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Efeito do flunixin meglumine e da somatotropina recombinante bovina sobre a
taxa de prenhez de receptoras bovinas de embrides fecundados in vitro
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of recipients of bovine embryos produced in vitro]
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Resumo

Avaliou-se o efeito da aplicagdo da somatotropina bovina (bST) e do flunixin meglumine (FM) sobre as taxas de
prenhez de receptoras de embrides produzidos in vitro (PIV). Utilizou-se 110 novilhas mesticas com ciclo estral
regular, peso médio de 350 kg e estado de condicdo corporal equivalente a 3. Os ovdcitos das doadoras foram
coletados por aspiragdo folicular transvaginal guiada por ultrassom e a producdo dos embrides foi realizada pela
empresa InVitro®. Imediatamente antes da transferéncia dos embrides, as receptoras foram avaliadas, por palpagdo
retal, quanto a presenca de corpo liteo (CL) e em seguida foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos
experimentais. Os animais do G1 (n = 30) serviram como controle. Os do G2 (n = 40) receberam 500 mg de bST por
via subcuténea e os do G3 (n = 40) receberam 500 mg de FM por via intramuscular. Os embrides que se encontravam
no 7° dia de cultivo foram depositados no terco final do corno uterino ipsilateral ao ovario com CL presente e em
seguida realizada a administracdo do bST e do FM. As taxas de prenhez foram de 53,33% (G1), 60,00 (G2) e de
55,00% (G3) e as de perda embrionaria foram de 6,37% (G1), 7,50% (G2) e de 7,50% (G3), ndo havendo diferenga
(P > 0,05). Os resultados permitem concluir que tanto o bST quanto o FM n&o contribuem para aumentar as taxas de
prenhez e tampouco para reduzir a perda embrionaria.

Palavras Chave: antiluteolitico, MIV, FIV, CIV, TE.

Abstract

The work was aimed to test the effect of bovine somatotropin (bST) and flunixin meglumine (FM) treatment of
recipient cows on pregnancy rates after transfer of in vitro produced (1\VP) embryos. A total of 110 cycling crossbred
heifers, with average weight of 350 kg and body condition score equivalent to 3 were used. The oocytes were
collected from donor cows by ultrasound guided transvaginal follicular aspiration and in vitro embryo production was
performed by InVitro® company. Immediately before embryo transfer, recipient cows were evaluated by rectal
palpation for corpus lutem (CL) detection and were randomly allocated to three experimental groups. Animals of G1
(n = 30) were used as controls. Group G2 (n = 40) received 500 mg bST subcutaneously and G3 (n = 40) received
500mg de FM by an intramuscular shot. Embryos on day 7 of culture were deposited on the third portion of the
ipsilateral uterine horn to the CL containing ovary followed by administration of bST and FM. Preghancy rates were
53.33% (G1), 60.00% (G2) and 55.00% (G3) and embryonic loss were 6.37% (G1), 7.50% (G2) and 7.50% (G3), did
not differ between groups (P > 0.05). The results allow the conclusion that bST and FM do not contribute to increase
pregnancy rates and do not reduce embryonic loss.
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Introducéo

A produgdo in vitro (PIV) de
embrides bovinos concretizou-se apés o
advento da aspiracdo folicular in vivo
associado ao  aperfeicoamento  das
condicdes de cultivo in vitro
(GONCALVES et al.,, 2008). Além de
rotineiramente utilizada em larga escala no
Brasil (VIEIRA, 2012) tem contribuido
para execucdo de estudos sobre clonagem,
transgénese e transferéncia nuclear.

No entanto, 0 sucesso das
transferéncias de embrides PIV ainda é
limitado devido a problemas relacionados
com as fémeas receptoras (ANDRADE et
al., 2012). Dentre eles, falha do
reconhecimento materno da prenhez,
ambiente uterino inadequado, assincronia
entre embrido e Gtero, ou ainda alteracOes
intrinsecas do embrido (HANSEN, 2006).

A mortalidade embrionéaria precoce
¢ wuma causa importante de falha
reprodutiva em bovinos devido o impacto
negativo sobre a economia da atividade
pecuéria, limitando a utilizagdo comercial
de biotécnicas aplicadas a reproducéo
(ERDEM e GUZELOGLU, 2010).
Porcentagens de prenhez variando de 30 a
51% foram relatadas por HASLER (2000),
FARIN et al. (2001), LANE et al. (2003),
DIAS et al. (2006), SCHMIDT (2007) e
ANDRADE et al. (2012).

Para  minimizar as  perdas
embrionérias, estratégias de reducdo da
capacidade luteolitica do Gtero materno e
aumento do estimulo antiluteolitico do
concepto foram sugeridas por BINELLI et
al. (2001) e por SANTOS et al. (2004).
Assim, objetivou-se avaliar as taxas de
prenhez de receptoras bovinas inovuladas
com embrides PIV, reduzindo a capacidade
luteolitica do Utero materno com o Flunixin
meglumine  (FM), bem como, por
intermédio da somatotropina recombinante
bovina  (bST), aumentar a acdo
antiluteolitica do concepto por estimular
seu crescimento com elevacdo do IGF-I
circulante.

Material e Métodos

Utilizou-se, como receptoras, 110

novilhas mesticas (Red Angus x Nelore)
que apresentavam ciclo estral regular, peso
médio de 350 kg e estado de condicdo
corporal equivalente a 3, numa escalade 1 a
5, conforme classificacdo de LOWMAN et
al. (1976). As fémeas eram criadas em
piquetes  formados por  Brachiaria
decumbens e Brachiaria brizantha CV.
GMb5, além de sal mineral proteinado e
agua ad libitum.

A aspiragdo folicular foi realizada
por via transvaginal guiada por ultrassom.
Os ovdcitos aspirados foram classificados,
segundo PALMA (2001), em escala
variando de 1 a 4, colocados em meio de
cultivo e transportados ao laboratério em
incubadoras portateis a 38,5 °C contendo
5% CO, No laboratorio foram transferidos
para estufa de cultivo visando completar a
maturacao durante 24 horas. Posteriormente
foram expostos aos espermatozoides e apds
a fecundacdo foram cultivados durante sete
dias, conforme recomendacdo da empresa
InVitro®. Finalizado o cultivo, os embrides
selecionados foram aqueles classificados
como grau 1, segundo WRIGHT (1998).

As receptoras foram submetidas ao
protocolo de transferéncia de embrido em
tempo fixo. Receberam, no dia zero (DO0), o
dispositivo intravaginal de progestageno,
juntamente com a  administracdo
intramuscular de 2 mg de benzoato de
estradiol. No 7° dia (D7) foi administrado
200 Ul de eCG + 0,150 mg de D-
cloprostenol e no 8° (D8) procedeu-se a
retirada do dispositivo com a aplicacdo de
0,5 mg de benzoato de estradiol por via
intramuscular. No 17° (D17) foi realizada a
transferéncia em tempo fixo pelo método
ndo cirurgico por técnico habilitado.

Imediatamente antes da
transferéncia, as receptoras foram avaliadas,
por palpacdo retal, quanto a presenca de
corpo lateo (CL) e em seguida foram
aleatoriamente distribuidas em trés grupos
experimentais. Os animais do G1 (n = 30)
serviram como controle. Os do G2 (n = 40)
receberam 500 mg de DbST por via
subcuténea e os do G3 (n = 40) receberam
500 mg de FM por via intramuscular. Os
embrides do D7 foram depositados no terco
final do corno uterino ipsilateral ao ovério
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com CL presente e em seguida realizada
aplicagdo do tratamento a ser testado.

O diagnostico de prenhez foi
realizado com aparelho ultrassonogréfico,
Mindray® DP2200Vet, no 35° e no 60° dia
apos a transferéncia.

As taxas de prenhez foram
avaliadas pelo teste %’ utilizando o
programa StatPlus® (2009), considerando-
se P < 0,05 como significativo.

Resultados

Na Tabela 1 constam os dados de
prenhez obtidos no 35° e no 60° dia apés a
transferéncia dos embrides nos diferentes
tratamentos experimentais. N&o houve
diferenca (P > 0,05) entre as taxa de
prenhez, tanto no diagndstico efetuado no
35° quanto no 60° dia.

Tabela 1. Porcentagem de prenhez de receptoras de embrides produzidos in vitro distribuidas
nos grupos Controle (G1), somatotropina recombinante bovina (G2) e Flunixin

Meglumine (G3)

Prenhez(dias)

N°  de 60
Tratamento Embrides n/n (%) n/n (%)
Gl 30 16/30 (53,33) 14/30 (46,66)
G2 40 24/40 (60,00) 21/40 (52,50)
G3 40 22/40 (55,00) 19/40 (47,50)

Resultado néo significativo para P > 0,05.

A Figura 1 contém as porcentagens
de perda embriondria. Nela, pode-se
observar similaridade dos resultados entre
0s tratamentos experimentais apds a
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avaliacdo no 60° dia da transferéncia dos
embrides. Nao houve diferenca (P > 0,05)
das taxas de perda embrionaria entre os
grupos.
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Figura 1. Porcentagem de perda embrionaria no 60° dia de prenhez nos grupos Controle
(G1), somatotropina recombinante bovina (G2) e Flunixin Meglumine (G3).

Discussao

Existem relatos de BILBY et al.
(1999) e de MOREIRA et al. (2002)
evidenciando o aumento da taxa de prenhez
apos administracdo de 500 mg de bST
durante o estro de vacas lactantes utilizadas
como receptoras de embrido. Segundo esses
autores, a aplicacio de DbST deve

incrementar as concentragdes circulantes de
bST e de IGF-1, desse modo, acelerar o
desenvolvimento embrionério e aumentar o
numero de células trofoblasticas, bem como
0 da secrecdo de IFN-t pelo embrido. Essa
hipGtese de aumento da secrecdo de IFN-t
foi respaldada por THATCHER et al.
(2006).
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Nesse trabalho, todavia, a
administragdo do bST no momento da
transferéncia de embrido ndo interferiu na
taxa de prenhez e tal fato pode ter sido
consequéncia do tipo de receptora de
embrido utilizada. As concentracBes de
IGF-1 sdo normalmente elevadas em
novilhas e superiores aquelas encontradas
em vacas, como reportaram-se BILBY et al.
(1999). Outra possivel explicagdo para as
diferencas entre os dados registrados na
literatura e 0s aqui obtidos, pode ser
consequéncia do estado fisioldgico e
metabolico das receptoras.

No caso das vacas leiteiras, 0 IGF-1
encontra-se em baixa concentragdo devido a
lactacdo e a bST estimula 0 aumento de sua
concentracdo, corrigindo o desequilibrio
tanto endocrino quanto metabdlico, como
mencionado por THATCHER et al. (2004).
Por outro lado, BILBY et al. (1999)
relataram  que em  novilhas, as
concentragcdes de IGF-1 sdo normalmente
superiores aquelas encontradas em vacas
lactantes e, dessa forma, ndo respondem ao
estimulo da bST de modo satisfatorio.
Portanto, se o0s embrides ndo sdo
estimulados, ndo ocorre aumento das taxas
de prenhez.

Outro aspecto a ser avaliado é que a
aplicacio do bST neste trabalho foi
realizada no momento da transferéncia para
minimizar o manejo das receptoras. No
entanto, MOREIRA et al. (2002) e
HASLER et al. (2003) recomendam que a
administragdo do bST em vacas seja
realizada antes da transferéncia dos
embrides para que as concentragdes de bST
e IGF-1 no (tero estejam elevadas no
momento da transferéncia, garantindo um
ambiente uterino capaz de estimular o
desenvolvimento embrionario, com
consequente aumento na taxa de prenhez.
Contudo, os resultados de HAAS et al.
(2007) e COSTA et al. (2011) respaldam os
dados desse trabalho tendo em vista
aplicarem a bST durante o estro e também
ndo terem observado aumento da taxa de
prenhez.

A aplicagédo de 500 mg de FM para
inibir a transformacéo do acido aracdénico
do endométrio em PGF2a, imediatamente

antes da transferéncia, também ndo
apresentou influéncia sobre a taxa de
prenhez do grupo tratado. Elevadas
concentracdes de prostaglandina F2a no
limen uterino podem ser responsaveis por
perdas embrionarias precoces (SCENNA et
al., 2004), aléem da manipulacdo uterina no
momento da transferéncia de embrido que
tem sido responsabilizada por aumentar a
liberagdo de PGF2a, conforme citagcdes de
WANN e RANDEL (1990), VELEZ et al.
(1991) e SCENNA et al. (2005).

SCHRICK et al. (2001) relatam que
o efeito do FM na taxa de prenhez depende
da qualidade embrionaria, estadio de
desenvolvimento do embrido transferido e
se fresco ou congelado. SCENNA et al.
(2005) verificaram que o tratamento com
FM ndo altera as taxas de prenhez dos
embrides de qualidade 1, melhorando
somente as taxas dos  embrides de
qualidade Il. Ainda sugerem que embrides
de qualidade Il sdo mais sensiveis aos
efeitos deletérios da PGF2a. O resultado
positivo desse trabalho pode ser creditado
ao fato de terem sido, exclusivamente,
utilizados embrides de qualidade |,
possivelmente menos sensiveis aos efeitos
da acdo da PGF2a.

A ndo constatacdo de perda
embrionaria significativa deve-se,
provavelmente, ao fato dos embrides
transferidos apresentarem homogeneidade
tanto no que concerne ao seu grau de
desenvolvimento quanto a sua qualidade.
Neste trabalho foram utilizados,
exclusivamente, embrides do 7° dia de
cultivo que se encontravam no estadio de
blastocisto e que tenham sido classificados
como grau I. A utilizacdo desse tipo de
embrido permitiu uma analise mais precisa
dos achados, bem como corroborou com os
dados de ANDREOTI et al. (2009) ao
relatarem que a perda embrionéria esperada
é diretamente relacionada ao seu grau de
desenvolvimento.

O trabalho foi submetido e
aprovado pela CEUA-UFRPE sob licenca
n°® 009/2012, obedecendo as normas do
comité de ética e experimentacdo animal.
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