpacéo retal foi feita a passagem do inovulador atraves
dos anéis cervicais sendo que, ap0s a passagem da cérvix ocorre o
rompimento da camisa sanitaria, possibilitando o contato direto entre o

inovulador e a parede uterina.

! Ciosin, Schering-Plough, S&o Paulo, Brasil.
2 Anestésico L, Pearson Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil.
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e Posicionamento do inovulador no terco final do corno uterino ipsolateral ao
ovario que apresentou o CL no exame de palpacdo, onde os embribes
foram depositados.

e Todas as inovulacbes foram classificadas conforme a dificuldade para
realizagdo do procedimento, sendo determinadas como escore 1 as
inovulacdes que ndo apresentaram dificuldade em transpassar a cérvix e
posicionar o inovulador no terco final do corno uterino. Nas inovulacfes de
escore 2 houve uma dificuldade moderada para a realizacdo do
procedimento e nas inovulagdes classificadas como escore 3 houve uma

grande dificuldade para realizacdo do procedimento.

No experimento 1 as inovulacfes foram realizadas por 2 técnicos
capacitados que apresentam uma grande experiéncia na realizacdo desse
procedimento.

Apoés esses procedimentos as receptoras foram divididas aleatoriamente
em dois grupos: grupo 1 (controle) e grupo 2 (experimental), sendo que foi feita
uma divisdo casualizada em blocos dos embribes entre os dois grupos de

forma que ambos recebessem o mesmo numero de Bl, BL e BX.

Os animais do grupo 1 foram liberados imediatamente apdés o
procedimento de inovulacdo e, os animais do grupo 2 receberam uma
aplicacdo de FM (Flunixin Injetavel®, 1,1 mg/kg, intramuscular) logo apés a

inovulacao.

Diagnostico de gestacdo

O diagnéstico de gestacdo foi realizado através de exames
ultrassonograficos trans-retais aos aproximadamente 30 e 60 dias de gestacéo,
com a utilizacdo do aparelho de ultra-som Esaote®, modelo Aquila ProVet,
com transdutor bifrequencial (6-8 MHz). O diagndstico de prenhez aos 30 dias
de gestacéo foi confirmado pela visualizacdo do embrido, que se apresenta

como estrutura hiperecogénica, sem qualquer diferenciacdo visivel, sendo

® Flunixin Injetavel, Chemitec Agro-Veterinaria, S3o Paulo, Brasil.
* Esaote Pie Medical Equipment B.V., Maastricht, Holanda.
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constatados os batimentos cardiacos (PIERSON e GINTHER, 1984). Avaliacédo

similar foi feita aos 60 dias.

Analise estatistica

Os dados das taxas de prenhez foram analisados estatisticamente por
meio do teste de Qui-quadrado, a um nivel de 5% de significancia (p<0,05).
Para tanto, foi utilizado o procedimento FREQ do programa SAS System for
Windows® (2001).

4.2. Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as

caracteristicas da fase luteal de fémeas bovinas

Periodo de realizacao

O experimento foi realizado nos meses de novembro e dezembro de
2008, caracterizados por um periodo quente e com alta taxa de precipitacdo
pluviométrica. Durante todo experimento houve alta disponibilidade de
forragens, sendo que, essa disponibilidade foi gradativamente aumentando no

decorrer do experimento.

Animais

Foram utilizadas 33 fémeas bovinas da raca Nelore, adultas (primiparas
e multiparas), com escore de condi¢do corporal igual ou superior a 3 ( escala
de 0 a 5; HOUGHTON et al., 1990), apresentando atividade ovariana ciclica e
periodo pés-parto superior a 90 dias, provenientes dos rebanhos das fazendas
Experimentais Edgardia e Sdo Manuel da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu. Os animais foram mantidos a
pasto de Brachiaria sp durante todo o periodo que antecedeu o experimento, e
durante o periodo experimental os animais foram suplementados com feno de
capim Coast-cross e mistura concentrada composta de farelo de soja, farelo de
trigo e polpa citrica (aproximadamente 14% de proteina). Além disso, durante

todo periodo foi fornecido sal mineral e agua a vontade.
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Sincronizacdo dos animais e deteccao do estro

Os animais foram sincronizados atraveés da administracdo de duas doses
de cloprostenol sédico (Sincrocio® °, 500 pg, intramuscular), com intervalo de
11 dias entre as aplicacbes. No periodo entre 2 a 5 dias apds a segunda
aplicacado os animais foram observados para deteccdo de cio duas vezes ao
dia, por aproximadamente uma hora, sendo que o estro foi considerado como o
primeiro momento no qual o animal manifestou sinais de cio (aceitagdo da
monta). Para o auxilio na deteccdo de estro foi utilizado rufido Nelore,
vasectomizado provido de bucal marcador, introduzido ao lote das fémeas uma
semana antes da segunda aplicacédo de cloprostenol para que houvesse plena
adaptacdo do mesmo ao restante dos animais, e este permaneceu com o lote

de fémeas até o final do periodo de observagéo de cio.

Ao término do periodo de observacdo de cio, 25 fémeas haviam
apresentado sinais de estro durante o intervalo de observacéo, sendo que os 8

animais que nao foram observados em cio foram descartados do experimento.

Avaliacdo dos animais e manipulacdo do trato reprodutivo

Apés 7 dias da manifestacdo de cio (D7) as 25 fémeas foram
submetidas a avaliacdo ultrassonografica do trato reprodutivo para
determinacao das caracteristicas do CL e também para a avaliacdo da parede
uterina e para determinar uma possivel presenca de contetdo no Iumen
uterino. Além disso, no mesmo dia foi coletado sangue para dosagem da
concentracdo plasmatica de P4. Nessa etapa um animal foi descartado do
experimento por apresentar contetdo liquido no limen uterino, uma fémea foi
descartada por ndo apresentar imagem nitida de um CL durante o exame
ultrassonogréfico e outro animal foi descartado posteriormente por apresentar

concentracao plasmatica de P4 abaixo de 1 ng/ml no dia da manipulacéo (D7).

Os 22 animais restantes foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos:

G1 (controle, n=7), G2 (manipulacdo, n=8) e G3 (manipulacédo + FM, n=7).

® Sincrocio, Ouro Fino Satde Animal, Ribeirdo Preto, Brasil.
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Grupo 1 (controle)

As 7 fémeas do grupo 1 nado foram submetidas a nenhum tipo de
manipulagédo do trato reprodutivo além dos exames ultrassonograficos dos
ovarios e do utero, e também néo receberam nenhum farmaco durante o D7 ou
posteriormente durante o experimento. Os animais do G1 foram submetidos a
exames ultrassonograficos e dosagens hormonais entre o D7 e o final da fase
luteal (D7, D9, D11, D13, D14, D15, D16, D17, D18, D19 e D20) para
determinacao do perfil de concentracdo plasmatica de P4 e duracdo funcional
do CL.

Grupo 2 (manipulacao)

As 8 fémeas do grupo 2 foram submetidas a manipulagdo do trato
reprodutivo no D7, de forma semelhante a inovulacdo de um embrido, logo
apO0s a avaliacdo ultrassonografica e a colheita de sangue. Antes da
manipulacdo os animais foram submetidos a uma anestesia epidural caudal,
com 4 ml de lidocaina a 2% (Anestésico L®, Pearson Satde Animal). Ap6s a
realizacdo da anestesia foi feita higienizagéo da vulva e da regiao perineal com
agua e papel toalha. Em seguida, foi introduzido inovulador protegido por
camisa sanitaria no fundo vaginal da fémea bovina e, através do auxilio da
palpacdo retal foi feita a passagem desse inovulador através dos anéis
cervicais, sendo que, apds a passagem da cervix ocorreu o rompimento da
camisa sanitéria, possibilitando o contato direto entre o inovulador e a parede
uterina. Por ultimo o inovulador foi posicionado no terco final do corno uterino
ipsolateral ao ovario que apresentou o CL no exame de palpacdo. Assim como
no experimento 1, todas as manipula¢cdes foram classificadas com escore de
dificuldade de 1 a 3 (1 = inovulador facilmente posicionado no tergo final do
corno uterino; 3 = grande dificuldade para posicionar o inovulador no terco final
do corno uterino). Os animais do G2 foram submetidos a exames
ultrassonogréficos e dosagens hormonais entre o D7 e o final da fase luteal

assim como realizado no grupo 1.

® Anestésico L, Pearson Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil.
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Grupo 3 (manipulacao + flunixin meglumine)

As 7 fémeas do grupo 3 foram submetidas a uma manipulag&o do trato
reprodutivo no D7 logo apés a avaliagcdo ultrassonografica e a colheita de
sangue, simulando uma inovulagédo de embrido, de forma idéntica a técnica
descrita para os animais do grupo 2. Porém, ao final da manipulacdo os
animais receberam uma aplicacdo de FM (Flunixin Injetavel®, 1,1 mg/kg,

intramuscular).

Os animais do G3, assim como 0s animais dos outros grupos, foram
submetidos a exames ultrassonograficos e dosagens hormonais entre 0 D7 e 0
final da fase luteal para determinacdo do perfil de concentracédo plasmatica de

P4 e duracéo funcional do CL.

As manipulacdes realizadas no experimento 2 nao foram realizadas
pelos mesmos técnicos que realizaram as inovulacdes dos embrides no
experimento 1, sendo que, o técnico que realizou as manipulacdes no

experimento 2 apresenta pouca experiéncia na realizacao desse procedimento.

Exames Ultrassonograficos

Os exames ultrassonograficos trans-retais foram realizados com o0s
animais contidos em estacdo, com a utilizacdo do aparelho de ultra-som
Aloka®, modelo SSD 500, com transdutor de freqiiéncia 5 MHz. O volume do
tecido luteal e da cavidade luteal foram calculados pela férmula matemética: V
= 4/3 P.a/2. (b/2)%, em que a = eixo longitudinal e b = eixo transversal. O
volume final foi considerado como o volume total do CL subtraido o volume da
cavidade (GRYGAR et al., 1997).

Colheita de sangue

As amostras de sangue foram colhidas logo apés o0s exames
ultrassonograficos (D7, D9, D11, D13, D14, D15, D16, D17, D18, D19 e D20)

" Flunixin Injetavel, Chemitec Agro-Veterinaria, S3o Paulo, Brasil.
® Aloka Co. Ltda, Tokio, Japdo.
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por venopuncao dos vasos coccigeos com agulhas 21GX1° e depositadas em

tubos de colheita de sangue'® a vacuo heparinizados.

Os tubos contendo as amostras foram mantidos em caixa térmica
refrigerada até o momento da centrifugacdo realizada a 2500 x g por 15
minutos. O plasma obtido foi acondicionado em tubos plasticos identificados e
estes armazenados em freezer a -70°C até o momento das dosagens

hormonais.

Dosagens hormonais de progesterona

As dosagens plasmaticas de P, foram determinadas através da
utilizacdo de kits comerciais em fase soélida', com leitura por sistema de
radioimunoensaio (Packard Cobra Il Auto Gamma®?) seguindo-se as instrugées
do fabricante. Os controles utilizados para o teste foram: 0; 0,1; 0,5; 2; 10; 20 e
40 nanogramas de P, por mililitro (ng/mL). Todas as analises foram realizadas
no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria, FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu.

O processamento das amostras foi realizado em 2 ensaios, sendo o
coeficiente de variacao intra-ensaio de 1,87%, o coeficiente de variacdo inter-

ensaio de 3,75% e a sensibilidade dos ensaios de 0,02 ng/mL.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica das caracteristicas avaliadas foi empregado o
pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS, System for Windows,
versao 2001). As variaveis concentracdo plasmatica de P, e volume do CL
foram comparadas nos diferentes momentos (D7, D9, D11, D13, D14, D15,
D16, D17, D18, D19 e D20) por meio do procedimento GLM do SAS (General
Linear Model Procedure — PROC GLM), utilizando-se o teste de Student-

Newman-Keuls (SNK). Para comparar a concentracdo plasmatica de P, entre

o Vacutainer® BD, Sao Paulo — SP, Brasil

19 \/acutainer® BD, S&o Paulo — SP, Brasil.
1 Coat A — Count Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA.
12 GMI Inc. — Ramsey, MN - USA
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os diferentes grupos foi realizada analise de variancia e regressao, tendo como
fonte de variacdo os dias das amostragens. Para a comparagdo entre as
meédias foi utilizado o teste t de Student, onde foi empregado nivel de
significancia de 95% (p < 0,05).

As variaveis dependentes foram concentragdo plasmatica de P, e o

volume do CL, e as independentes foram os dias das colheitas e as vacas.



41

Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de

prenhez de receptoras de embrides bovinos

Do total de 184 inovulacdes de embrides, 148 (80,4%) foram classificadas
com escore 1 de dificuldade (procedimento facilmente realizado), 30 (16,3%)
foram classificadas com escore 2 (dificuldade média) e apenas 6 (3,3%)

inovulagdes foram classificadas com escore 3 (grande dificuldade).

A taxa de prenhez geral em torno dos 30 dias de gestacdo das 184
receptoras de embrides foi de 42,39% (78/184), sendo que nao houve
diferenca entre a taxa de prenhez dos animais do grupo 1 (40,22% - 37/92) em
relacdo a taxa de prenhez dos animais no grupo 2 (44,57% - 41/92) (p=0,55)
(figura 1).

100
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Figura 1 - Taxa de prenhez aos 30 dias de receptoras de embrifes bovinos inovuladas com
embrides produzidos in vitro, do grupo 1 (controle) X grupo 2 (tratadas com 1,1 mg/kg de
flunixin meglumine no momento da inovulacéo) (p> 0,05).

N&o houve diferenca (p>0,05) na taxa de prenhez entre os animais que
foram submetidos a inovulacdes classificadas com diferentes escores de
dificuldade, sendo que a taxa de prenhez das receptoras inovuladas com
escore 1 foi de 43,92% (65/148), das receptoras inovuladas com escore 2 foi
de 36,67% (11/30) e dos animais inovulados com escore 3 foi de 33,33% (2/6).

Da mesma forma, ndo houve diferenca nas taxas de prenhez entre diferentes
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grupos experimentais considerando os diferentes estagios de desenvolvimento
embrionario (Bl, BL e BX) (p>0,05). Os resultados referentes as taxas de
prenhez das receptoras de embrides utilizadas no experimento 1 estédo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Taxa de prenhez aos 30 dias de gestacdo de receptoras de embrides inovuladas
com embrides produzidos in vitro em diferentes estagios de desenvolvimento. Grupo 1 = grupo

controle; Grupo 2 = grupo de receptoras tratadas com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no

momento da inovulagao dos embrides.

Taxa de prenhez aos 30 dias (%)

Grupos
Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido Total
Grupo 1 40,0% (8/20)" 52,9% (18/34)% 28,9%(11/38)° 40,2% (37/92)
Grupo 2 35,0 %(7/20)° 52,9% (18/34)° 42,1%(16/38)° 44,6% (41/92)
Total 37,5% (15/40)% 52,9% (36/68)" 35,5% (27/76)° 42,4% (78/184)

a,b,c,d,e Valores com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).

A taxa de prenhez geral observada no presente estudo foi semelhante
aos valores observados em diversos estudos que relataram taxa de prenhez de
embrides produzidos in vitro variando de 30 a 50% (HASLER, 2000; VAN
WAGTENDONK et al., 2000; FARIN et al., 2001; HOSHI, 2003; SCHIMIDT,
2007). No presente estudo houve grande variagdo nas taxas de prenhez
observadas em diferentes lotes de receptoras, sendo que, o fator que mais
influenciou sobre a taxa de prenhez nesse estudo foi a disponibilidade de
receptoras de embribes. Em situacbes onde a proporcdo de receptoras e
namero total de embribes a serem transferidos era em torno de 1,5:1 a 2:1 a
taxa de prenhez observada variou de 50 a 70%, e j& em situa¢gBes onde essa
proporcdo era de aproximadamente 1,1:1 a 1,4:1 as taxas de prenhez
observadas eram inferiores com valores em torno de 30 a 40%. Essa variacéo
na taxa de prenhez provavelmente foi observada devido ao fato de uma menor
disponibilidade de receptoras de embrides nao possibilitar uma selegéo
rigorosa desses animais, sendo que nesses casos alguns embrides sao
transferidos para receptoras que apresentam alguma condicdo desfavoravel
como: CLs pequenos, tonicidade uterina inadequada, cervix dificil de ser

transpassada pelo inovulador entre outros.
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N&o foi observada diferenca na taxa de prenhez entre as receptoras do
grupo controle (Grupo 1) em relacdo as receptoras do grupo FM (Grupo 2)
(Tabela 1). De forma oposta, diversos estudos demonstraram efeitos positivos
da utilizacdo de inibidores da sintese de prostaglandina sobre a taxa de
prenhez desses animais (ELLI et al., 2001; PUGH et al., 2004). Scenna et al.
(2005) também relataram efeito benéfico do tratamento de receptoras de
embrides bovinos com inibidores de prostaglandina. Nesse estudo os autores
observaram aumento significativo na taxa de prenhez de receptoras tratadas
com FM imediatamente antes da transferéncia dos embrides em relacdo as
receptoras do grupo controle. Além disso, no mesmo trabalho, os autores
relataram a ocorréncia de aumento significativo na sintese de prostaglandina
pelo endométrio apds a manipulagéo uterina necessaria para a inovulacéo dos
embrides, sendo que as concentracdes mais altas de PGF,, foram detectadas

entre 130 e 230 minutos apds a manipulacao.

Provavelmente um possivel fator que justifique essa discordancia entre
os resultados obtidos nos trabalhos acima citados e o presente estudo € a
diferenca na quantidade de PGF,q liberada pelo endométrio no momento da
inovulacdo. Embora ndo mensurada no atual estudo, é esperado que tenha
ocorrido discreta liberacdo de PGF,, durante as inovulacfes dos embrides,
uma vez que a grande maioria dessas inovulagdes (80,4% - 148/184) foi
classificada com escore de inovulacdo 1 (cervix facilmente transpassada e
posicionamento do inovulador no terco final do corno uterino exigindo minima
manipulacéo uterina), fato ocorrido devido a fatores como a grande experiéncia
do técnico que realizou as inovulagcdes e o descarte de receptoras que

anteriormente apresentaram cervix dificil de serem transpassadas.

Rowe et al. (1980) ja haviam relatado correlacéo inversa entre o tempo e
a dificuldade encontrada para realizacdo das inovulacbes com as taxas de
prenhez de receptoras de embrides bovinos. De forma semelhante, Schrick et
al. (2003) relataram que conforme a dificuldade para a inovulagdo do embrido
aumentava, a taxa de prenhez diminuia significativamente. Os autores
concluiram que esse acontecimento tinha correlacdo direta com a quantidade

de PGF4q liberada no momento da transferéncia dos embrides.
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Portanto, provavelmente as baixas quantidades de PGF,q liberadas pelo
endométrio das receptoras do grupo controle no atual estudo ndo foram
suficientes para interferir negativamente no desenvolvimento embrionario ou
mesmo para exercer algum efeito deletério sobre a funcionalidade do CL,
justificando assim a inexisténcia de diferenca significativa entre as taxas de
prenhez observadas entre as receptoras do grupo controle e as receptoras do

grupo tratado com FM.

Outro fator que pode ter influenciado para a inexisténcia de efeito
positivo da administracdo de FM em receptoras de embrides sobre a taxa de
prenhez desses animais foi o grau de desenvolvimento e de qualidade dos
embrides. Como citado na revisao de literatura, diversos estudos (MAURER &
BEIER, 1976; WILTBANK et a., 1989; SCHRICK et al., 2003; HOCKETT et al.,
2004) sugerem que o principal periodo do desenvolvimento embrionério onde o
mesmo € mais susceptivel aos efeitos deletérios da PGF,, € 0 periodo de
transicdo do estagio de morula para o estdgio de blastocisto/blastocisto
expandido. Portanto, o fato de nédo terem sido utilizados embrides no estagio de
morula no presente estudo pode ser um dos motivos para a inexisténcia de um

aumento na taxa de prenhez das receptoras tratadas com FM.

Além disso, Scenna et al. (2005) ndo observaram aumento significativo
na taxa de prenhez de receptoras, que receberam embrides produzidos in vivo
frescos e congelados classificados como grau 1 de qualidade, que foram
submetidas a uma aplicacdo de FM no momento da inovulacdo quando
comparada a taxa de prenhez dos animais do grupo controle. Porém, as
receptoras que receberam um embrido de grau 2 de qualidade (média
qualidade) e foram submetidas a uma aplicagdo de FM no momento da
transferéncia apresentaram taxa de prenhez 11% maior que 0s animais do
grupo controle que receberam embrides de mesma qualidade. De forma
semelhante, Purcell et al. (2005) observaram efeito benéfico da administracéo
de FM sobre a taxa de prenhez de receptoras inovuladas com embrides
produzidos in vivo frescos e congelados de grau 2 e 3 de qualidade (média e
baixa qualidade, respectivamente). Portanto, o fato de somente terem sido

utilizados embrides de grau 1 de qualidade (alta qualidade) no atual trabalho
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pode ser um fator que tenha contribuido para a inexisténcia de diferenca

significativa entre as taxas de prenhez dos diferentes grupos experimentais.

Entre as receptoras do grupo controle (Grupo 1), os animais que
receberam um embrido no estagio de BL apresentaram maior taxa de prenhez
em relacdo as receptoras que receberam um embrido no estagio de BX (Tabela
1). Quando considerado o numero total de animais também foi observada
diferenca entre a taxa de prenhez das receptoras que receberam BL e a taxa
de prenhez das fémeas que receberam BX (Tabela 1).

Dados similares foram observados em outros dois estudos (MONSON et
al., 1992; HASLER et al., 1995). Ja Suzuki et al. (1991) observaram taxa de
prenhez superior em receptoras que receberam embrides PIV no estagio de BX
quando comparadas a receptoras que receberam embribes em estagios

anteriores de desenvolvimento.

Um possivel fator que pode ter influenciado na maior taxa de prenhez
observada em receptoras que receberam embrido no estdgio de BL no
presente estudo € a maior sincronia entre o estadgio de desenvolvimento do
embrido e o momento do ciclo estral das receptoras de embrides. Grande parte
das receptoras utilizadas no experimento 1 havia apresentado sinais de estro 8
dias antes da inovulacdo (D8; 34,2% - 63/184), periodo no qual € observada
uma grande porcentagem de embrides em estdgio de BL em fémeas
inseminadas ou cobertas (KUNKEL & STRICKLIN, 1978; RIZOS et al., 2002). E
segundo Donaldson (1985), Sreenan et al., (1987), Hasler (2001) e Spell et al.,
(2001) receptoras inovuladas com embrides produzidos in vivo que apresentam
assincronia em relagdo a doadora menor que 24 horas apresentam maiores
taxas de prenhez quando comparadas a receptoras que apresentam
assincronia maior. Além disso, Donaldson (1985) observou que receptoras no
D7 que foram inovuladas com embrides produzidos in vivo no estagio de BI
apresentaram maiores taxas de prenhez que o restante das receptoras que
receberam um embrido no mesmo estagio de desenvolvimento. O autor
também relatou que receptoras que apresentaram estro apos as doadoras de
embrides (D6) tiveram taxas de prenhez mais altas quando receberam

embrides no estagio de mérula inicial.



47

Portanto, talvez essa maior sincronia entre os embrifes no estagio de BL
e a maioria das receptoras de embrides utilizadas no experimento 1 seja um
fator que tenha influenciado positivamente na maior taxa de prenhez observada

nas receptoras do grupo controle que receberam um embrido no estagio de BL.

O fato de nédo ter sido observada diferenca significativa na taxa de
prenhez entre os animais que foram transferidos com embrides em diferentes
estagios de desenvolvimento e foram submetidos a uma aplicagdo de FM no
momento da inovulagédo sugere que possivelmente o FM seja capaz de diminuir
os efeitos deletérios da assincronia entre a receptora e o embrido. Embrides
transferidos com assincronia maior que 24 horas em relacdo ao momento do
ciclo estral da receptora, freqientemente ndo encontram condigbes uterinas
ideais para manterem seu desenvolvimento apés a inovulagéo, e devido a esse
fato, possivelmente sejam mais susceptiveis aos efeitos deletérios da PGFyq
em relacdo aos embrides que se desenvolvem em ambiente uterino mais
favoravel. Portanto, é provavel que a administracdo de FM no momento da
inovulacdo exerca efeito positivo sobre a taxa de prenhez mais acentuado em
receptoras que apresentam maior assincronia em relacdo ao estagio de

desenvolvimento embrionario.

A taxa de perda embrionaria/fetal total entre aproximadamente 30 e 60
dias de gestacéao foi de 3,9% (3/78), ndo havendo diferenca significativa entre
0s grupos e os diferentes estagios de desenvolvimento embrionario (tabela 2).

Tabela 2 — Taxa de perda embrionaria entre aproximadamente 30 e 60 dias de gestacédo de
receptoras de embrides bovinos produzidos in vitro em diferentes estagios de desenvolvimento.
Grupo 1 = grupo controle; Grupo 2 = grupo de receptoras tratadas com 1,1 mg/kg de flunixin

meglumine no momento da inovulagdo do embribes.

Perda embrionaria entre aproximadamente 30 e 60 dias (%)

Grupos
Blastocisto inicial Blastocisto Blastocisto expandido Total
Grupo 1 0,0% (0/8)° 0,0% (0/18)° 9,1% (1/11)° 2,7% (1137)
Grupo 2 14,3% (1/7)° 5,6% (1/18)° 0,0% (0/16)" 4,9% (2/41)
Total 6,7% (1/15)° 2,8% (1/36)° 3,7% (1/27)° 3,9% (3/78)

2P ¢ valores na mesma linha néo diferem significativamente (p> 0,05)
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A taxa de perda gestacional entre 30 e 60 dias observada no presente
estudo foi inferior as taxas comumente relatadas para receptoras de embrides
bovinos produzidos in vitro, que variam entre 10 e 20% (REICHENBACH et al.,
1992; HASLER et al., 1995; HASLER, 2000; REIS et al., 2004). Novamente um
dos fatores que pode ter influenciado na baixa taxa de perda embrionaria/fetal
observada no presente estudo foi o fato de somente embribes grau 1 de
qualidade serem utilizados no estudo. Farin et al. (1995) observaram que as
perdas embrionarias e fetais nos primeiros 215 dias de gestacdo em receptoras
gue foram inovuladas com embrides classificados como grau 1 de qualidade
(alta qualidade) produzidos in vitro foram muito semelhantes as perdas
observadas em receptoras inovuladas com embrifes produzidos in vivo. Ja as
receptoras inovuladas com embrides produzidos in vitro grau 2 (média
qgualidade) apresentaram taxa de perda gestacional no mesmo periodo muito
superior a taxa observada em receptoras que receberam um embrido

produzido in vivo grau 1 ou 2 e embrides produzidos in vitro grau 1.

5.2. Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as

caracteristicas da fase luteal de fémeas bovinas

5.2.1. Taxa de sincronizacao

Apés duas aplicagBes de cloprostenol sédico com intervalo de 11 dias
entre as aplicagdes, 25 das 33 fémeas bovinas apresentaram sinais de estro
durante o periodo de 2 a 5 dias ap0s a segunda aplicacédo, representando
75,76% do total de animais. Fernandes et al. (2006) obtiveram sincronizacéo
semelhante em receptoras de embrides cruzadas (82,9% - 199/240) que foram
submetidas a uma aplicagcdo de cloprostenol entre os dias 6 e 17 do ciclo
estral. De forma semelhante, Hardin et al. (1980) e Avila Pires et al. (2003)
obtiveram sincronizacdes de estro variando entre 70 e 85% apds duas
aplicacdes de cloprostenol com intervalo de 11 a 14 dias entre as aplicacdes

em fémeas zebuinas.

5.2.2. Manipulacao do trato reprodutivo

Do total de 22 manipulagdes realizadas para o0 posicionamento do

inovulador no tergo final do corno uterino, 10 (45,4%) foram classificadas com
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escore 1 de dificuldade (procedimento facilmente realizado),8 (36,4%) foram
classificadas com escore 2 (dificuldade média) e 4 (18,2%) manipula¢des foram

classificadas com escore 3 (grande dificuldade).

5.2.3. Volume do CL

Os resultados referentes ao volume dos corpos liteos durante o periodo
do D7 a D18 da fase luteal observados durante os exames ultrassonograficos

estao apresentados na tabela 3 e figura 2 abaixo.

Tabela 3 — Volume médio do corpo lateo (cm3) durante a fase luteal (D7 a D18) dos animais
dos diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais controle; Grupo 2 — animais
submetidos a manipulagdo do trato reprodutivo no D7; Grupo 3 — animais submetidos a
manipulagdo do trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7)

(média * desvio padrao).

Volume do corpo liteo (cm®)

Grupos N
D7 D9 D11 D13 D14 D15 D16 D17 D18

GL - Controle T 204£053% 207+047% 1984044 193:03F 105:043% 184+051% 177:038% 165:02° 151022
G2-Manipulacio 8 214+037° 2164039 193403 198+03F 1834039 172:043% 174:041% 162+036" 143+020°

G3-Manp.+FM 7 221+058° 203:040° 189:037° 182:036° 1774037 169£03% 157:028" 148:031 133039

abedevalores com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).

2,40

2,20 L T
2,00 ; & i F

1,80

—=—G1 - Controle (n=7)

T

1,60 N\N ——G2 - Manipulag&o (n=8)
1,40 ~J —&—G3 -Manip. + FM (n=7)

1,20

Volume do CL (cm3)

1,00
D7 D9 D11 D13 D14 D15 D16 D17 D18

Fase luteal (dias)

Figura 2 — Volume do corpo liteo (cm® durante a fase luteal (D7 a D18) dos animais dos
diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais controle; Grupo 2 — animais submetidos a
manipulagdo do trato reprodutivo no D7; Grupo 3 — animais submetidos a manipulagdo do trato

reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7) (p> 0,05).
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N&o foi observada diferenca estatistica entre as médias do volume dos
corpos luteos dos diferentes grupos experimentais ao longo da fase luteal (D7 a
D18) (p>0,05). Em torno do sétimo dia (D7) ao nono dia (D9) do ciclo estral foi
observado em todos 0s grupos experimentais o maior volume médio dos
corpos lateos sendo que, a partir desse periodo foi observada diminuigdo
gradativa do volume dos corpos lateos durante o restante da fase luteal. Além
disso, em todos os grupos foi observada diferenca estatistica na média do
volume dos corpos liteos no D7 em relacdo a média do volume dos corpos
lGteos no D17 e D18 (p<0,05).

Diversos estudos relataram aumento gradativo do volume do CL até
aproximadamente o 6° e 9° dias apds a ovulacdo (KASTELIC et al., 1990;
GRYGAR et al., 1997; VIANA et al., 2000; ACOSTA et al., 2003; BORGES et
al.,, 2003; SARTORI et al., 2004a). Esse aumento ocorre devido ao
desenvolvimento normal do CL, apresentando atividade angiogénica intensa,
sendo que, durante esse periodo ocorre aumento significativo na capacidade
do CL em secretar P4. Além disso, Kastelic et al. (1990) e Grygar et al. (1997)
também observaram diminuicdo gradativa no volume do CL no periodo final do
ciclo estral, sendo que, Kastelic et al. (1990) observaram diminuicéo
significativa no volume do CL de novilhas holandesas a partir do intervalo entre
0 14° e 0 16° dia do ciclo estral. Porém, Sartori et al. (2004a) somente
observaram uma queda acentuada no volume do CL de 14 vacas holandesas
em lactacdo em torno de 24 horas antes do momento da lutedlise (D 19). Ja em
27 novilhas holandesas essa diminuicdo no volume do CL somente foi

observada a partir do momento da lutedlise funcional do CL (D 18,5).

5.2.4. Concentracdo plasmatica de progesterona

Foi observada diferenca significativa (p < 0,05) nos valores médios para
as concentracdes plasméticas de P, durante o periodo correspondente ao D7
até o final da fase luteal (D7 a D19) entre o grupo controle (G1) e o grupo de
animais que foram submetidos a manipulacéo do trato reprodutivo no D7 (G2),
sendo que, o0 Ultimo apresentou valor médio durante o periodo
significativamente menor (p = 0,018). Ja o valor médio das concentragcfes
plasmaticas de P, dos animais do grupo 3 (manipulacdo + FM) néo diferiu do
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valor médio de P, observado no grupo controle durante o mesmo periodo (G1)
(p>0,05). Porém quando comparado ao grupo 2 (manipulagédo), o grupo 3
(manipulagcdo + FM) assim como o grupo controle (G1), também apresentou
valor médio para as concentragcdes plasmaticas de P, durante o intervalo entre
D7 a D19 significativamente maior (p = 0,015). Os resultados referentes as
concentragdes plasmaticas de P, durante o periodo do D7 a D19 da fase luteal
entre os diferentes grupos experimentais estdo apresentados na tabela 4 e

figura 3 abaixo.

Tabela 4 — Valores médios para as concentracBes plasmaéticas de progesterona (ng/mL) ao
decorrer da fase luteal (D7 a D18) dos animais dos diferentes grupos experimentais (Grupo 1 —
animais controle; Grupo 2 — animais submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo no D7;
Grupo 3 — animais submetidos a manipulacéo do trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de
flunixin meglumine no D7) (média + erro padrao).

Concentracdes plasmaticas de progesterona (ng/mL)

Dias
G1: Controle (n=7) G2: Manipulacédo (n=8) G3: Manip. +FM (n=7)

D7 4,09 + 0,40 4,37 +0,36° 3,98 + 0,23
D9 4,24 + 0,30 4,34 +0,35° 4,11 +0,15
D11 4,34 +0,33° 3,85 + 0,60° 4,42 +0,38°
D13 4,98 + 0,37° 3,91 +0,78° 4,65 + 0,61°
D14 5,85 + 0,38' 4,11 + 0,89° 5,26 + 1,03'
D15 5,14 +0,22" 4,03+ 0,82 5,41 +0,74"
D16 4,70 + 0,32 3,64 +0,76" 5,23 + 0,68
D17 3,60 + 0,56 2,74+ 057" 3,83 +0,59
D18 1,81 +0,50" 1,61 +0,38" 2,12+0,41"
D19 0,83+0,17° 0,64 +0,16° 0,90 +£0,17°

abcdefghijkimno
I I I I R E IR

(p<0,05).

Valores com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem significativamente
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Figura 3 — Valores médios para as concentrac6es plasméticas de progesterona (ng/mL) ao
longo do ciclo estral (D7 a D19) entre os diferentes grupos experimentais (Grupo 1 — animais
controle; Grupo 2 — animais submetidos a manipulagdo do trato reprodutivo no D7; Grupo 3 —
animais submetidos & manipulagdo do trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin
meglumine no D7) (p < 0,05).

Quando os valores médios para as concentracdes plasméaticas de P, dos
diferentes grupos experimentais sdo comparados diariamente, € observada
diferenca entre os grupos 1 e 3 (controle e manipulacdo + FM) em relacédo ao
grupo 2 (manipulacéo) nos dias 13, 14, 15, 16 e 17 do ciclo estral (D13, D14,
D15, D16 e D17), sendo que, os valores medios para as concentracdes
plasmaticas de P, do grupo 1 e 3 sdo maiores durante esses dias quando
comparados aos valores meédios do grupo 2 (G1 = G3 > G2) (Tabela 4;
p<0,05).

Estudos avaliaram o efeito da manipulacéo do trato reprodutivo sobre a
liberacdo de PGF,, seja através das concentracbes de PGFM (WANN &
RANDEL, 1990), seja por meio da avaliacdo direta de PGF,, através da
canulacdo da veia safena e coletas sucessivas de sangue (SCENNA et al.,
2005). Em ambos os estudos foi identificado que a manipulagédo do trato
reprodutivo de fémeas bovinas resulta em liberacdo de PGF,4 pelo endométrio.
Além disso, Scenna et al. (2005) identificaram um padrdo pulsatil de liberacéo
de PGF,, ap0s a manipulacdo, de forma muito similar ao padrao de liberacéo

de PGF,4 no momento da lutedlise.
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Seals et al. (1998) observaram que vacas que apresentavam CL e foram
submetidas a aplicacdes de analogos de PGF,q a partir do 5° dia do ciclo estral
tiveram concentracbes de PGFM superiores aos animais que receberam a
mesma quantidade de PGF,,, porém, previamente haviam sido submetidos a
remoc¢ao mecanica do CL. Assim os autores sugeriram que a administracdo de
pequenas quantidades de PGF,, pode desencadear liberacdo de OT pelo CL
que por sua vez, estimularia maior liberacdo de PGF,, pelo endométrio. Ou
mesmo, segundo relatado por Diaz et al. (2002), essa maior concentracao de
PGFM em animais que apresentam CL quando expostos a administracdo de
analogos de PGF,4 pode ser devido a propria secrecdo de PGF,4 pelas células
luteais.

Portanto, apesar de nao ter sido quantificada no presente estudo, é
provavel que tenha ocorrido uma liberacdo significativa de PGF,, pelo
endométrio dos animais que foram submetidos a manipulacdo do trato
reprodutivo no experimento 2. Diversos fatores d&do sustentacdo a essa
hipotese, tais como: a falta de experiéncia do inovulador, alta incidéncia de
animais que apresentaram escore de dificuldade de inovulagdo 2 e 3
(dificuldade média e dificuldade alta, respectivamente; 54,6% - 12/22) e a
inexisténcia de selecdo prévia dos animais em relacdo a anatomia da cervix e
Utero. Portanto, de forma contraria a observada no experimento 1, diversos
fatores sugerem que tenha ocorrido liberacdo mais acentuada de PGF,q pelo
endométrio dos animais submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo no
experimento 2.

Os animais do grupo controle (G1) apresentaram o maior valor médio
para as concentracdes plasmaticas de P, durante o ciclo estral no dia 14 do
ciclo (5,85 mg/mL), sendo que no intervalo entre o D7 e o D14 houve aumento
gradativo nos valores médios de P4 e, a partir do dia 14 houve diminuicéo diaria
nos valores médios de P4 até atingirem seu menor valor no D19 (0,83 mg/mL).
As curvas das concentracbes plasméticas de P, de cada animal do grupo

controle (G1) estdo apresentadas na figura 4 abaixo.
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Figura 4 — Valores individuais das concentracdes plasméticas de progesterona (ng/mL) ao
longo do ciclo estral (D7 a D19) das fémeas bovinas pertencentes ao grupo controle (Grupo 1).

No grupo submetido a manipulacdo do trato reprodutivo similar a
inovulacdo de embrido no D7 (Grupo 2) o maior valor médio para as
concentragdes plasmaticas de P, durante o ciclo estral foi observado no préprio
D7 do ciclo estral, sendo que a partir do D9 do ciclo os valores médios de P4
diminuem até o 11°dia do ciclo estral. A partir do 13°dia ha discreto aumento
nos valores médios de P, até o 14°dia e a partir de entdo ocorre uma queda
diaria nos valores médios de P, até o 19° dia do ciclo. Avaliando
individualmente os animais do grupo 2, quatro fémeas (329, 655, 783 e 792)
apresentaram perfil plasmatico de P4, muito similar ao observado nos animais
do grupo controle (G1), porém, quatro fémeas (448, 478, 762 e 788)
apresentaram queda nas concentragfes plasmaticas de P, no periodo que
sucedeu a manipulacdo do D7, sendo que 3 dessas fémeas (448, 478 e 788)
apresentaram leve aumento nas concentracbes de P, posteriormente e uma
fémea (762) apresentou queda diaria nas concentra¢des de P, atingindo niveis
plasmaticos inferiores a 1ng/mL no 16°dia do ciclo estral. As concentracdes
plasmaticas de P, de cada animal do grupo submetido a manipulacéo do trato

reprodutivo (G2) estdo apresentadas na figura 5 abaixo.
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Figura 5 — Valores individuais das concentracdes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao
longo do ciclo estral (D7 a D19) dos animais pertencentes ao grupo de animais submetidos a

manipulagéo do trato reprodutivo no D7 do ciclo estral (Grupo 2).

Schramm et al. (1983) avaliaram o efeito da administracdo de PGF,, em
diferentes frequéncias e concentracdes sobre a funcionalidade do CL em
ovelhas. Os autores observaram que eram necessarios pelo menos cinco
pulsos de PGF,, em um periodo de 25 horas ou menos para que ocorresse
lutedlise permanente na maior parte dos animais, porém, os autores relataram
gue alguns animais que foram submetidos a um menor nimero de pulsos de
PGF,, apresentaram regressao permanente do CL. Além disso, ao avaliar o
efeito de somente um pulso diario de PGF,4 sobre a funcionalidade do CL, os
autores notaram que de forma semelhante ao observado no presente estudo,
ocorreu queda significativa nas concentracbes plasmaticas de P4, que foi
seguida posteriormente por retomada no perfil de secrecédo de P4. Assim, o0s
autores concluiram que um unico pulso diario de PGF,, néo foi capaz de
induzir a regressdo do CL, porém interferiu significativamente no perfil

plasmatico de Pg.

Portanto, € provavel que a manipulacdo uterina realizada nas fémeas
bovinas do grupo 2 tenha desencadeado liberacdo pulséatii de PGF,, pelo
endométrio, que por sua vez, acarretou em queda temporaria na capacidade do
CL em produzir P, em trés animais (37,5%), e estimulou um processo de

regressao prematura do CL em uma fémea (12,5%).
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O grupo 3, constituido de animais que foram submetidos & manipulacéo
do trato reprodutivo e uma administracdo de FM no D7 do ciclo estral,
apresentou o maior valor médio para as concentracdes plasmaticas de P4
durante o ciclo estral no 15°dia do ciclo (5,41ng/ mL). Os valores médios para
as concentracfes plasmaticas de P4 do grupo 3 apresentaram similaridade ao
longo do ciclo estral em relacdo aos valores médios observados no grupo
controle (grupol) como pode ser observado na figura 3. Individualmente, cinco
fémeas (274, 542, 688, 864 e 872) do grupo 3 apresentaram perfil de liberacéao
de P4 durante o ciclo estral muito semelhante ao observado nos animais do
grupo controle, porém, dois animais (438 e 886) apresentaram concentracdes
plasmaticas de P, muito inferiores quando comparadas aos valores médios do

grupo (figura 6).
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Figura 6 — Valores individuais das concentragdes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao

longo do ciclo estral (D7 a D19) dos animais pertencentes ao grupo de animais submetidos a
manipulagdo do trato reprodutivo e tratados com 1,1 mg/kg de flunixin meglumine no D7 do

ciclo estral (Grupo 3).

Assim como relatado em diversos estudos citados no presente trabalho
(ELLI et al., 2001; SCHRICK et al., 2001; PUGH et al., 2004; SCENNA et al.,
2005) a administracdo de AINEs foi parcialmente efetiva em bloguear a sintese
de PGF,4 pelo endométrio de fémeas bovinas causada pela manipulacdo do
trato reprodutivo no momento da transferéncia do embrido. No entanto, duas

fémeas apresentaram queda nos valores das concentracdes plasmaticas de Py
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apos a manipulacdo, de forma similar a observada em alguns animais do grupo
2, indicando que por alguma razédo especifica a administragdo de FM néo foi

efetiva em bloquear a sintese de PGF,4 pelo endométrio nesses animais.

Embora a PGF,4 ndo tenha sido quantificada no presente estudo, o fato
dos animais submetidos a manipulacdo do trato reprodutivo terem apresentado
valores médios das concentracdes plasmaticas de P, inferiores aos valores
observados nos animais do grupo controle e, os animais submetidos a
manipulacdo do trato reprodutivo associada a administracdo de FM néo
apresentarem valores médios para as concentracbes de P, diferentes
estatisticamente dos valores observados no grupo controle sugere que nas
condicbes em que foi realizado o experimento 2 a manipulagcdo do trato
reprodutivo das fémeas bovinas estimulou a liberacdo de PGFy, pelo
endométrio desses animais e que, a administracdo do FM no momento da
manipulacdo foi efetiva em bloquear essa sintese de PGF,4 na maior parte dos

animais.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condigcbes nas quais foram

realizados os experimentos pode-se concluir que:

Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de prenhez de

receptoras de embrides bovinos

e A administracdo de flunixin meglumine ho momento da inovulagao
de embrides produzidos in vitro ndo foi efetiva em aumentar a taxa

de prenhez de receptoras bovinas.

Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as caracteristicas da

fase luteal de fémeas bovinas

e A manipulagéo do trato reprodutivo de fémeas bovinas no momento
da transferéncia de embrides ndo alterou a duracéo do ciclo estral
desses animais, porém, diminuiu as concentracdes plasmaticas de

P4 ao longo da fase luteal.

e A administracao de flunixin meglumine no momento da manipulacéo
do trato reprodutivo foi efetiva em inibir esse efeito deletério da

manipulacéo sobre as concentracdes plasmaticas de Pj,.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme citado na revisdo de literatura do presente trabalho, foi
identificado que durante a manipulacdo do trato reprodutivo de receptoras
bovinas no momento da inovulagcdo de embrides ocorre uma liberacdo de
PGF,q pelo endométrio. A PGF,, pode potencialmente comprometer a taxa de
prenhez desses animais afetando diretamente o desenvolvimento embrionario
ou mesmo por comprometer a funcionalidade do CL, assim como foi observado
no experimento 2 onde foi demonstrado um efeito negativo da manipulacao

sobre o perfil plasmatico de progesterona.

No entanto, na literatura sédo encontrados diversos estudos avaliando o
efeito de inibidores da sintese de prostaglandina sobre a taxa de prenhez de
receptoras de embrides bovinos onde foram relatados resultados muito
distintos. Portanto, provavelmente alguns fatores sdo determinantes para o
sucesso dessa estratégia que visa utilizar esses inibidores para aumentar a

taxa de prenhez de receptoras.

A partir dos dados obtidos no presente estudo e de estudos disponiveis
na literatura pode-se concluir que provavelmente a utilizacdo de AINES ter4 um
maior potencial em aumentar a taxa de prenhez de receptoras bovinas em
situacdes onde ocorra uma maior liberacdo de PGF,, pelo endométrio, como
por exemplo, na falta de experiéncia do técnico que realiza as inovulacdes e na
inexisténcia de uma sele¢do prévia dos animais, ou entdo em situacdes onde
os embrides utilizados sdo mais suscetiveis aos efeitos deletérios da PGFoq,
como por exemplo, na utilizacdo de embrides de baixa qualidade ou embrides
submetidos ao processo de criopreservacdo. No entanto, € necessario o
desenvolvimento de novos estudos que visem avaliar a real influéncia de cada

um desses fatores sobre a eficacia dessa estratégia.

Assim, futuramente sera possivel direcionar o tratamento de receptoras
de embrides bovinos com AINEs para as situacdes onde haja uma maior
probabilidade de sucesso.
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Introduction

The usage of advanced techniques such as artificial insemination (Al) and embryo
transfer (ET) programs results in extraordinary improvement in genetic merit of dairy
and beef cows. However, pregnancy rates associated with ET are generally lower than
those using Al. The manipulation of the cow reproductive tract, during embryo transfer,
has been shown to increase release of prostaglandin F,, (PGF,,) into the uterine lumen
(1, 2). Several studies have shown negative effects of PGF,, on embryonic survival in
beef cows (3, 4). Moreover, addition of PGF , to the culture medium has been shown to
inhibit in vitro development of bovine embryos (5). The objective of this study was to
determine whether administration of the prostaglandin inhibitor, flunixin meglumine
(FM), immediately prior to embryo transfer would increase pregnancy rates in recipient
COWS.

Materials and Methods

Estrus (day = 0) was synchronized in crossbred cows (n = 184) by giving one injection
of PGF, (500 ug of cloprostenol, i.m.; Ciosin®, Schering-Plough, Brazil) and a single
in vitro produced embryo was transferred 6 to 8 days after estrus (day = 6-8). At the
time of embryo transfer, animals were randomly assigned to receive either 1.1 mg/Kg of
flunixin meglumine (i.m.; Flunixin Injetavel®, Chemitec Agro-Veterinaria, Brazil) (FM;
n = 92) or remain untreated (control; n = 92). Data collected at transfer included stage of
embryo development, embryo quality and ease of transfer score (1-3; | = gun easily
manipulated to the site of transfer, 3 = difficult). Pregnancy results were obtained 30
and 60 days following transfer by ultrasonography. The logistics procedures and chi-
square analysis of SAS were used for data analysis.

Results and Discussion

Overall pregnancy rates did not differ (P>0.05) between recipients receiving flunixin
meglumine (44.6 %; 41/92) versus control recipients (40.2 %; 37/92). Stage of embryo
development, embryo quality or ease of transfer score did not present any effect on
pregnancy rates following embryo transfer (P>0.05). Although not monitored in this
study, there are preliminary evidences supporting the idea that manipulation of the
cervix and uterus when performing embryo transfer does induce the release of PGF,,
from the uterus (1, 2). It is possible that cervical and uterine manipulation in these
recipient cows did not result in significant production or release of PGF,, from the
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reproductive tract since the vast majority of the embryos were reported as being very
easily transferred into the upper third of the uterine horn. In conclusion, administration
of flunixin meglumine, a PGF,, synthesis inhibitor, at the time of embryo transfer did
not increase the rate of pregnancy establishment in recipient cows under the conditions
utilized in this experiment. Therefore, administration of flunixin meglumine to embryo
recipient cows at the moment of embryo transfer may not be recommended.
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Resumo - O presente estudo objetivou avaliar o efeito do flunixin meglumine
administrado no momento da inovulacdo de embrides sobre a taxa de prenhez e sobre as
caracteristicas da fase luteal de receptoras bovinas. No experimento 1, foram utilizadas
184 fémeas inovuladas com embrides produzidos in vitro e divididas nos grupos:
controle; e tratado onde as receptoras foram tratadas com 1,1 mg/Kg de flunixin
meglumine. No experimento 2, foram utilizadas 22 fémeas divididas em: grupo
controle; grupo 2 onde os animais no 7° dia ap6s o estro foram submetidos a
manipulacdo do trato reprodutivo similar a inovulacdo de embrido; e grupo 3, onde as
fémeas foram submetidas a manipulagdo e tratadas com flunixin meglumine (1,1
mg/Kg). No experimento 1 ndo houve diferenca na taxa de prenhez entre os animais
controle e tratados (40,2% e 44,6%, respectivamente; p= 0,55). No experimento 2 néo
houve diferenca na duracdo da fase luteal entre os grupos, porém o grupo 2 apresentou
concentracfes plasmaticas de progesterona inferiores ao grupo controle e grupo 3.
Portanto, concluimos que a administragdo de flunixin meglumine no momento da
inovulacdo bloqueou uma reducdo nas concentracdes plasmaticas de progesterona,
porém, ndo foi efetiva em aumentar a taxa de prenhez de receptoras bovinas.

Termos para indexacédo: Bos taurus, flunixin meglumine, corpo lateo, progesterona.

Pregnancy rates and luteal phase characteristics of bovine embryo recipients

treated with flunixin meglumine

Abstract - The aim of this study was to evaluate the effects of an administration of
flunixin meglumine at the moment of bovine embryo transfer on recipient’s pregnancy
rates and luteal phase characteristics. In experiment 1, 184 females were transferred
with an in vitro produced embryo and divided in: control; and treated group in which
recipients were treated with flunixin meglumine (1.1 mg/Kg). In experiment 2, 22
females were divided in: control group; group 2 in which animals were submitted to a
reproductive tract manipulation (similar to an embryo transfer) on the 7™ day after
estrous; and group 3 in which females were submitted to a manipulation and treated
with flunixin meglumine (1.1 mg/Kg). In experiment 1 no difference was observed on
the pregnancy rates of control and treated groups (40.2% and 44.6%, respectively). In
experiment 2 no difference was observed on the length of the luteal phase between
groups, however, animals of group 2 presented lower plasma progesterone
concentrations than control group and group 3. Therefore, we concluded that an
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administration of flunixin meglumine at the moment of embryo transfer inhibited a
reduction on plasma progesterone concentrations, however, was not effective in
increasing pregnancy rates of bovine recipients.

Index terms: Bos taurus, flunixin meglumine, corpus luteum, progesterone.

Introducéo

O melhoramento genético dos rebanhos bovinos é certamente o principal meio pelo qual
se pode melhorar a eficiéncia produtiva e a lucratividade dos sistemas de criagédo
nacionais. Dentre diversas ferramentas de melhoramento genético pode-se destacar a
transferéncia de embrides e a producdo in vitro de embrides como as ferramentas que
melhor possibilitam o aproveitamento do material genético proveniente de fémeas
bovinas. Apesar do grande avanco no numero de embrides bovinos transferidos durante
0s Ultimos anos, o estabelecimento da prenhez em receptoras de embribes permanece
com alta taxa de variagdo, sendo que, em grande parte dos casos a taxa de prenhez
desses animais esta muito abaixo da taxa esperada. Essa grande variacdo nas taxas de
prenhez observadas pode ser resultado de fatores embrionarios, maternos, ambientais ou
mesmo de uma combinacao entre eles.

Foi identificado que a manipulacdo do trato reprodutivo da receptora no momento
da inovulacdo do embrido resulta na liberacdo de prostaglandina F,, (PGF,,) pelo
endométrio (Schallenberger et al., 1989; Wann & Randel, 1990; Scenna et al., 2005).
Esse aumento na liberacdo de PGF,, pelo endométrio pode comprometer a taxa de
prenhez de receptoras de embriGes bovinos através de uma acdo prejudicial ao
desenvolvimento embrionario afetando diretamente na qualidade do embrido ou mesmo
através do comprometimento na funcdo luteal dessas receptoras o que, indiretamente,
pode afetar o desenvolvimento do embrido (Wiltbank et al., 1989; Schrick et al., 2003;
Hockett et al., 2004).

Avaliando os efeitos negativos da liberacdo de PGF,, no momento da
transferéncia do embrido, pode-se presumir que estratégias que objetivem a inibicéo
especifica de enzimas que participem da sintese de prostaglandina devem aumentar a
taxa de prenhez em receptoras de embriBes bovinos, seja pela inibicdo dos efeitos
prejudiciais diretos da prostaglandina sobre o desenvolvimento embrionério, seja pelo
bloqueio dos efeitos negativos da liberacdo de prostaglandina pelo endométrio sobre a
funcionalidade do corpo lateo (CL). Elli et al. (2001) administraram lisinato de
ibuprofeno (antiinflamatério ndo esteroidal que inibe a atividade da enzima
ciclooxigenase-2) uma hora antes da transferéncia de embrides e obtiveram taxas de
prenhez superiores no grupo tratado quando comparado ao grupo controle (82 vs. 56%).
Pugh et al. (2004) trataram vacas com aspirina, outro inibidor da ciclooxigenase-2, e
obtiveram aumento significativo de 18% na taxa de prenhez em comparacéo as vacas do
grupo controle.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do flunixin meglumine
(FM), um inibidor da sintese de prostaglandina, sobre a taxa de prenhez de receptoras
de embrides bovinos produzidos in vitro e também de avaliar sua influéncia sobre as
concentragcdes plasmaticas de progesterona (P4) e sobre a duracdo da fase luteal em
fémeas bovinas.

Material e Métodos

Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de prenhez de
receptoras de embrides bovinos
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O experimento foi realizado entre janeiro e marco de 2008, foram utilizadas 184
receptoras de embrides bovinos, cruzadas, adultas (primiparas e multiparas), com escore
de condicdo corporal igual ou superior a 3 (escala de 0 a 5), apresentando atividade
ovariana ciclica e periodo poés-parto superior a 60 dias, provenientes de centrais de
receptoras de embrides localizadas na regido de Alfenas, MG. Foram utilizados 184
embrides produzidos in vitro pelo laboratorio de fecundagdo in vitro Bioembryo®,
localizado no municipio de Bauru, SP. Os oocitos utilizados foram originados de
aspiracdes foliculares de matrizes zebuinas (Nelore e Guzerd). Foram utilizados
embrides na fase de desenvolvimento de blastocisto inicial (Bl; n= 40), blastocisto (BL;
n= 68) e blastocisto expandido (BX; n= 76), sendo que todos apresentavam grau 1 de
qualidade (alta qualidade).

As receptoras foram sincronizadas com uma aplicagédo de 500 pg de cloprostenol
intramuscular (Ciosin® Schering-Plough, S&o Paulo, SP). No periodo entre 2 a 5 dias
apos a aplicacdo os animais foram observados para deteccdo de cio duas vezes ao dia.
Foram utilizadas receptoras entre 0 6° e 0 9° dia ap6s a observacgdo do estro. No dia da
inovulacdo, as receptoras foram selecionadas através da palpacdo retal e exame
ultrassonografico do trato reprodutivo. As receptoras que apresentavam tonus e
didmetro uterino adequado a fase luteal do ciclo estral, e presenca de CL foram
selecionadas para receberem os embrides. Todas as inovulages foram classificadas
conforme a dificuldade para realizacdo do procedimento, sendo determinadas como
escore 1 as inovulagdes que ndo apresentaram dificuldade em transpassar a cérvix e
posicionar o inovulador no terco final do corno uterino. Nas inovulacGes de escore 2
houve uma dificuldade moderada para a realizagdo do procedimento e nas inovulacfes
de escore 3 houve uma grande dificuldade para realizacdo do procedimento.

Apo6s as inovulagdes as receptoras foram divididas em dois grupos: grupo 1
(controle) e grupo 2 (experimental), sendo que foi feita uma divisdo casualizada em
blocos dos embrides entre os dois grupos de forma que ambos recebessem o0 mesmo
namero de BI, BL e BX. Os animais do grupo 1 foram liberados imediatamente apds o
procedimento de inovulacao e, os animais do grupo 2 receberam uma aplicacao de FM,
intramuscular, na dose de 1,1mg/kg (Flunixin Injetavel®, Chemitec Agro-Veterinaria,
Séo Paulo, SP) logo apo6s a inovulagéo.

O diagnostico de gestacdo foi realizado através de exames ultrassonograficos
trans-retais aos 30 e 60 dias de gestacdo, com a utilizacdo do aparelho de ultra-som
Esaote® (Pie Medical Equipment B.V., Maastricht, Holanda), modelo Aquila ProVet,
com transdutor bifrequencial (6-8 MHz).

Os dados das taxas de prenhez foram analisados estatisticamente por meio do
teste de Qui-quadrado, a um nivel de 5% de significancia (p<0,05). Para tanto, foi
utilizado o procedimento FREQ do programa SAS System for Windows® (2001).

Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as caracteristicas da fase
luteal de receptoras de embrides bovinos

O experimento foi realizado em novembro e dezembro de 2008. Foram
utilizadas 33 fémeas bovinas da raca Nelore, adultas (primiparas e multiparas), com
escore de condigdo corporal igual ou superior a 3 ( escala de 0 a 5), apresentando
atividade ovariana ciclica e periodo po6s-parto superior a 90 dias, provenientes da
fazenda Experimental Edgardia da Faculdade de Medicina Veterindria, UNESP,
Botucatu. Os animais foram sincronizados através da administracdo de duas doses de
500 pg de cloprostenol sédico intramuscular (Sincrocio®, Ouro Fino Salde Animal,
Ribeirdo Preto, SP), com intervalo de 11 dias entre as aplica¢cdes. No periodo entre 2 a 5
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dias apos a segunda aplicacdo os animais foram observados para detec¢do de cio duas
vezes ao dia.

No sétimo dia (D7) ap6s a deteccdo do estro, as 25 fémeas que haviam
manifestado cio foram submetidas & avaliacdo ultrassonogréfica do trato reprodutivo
para determinacdo das caracteristicas do CL e também para a avaliacdo uterina. No
mesmo momento também foi realizada colheita de sangue para posterior dosagem da
concentragcdo plasmatica de P4. Nessa etapa um animal foi descartado do experimento
por apresentar contetdo liquido no lumen uterino, uma fémea foi descartada por ndo
apresentar imagem nitida de um CL durante o exame ultrassonografico e outro animal
foi descartado posteriormente por apresentar concentracdo plasmatica de P4 abaixo de 1
ng/ml no dia da manipulagéo (D7).

Os 22 animais restantes foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos: grupo 1
(controle, n=7), grupo 2 (manipulacdo, n=8) e grupo 3 (manipulagdo + FM, n=7).

As 7 fémeas do grupo 1 ndo foram submetidas a nenhum tipo de manipulacéo do
trato reprodutivo além do exame ultrassonografico dos ovéarios e do Utero, e também
ndo receberam nenhum farmaco durante o D7 ou posteriormente durante o experimento.
Os animais do grupo 1 foram submetidos a exames ultrassonograficos e dosagens
hormonais entre o D7 e o final da fase luteal (D7, D9, D11, D13, D14, D15, D16, D17,
D18, D19 e D20) para determinacdo do perfil de concentracdo plasmatica de P, e
duracédo funcional do CL.

As 8 fémeas do grupo 2 foram submetidas a manipulagéo do trato reprodutivo no
D7, semelhante a inovulacdo de um embrido, logo apds a avaliacdo ultrassonografica e a
colheita de sangue. Assim como no experimento 1, as manipulac¢des foram classificadas
com escore de dificuldade de 1 a 3. Os animais do grupo 2 foram submetidos a exames
ultrassonograficos e colheitas de sangue entre o D7 e o final da fase luteal, da mesma
forma realizada no grupo 1.

As 7 fémeas do grupo 3 foram submetidas a manipulacéo do trato reprodutivo no
D7 logo ap6s a avaliagdo ultrassonogréfica e a colheita de sangue, de forma idéntica a
realizada nos animais do grupo 2. Porém, ao final da manipulacéo os animais receberam
uma aplicacdo de 1,1 mg/kg de FM intramuscular (Flunixin Injetavel®, Chemitec Agro-
Veterinaria, Sdo Paulo, SP). Os animais do grupo 3, assim como 0s animais dos outros
grupos, foram submetidos a exames ultrassonograficos e colheitas de sangue entre o D7
e o final da fase luteal para determinacao das concentracfes plasmaticas de P, e duracédo
funcional do CL.

Os exames ultrassonogréaficos trans-retais foram realizados com a utilizacdo do
aparelho de ultra-som Aloka® (Aloka Co. Ltda, Tokio, Japdo), modelo SSD 500, com
transdutor de freqiiéncia 5 MHz. O volume do tecido luteal e da cavidade luteal foram
calculados pela férmula matematica: V = 4/3 P.a/2. (b/2), em que a = eixo longitudinal
e b = eixo transversal.

As amostras de sangue foram colhidas logo ap6s os exames ultrassonograficos
(D7, D9, D11, D13, D14, D15, D16, D17, D18, D19 e D20) por venopuncdo dos vasos
coccigeos com agulhas 21GX1 (Vacutainer® BD, Sdo Paulo, SP) e depositadas em
tubos de colheita de sangue (Vacutainer® BD, Sao Paulo, SP) a vacuo heparinizados.
Os tubos foram mantidos em caixas térmicas refrigeradas até o momento da
centrifugacdo realizada a 2500 x g por 15 minutos. O plasma obtido foi acondicionado
em tubos plasticos identificados e armazenados em freezer a -70°C até o momento das
dosagens hormonais.

As dosagens plasmaticas de P, foram determinadas através da utilizacdo de Kits
comerciais em fase solida (Coat-A-Count, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los
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Angeles, EUA), com leitura por sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra Il Auto
Gamma, GMI Incorporation, Ramsey, EUA). O processamento das amostras foi
realizado em 2 ensaios, sendo o coeficiente de variacdo intra-ensaio de 1,87%, o
coeficiente de variacdo inter-ensaio de 3,75% e a sensibilidade dos ensaios de 0,02
ng/mL.

Para a andlise estatistica das caracteristicas avaliadas foi empregado o pacote
estatistico Statistical Analysis System (SAS, System for Windows, 2001). As variaveis
concentragdo plasmatica de P, e volume do CL foram comparadas nos diferentes
momentos por meio do procedimento GLM do SAS (General Linear Model Procedure —
PROC GLM), utilizando-se o teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparar a
concentracdo plasmética de P, entre os diferentes grupos foi realizada analise de
variancia e regressao, tendo como fonte de variacdo os dias das amostragens. Para a
comparacado entre as médias foi utilizado o teste t de Student, com nivel de significancia
de 95% (p < 0,05). As variaveis dependentes foram a concentracdo plasmatica de P, e 0
volume do CL, e as independentes foram os dias das colheitas e as vacas.

Resultados e Discussao

Experimento 1 — Efeito do flunixin meglumine sobre a taxa de prenhez de
receptoras de embrides bovinos

Do total de 184 inovulacGes de embrides, 148 (80,4%) foram classificadas com
escore 1 de dificuldade, 30 (16,3%) foram classificadas com escore 2 e apenas 6 (3,3%)
inovulagdes foram classificadas com escore 3.

A taxa de prenhez geral aos 30 dias de gestacdo das 184 receptoras de embrides
foi de 42,39% (78/184). N&o houve diferenca significativa entre a taxa de prenhez dos
animais do grupo 1 (40,22% - 37/92) em relacdo ao grupo 2 (44,57% - 41/92) (p=0,55).
Da mesma forma, ndo houve diferenca nas taxas de prenhez entre diferentes grupos
experimentais considerando os diferentes estagios de desenvolvimento embrionario (Bl,
BL e BX) (p>0,05).

De forma oposta, diversos estudos demonstraram efeitos positivos da utilizacéo
de inibidores da sintese de prostaglandina sobre a taxa de prenhez desses animais (Elli
et al., 2001; Pugh et al., 2004; Scenna et al., 2005).Provavelmente um possivel fator que
justifique essa discordancia entre os resultados obtidos nos trabalhos acima citados e o
presente estudo é a diferenca na quantidade de PGF,, liberada pelo endométrio no
momento da inovulacdo. Embora ndo mensurada no atual estudo, é esperado que tenha
ocorrido discreta liberacdo de PGF,, durante as inovulagdes dos embrides, uma vez que
a grande maioria dessas inovulacdes (80,4% - 148/184) foi classificada com escore de
inovulagdo 1 (cervix facilmente transpassada e posicionamento do inovulador no terco
final do corno uterino exigindo minima manipulacdo), fato ocorrido provavelmente
devido ao criterioso descarte de receptoras que anteriormente apresentaram cervix
dificil de serem transpassadas no momento da inovulacao.

Rowe et al. (1980) ja haviam relatado correlacdo inversa entre o tempo e a
dificuldade encontrada para realizacdo das inovulacBes com as taxas de prenhez de
receptoras de embrides bovinos. De forma semelhante, Schrick et al. (2003) relataram
que conforme a dificuldade para a inovulacdo do embrido aumentava, a taxa de prenhez
diminuia significativamente. Portanto, provavelmente as baixas quantidades de PGF,,
liberadas pelo endométrio das receptoras do grupo controle no atual estudo ndo foram
suficientes para afetar o desenvolvimento embrionario ou mesmo para exercer algum
efeito deletério sobre a funcionalidade CL, justificando assim a inexisténcia de
diferenca entre as taxas de prenhez das receptoras do grupo controle e do grupo tratado.
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Outro fator que pode ter influenciado para a inexisténcia de efeito positivo da
administracdo de FM sobre a taxa de prenhez de receptoras bovinas foi o grau de
qualidade dos embrides. Scenna et al. (2005) ndo observaram aumento significativo na
taxa de prenhez de receptoras, que receberam embrides produzidos in vivo frescos e
congelados classificados como grau 1 de qualidade, que foram submetidas a uma
aplicacdo de FM no momento da inovulagdo quando comparadas as receptoras controle.
Porém, ja os animais que receberam um embrido grau 2 e foram submetidos a uma
aplicacdo de FM apresentaram taxa de prenhez 11% maior que o grupo controle. De
forma semelhante, Purcell et al. (2005) relataram efeito benéfico da administracdo de
FM sobre a taxa de prenhez de receptoras que receberam embrides produzidos in vivo
frescos e congelados grau 2 e 3 de qualidade.

Portanto, o fato de somente terem sido utilizados embri6es de grau 1 de qualidade
no atual trabalho pode ser um fator que tenha contribuido para a inexisténcia de
diferenca entre as taxas de prenhez dos diferentes grupos experimentais.

A taxa de perda embrionaria/fetal total entre aproximadamente 30 e 60 dias de
gestacdo foi de 3,85% (3/78), ndo havendo diferenca significativa entre os grupos e 0s
diferentes estagios de desenvolvimento embrionario.

Experimento 2 - Efeito do flunixin meglumine sobre as caracteristicas da fase
luteal de receptoras de embrides bovinos

Ap0s duas aplicacBes de cloprostenol sédico com intervalo de 11 dias entre as
aplicac@es, 25 das 33 fémeas bovinas apresentaram sinais de estro durante o periodo de
observacdo, representando 75,76% do total de animais. Fernandes et al. (2006)
obtiveram sincronizacdo semelhante em receptoras de embrides cruzadas (82,9% -
199/240) que foram submetidas a uma aplicacdo de cloprostenol entre os dias 6 e 17 do
ciclo estral. De forma semelhante, Avila Pires et al. (2003) obtiveram sincronizagdes de
estro variando entre 70 e 85% ap06s duas aplicacfes de cloprostenol com intervalo de 11
a 14 dias entre as aplicagcdes em fémeas zebuinas.

Do total de 22 manipulagdes realizadas para o posicionamento do inovulador no
terco final do corno uterino, 10 (45,4%) foram classificadas com escore 1 de
dificuldade, 8 (36,4%) foram classificadas com escore 2 e 4 (18,2%) foram classificadas
com escore 3.

Né&o foi observada diferenca entre as médias do volume dos corpos luteos dos
diferentes grupos ao longo da fase luteal (p>0,05; figura 1). Em torno do sétimo dia
(D7) ao nono dia (D9) do ciclo estral foi observado em todos 0s grupos experimentais o
maior volume dos CLs sendo que, a partir desse periodo foi observada uma diminuicao
gradativa do volume dos CLs durante o restante da fase luteal. Dados similares foram
observados em outros estudos (Viana et al., 2000; Acosta et al., 2003; Borges et al.,
2003).

Foi observada diferenca (p<0,05) nos valores médios para as concentracdes
plasmaticas de P4 durante o periodo correspondente ao D7 até o final da fase luteal (D7
a D19) entre o grupo controle (G1) e o grupo de animais que foram submetidos a
manipulacdo do trato reprodutivo no D7 (G2), sendo que, o Ultimo apresentou valor
médio menor durante o periodo (p=0,018; figura 2). Ja o valor médio das concentra¢des
plasmaticas de P, dos animais do grupo 3 (manipulacdo + FM) nédo diferiu do valor
observado no grupo controle durante 0 mesmo periodo (G1) (p>0,05). Porém quando
comparado ao grupo 2 (manipulacdo) o grupo 3 (manipulacdo + FM) assim como o
grupo controle (G1), também apresentou maiores concentra¢fes plasmaticas de P,
durante o mesmo intervalo.
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Os animais do grupo controle (grupo 1) apresentaram o maior valor médio para
as concentragdes plasméticas de P, durante o ciclo estral no dia 14 do ciclo (5,85
mg/mL), sendo que no intervalo entre 0 D7 e o D14 houve aumento gradativo nos
valores médios de P4 e, a partir do dia 14 houve diminuicdo diaria nos valores médios
de P4 (figura 3).

Estudos avaliaram o efeito da manipulagdo do trato reprodutivo sobre a liberagéo
de PGF,,, seja através das concentracGes de metabdlitos de prostaglandina (Wann &
Randel, 1990), seja por meio da avaliacdo direta de PGF,, atraves da canulacdo da veia
safena (Scenna et al., 2005). Em ambos os estudos foi identificado que a manipulagéo
do trato reprodutivo de fémeas bovinas resulta em liberacdo de PGF,, pelo endométrio.
Além disso, Scenna et al. (2005) identificaram um padréo pulsatil de liberacdo de PGF5,
apos a manipulacdo, de forma muito similar ao padrdo de liberacdo de PGF,, no
momento da lutedlise.

Portanto, apesar de néo ter sido quantificada no presente estudo, é provavel que
tenha ocorrido uma liberacédo significativa de PGF,, pelo endométrio dos animais que
foram submetidos a manipulacéo do trato reprodutivo no experimento 2. Alguns fatores
ddo sustentacdo a essa hipotese, tais como: a alta incidéncia de inovulagdes que foram
classificadas com escore de dificuldade 2 e 3 (dificuldade média e dificuldade alta,
respectivamente; 54,6% - 12/22) e a inexisténcia de selecdo prévia dos animais em
relacdo a anatomia da cervix e Utero uma vez que essas fémeas nunca haviam sido
submetidas a uma inovulacdo anteriormente. Portanto, de forma contraria a observada
no experimento 1, diversos fatores sugerem que tenha ocorrido liberacdo mais
acentuada de PGF,, pelo endométrio dos animais submetidos a manipulacdo do trato
reprodutivo no experimento 2.

Schramm et al., (1983) avaliaram o efeito da administracdo de PGF,, em
diferentes freqiiéncias e concentracdes sobre a funcionalidade do CL em ovelhas. Os
autores observaram que eram necessarios pelo menos 5 pulsos de PGF,, em um periodo
de 25 horas para que ocorresse lutedlise permanente na maior parte dos animais, porém,
ao avaliarem o efeito de somente um pulso diario de PGF,, sobre a funcionalidade do
CL, os autores notaram que de forma semelhante ao observado no presente estudo,
ocorreu queda significativa na taxa de secrecdo de P4, que foi seguida posteriormente
por retomada no perfil de secrecéo de P,.

Portanto, é provavel que a manipulacéo uterina realizada nas fémeas do grupo 2
tenha desencadeado liberacdo de PGF,, pelo endométrio, que por sua vez, acarretou em
queda temporaria na capacidade do CL em secretar P, em 3 animais (37,5%), e
estimulou um processo de regresséo precoce do CL em um animal (12,5%; figura 4).

A administracdo de FM aparentemente foi efetiva em 5 fémeas em bloquear a
sintese de PGF,, pelo endométrio causada pela manipulacdo do trato reprodutivo,
porém, duas fémeas apresentaram queda nos valores das concentragdes plasmaticas de
P, ap6s a manipulagdo, indicando que por alguma razéo especifica a administracdo de
FM néo foi efetiva em bloquear a sintese de PGF,, nesses animais (figura 5).

Conclusodes

1. A manipulacdo do trato reprodutivo de fémeas bovinas no momento da
transferéncia de embrides ndo alterou a duragdo da fase luteal, porém, diminuiu as
concentracdes plasmaticas de progesterona desses animais.

2. A administragdo de flunixin meglumine no momento da manipulagdo do trato
reprodutivo de fémeas bovinas foi efetiva em inibir uma diminuicdo nas
concentragOes plasmaticas de progesterona desses animais.
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3. A administragdo de flunixin meglumine no momento da inovulagéo de embrides
produzidos in vitro nédo foi efetiva em aumentar a taxa de prenhez de receptoras
bovinas.
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Figura 1. Volume do corpo liteo (cm®) durante a fase luteal (D7 a D18) dos animais dos diferentes
grupos experimentais (Grupo 1 — controle; Grupo 2 — manipulagdo do trato reprodutivo; Grupo 3 —
manipulag&o do trato reprodutivo + flunixin meglumine) (p> 0,05).
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Figura 2. Valores médios para as concentracfes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao longo do ciclo
estral (D7 a D19) entre os diferentes grupos experimentais. (Grupo 1 — controle; Grupo 2 — manipulacdo
do trato reprodutivo; Grupo 3 — manipulacgdo do trato reprodutivo + flunixin meglumine).
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Figura 3. Valores individuais das concentracfes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao longo do ciclo
estral (D7 a D19) dos animais pertencentes ao grupo controle (grupo 1).
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Figura 4. Valores individuais das concentragfes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao longo do ciclo
estral (D7 a D19) dos animais pertencentes ao grupo de animais submetidos a uma manipulacéo do trato

reprodutivo no D7 do ciclo estral (grupo 2).
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Figura 5. Valores individuais das concentra¢fes plasmaticas de progesterona (ng/mL) ao longo do ciclo
estral (D7 a D19) dos animais pertencentes ao grupo de animais submetidos a uma manipulacéo do trato

reprodutivo e tratados com flunixin meglumine no D7 do ciclo estral (grupo 3).
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