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RESUMO

Avaliou-se o efeito do ibuprofeno administrado uma hora antes da inovulagdo de embribes bovinos, com
0 objetivo de melhorar a taxa de prenhez. Apos a avaliacdo da resposta ao protocolo de sincronizac¢do do
estro, 76 fémeas selecionadas como receptoras de embrifes foram distribuidas em trés grupos (G)
experimentais: G1 (n=25) receptoras usadas como controle, G2 (n=30) receptoras que receberam
ibuprofeno 5mg/kg, I.M, uma hora antes da inovulacdo dos embrides, e G3 (n=21) receptoras que
receberam uma matriz polimérica de liberacdo controlada de ibuprofeno administrado por via subcuténea.
As taxas de prenhez foram de 16% (4/25), 43,3% (13/30) e 14,2% (3/21), para G1, G2 e G3,
respectivamente. Observou-se diferenca (P<0,024) na taxa de prenhez do G2 quando comparado ao G1 e
ao G3. A administracdo do ibuprofeno por via intramuscular uma hora antes da inovulagdo dos embrides
resultou em melhor taxa de prenhez em receptoras da raca Nelore.

Palavras-chave: bovino, transferéncia de embrides, anti-inflamatérios ndo esteroides, prostaglandinas,
taxa de prenhez

ABSTRACT

The effect of the administered ibuprofen was evaluated one hour before the embryo transfer of bovine
embryos in order to improve pregnancy rates. After evaluating the response to protocol synchronization
of estrus, 76 Females selected as the recipients of embryos were distributed into three experimental
groups: G1 (n = 25) surrogate cows used as control, G2 (n = 30) surrogate cows that received 5mg/kg
ibuprofen, IM, one hour before the embryo transfer, and G3 (n = 20) surrogate cows that received an
array polymeric release of controlled ibuprofen subcutaneously administered. The pregnancy rates were
16% (4/25), 43.3% (13/30), and 14.2% (3/21) for G1, G2, and G3, respectively. There was statistical
difference (P<0.024) on pregnancy rate of G2, in comparison with those of G1 and G3. The
administration of ibuprofen intramuscularly one hour before the embryo transfer resulted in better
pregnancy rate in Nellore surrogate cows.
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INTRODUCAO catalisar e transformar o &cido araquiddnico em

prostaglandinas (Radi e Khan, 2006).

O ibuprofeno, potente anti-inflamatorio néo

esteroide, derivado do &cido propionico, é Na reproducéo de ruminantes, a prostaglandina F

classificado como anti-inflamatorio ndo seletivo.
Possui a capacidade de inibir a atividade das
duas isoformas da enzima ciclooxigenase (COX-
1 e COX-2) (Elli et al., 2001) e tem como funcéo
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20 (PGF2a) tem um reconhecido mecanismo que
leva a regressdo do corpo ldteo (CL) e,
consequentemente, ao inicio de um novo ciclo
estral (Odensvik et al., 1989). A administracdo
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de  anti-inflamatérios, como  substancias
inibidoras da sintese das prostaglandinas, vem
sendo amplamente feita no momento da
inovulagdo dos embrides em fémeas receptoras
das espécies bovina, ovina e caprina, com a
finalidade de proteger a funcionalidade do CL e
o0 desenvolvimento do embrido de uma possivel
liberacdo precoce de PGF2o provocada pela
manipulacdo do trato reprodutivo durante a
inovulacdo dos embriGes. Dessa forma, é
possivel obter melhores resultados nas taxas de
prenhez em programas de transferéncia de
embrides (TE) (Elli et al., 2001).

Alguns  pesquisadores indicaram que a
manipulagdo excessiva do trato reprodutivo pode
acarretar  trauma, seguido de  processo
inflamatério local, no qual é possivel obter
liberagdo de PGF2a proveniente das células
endometriais (Wann e Randel, 1990; Vélez et al.,
1991; Scenna et al., 2005). Schrick et al. (2003) e
Scenna et al. (2004) determinaram que a elevada
concentragdo de PGF2a no lume uterino, nos
primeiros estadios da gestagdo, pode levar ao
blogueio do desenvolvimento embrionario ou
retardo desse processo, reduzindo, assim, a
habilidade do embrido de transicdo de estrutura
pré-compacta a compacta.

Autores ja evidenciaram o efeito do ibuprofeno e
do flunixin meglumine (FM) na melhoria das
taxas de prenhez, quando administrados em
vacas e novilhas antes da inovulacdo dos
embribes, ao demonstrarem a capacidade desses
anti-inflamatdrios em inibir a fun¢do da PGF2a
e, assim, protegerem a funcionalidade do CL e a
minimizacdo dos efeitos deletérios de PGF2a
sobre a viabilidade do embrido (Elli et al., 2001;
Purcell et al., 2005; Scenna et al., 2005).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do ibuprofeno administrado uma
hora antes da inovulagdo de embriGes bovinos,
visando melhorar as taxas de prenhez.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos meses de novembro
de 2007 a fevereiro de 2008. De um total de 270
fémeas solteiras disponiveis para pesquisa, foram
selecionadas para o estudo 70 vacas Nelore
Padrdo e 30 novilhas Nelore Mocho, conforme a
avaliacdo clinica geral, o exame ginecologico —
palpagdo via transretal dos Orgdos genitais —, 0
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peso e a qualificacdo do escore corporal na
escala de 1 a 9 (Richard et al., 1986). Os animais
selecionados foram mantidos em piquetes de
capim Brachiaria decumbens, com
suplementacdo mineral e dgua a vontade.

Para induzir a sincronizacao do estro, as fémeas
foram submetidas a tratamento hormonal em dia
aleatorio do ciclo estral (dia 0), com a colocagdo
de um dispositivo intravaginal de 1,99 de
progesterona (CIDR — Pfizer, Brasil) mais uma
aplicacdo intramuscular (IM) de 2mg de
benzoato de estradiol (Cronibest — Biogenes,
Brasil). No dia 8, o dispositivo intravaginal de
progesterona foi removido, e administrou-se uma
dose (IM) de 150ug de D-cloprostenol
(Cronibem - PGF2a — Biogenes). No dia 9, 24
horas apdés a aplicacdo de PGF2a, todos os
animais receberam uma dose de 1mg de
benzoato de estradiol IM. No sexto dia do ciclo
estral, as receptoras foram submetidas a exame
ultrassonografico utilizando-se transdutor linear
5.0/7.5Mhz por via transretal (ScanVet200 — Pie
Medical, Holanda), com a finalidade de avaliar a
resposta das receptoras ao protocolo hormonal,
com consequente formacéo de corpo liteo (CL).
Foram consideradas receptoras aptas para
receber embrido somente as que apresentaram
CL>13mm de didmetro.

Os embrides inovulados pertenciam ao banco
genético da APTA, Regional Extremo Oeste,
Andradina, SP, que ja haviam sido coletados e
congelados em  trabalhos  anteriormente
realizados, contendo os dados de qualidade e o
estadio de desenvolvimento para cada estrutura.
Os embriGes encontravam-se congelados em
etilenoglicol, crioprotetor que permite a
transferéncia direta das estruturas. No dia da
inovulagdo, dia 7 do ciclo estral, todas as
receptoras foram submetidas a anestesia epidural
baixa, 4mL de cloridrato de lidocaina a 2%, e a
limpeza do reto e higienizagdo da genitalia
externa com agua e alcool 70%. A inovulagao
dos embriGes foi realizada por procedimento ndo
cirGrgico no corno uterino ipsilateral ao ovario
com corpo ldteo.

Foram avaliados a qualidade do embrido e o grau
de manipulacdo do trato reprodutivo de acordo
com a dificuldade de transposicdo do aplicador
pela cérvice. Os critérios utilizados para
qualificar a manipulacdo do trato reprodutivo
foram semelhantes aos propostos por Scenna et
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al. (2005): grau 1, manipulacdo minima do trato
reprodutivo; grau 2, manipulagdo moderada; e
grau 3, manipulacdo excessiva.

Uma hora antes da inovulagdo dos embriGes,
foram formados os trés grupos (G)
experimentais; as receptoras e os embrides foram
aleatoriamente alocados dentro de cada grupo,
com o objetivo de se evitar efeitos individuais
nos resultados: G1 - controle, formado por
animais que receberam 5mL de solugdo salina
fisiologica por via IM; G2 — (ou ibuprofeno-I1M),
animais que receberam 5mg/kg IM de ibuprofeno
(Henrifarma, Brasil) e G3 — (ou polimero-IB),
animais que receberam uma matriz polimeérica de
ibuprofeno por via subcutanea (SC) na regido
lateral do pescogo (regio colli laterais).

Para a preparacdo da matriz polimérica contendo
o ibuprofeno, realizou-se a seguinte metodologia:
em um becker de 50mL, preparou-se uma
solucdo aquosa de 80g de pluronic F-127
(Sigma-Aldrich Chemical Co., EUA) e 80g de
PVA (Sigma-Aldrich) a uma concentracdo de
1,2% para cada um, sob agitacdo constante em
agitador magnético a 400 x g, por um minuto.
Em outro becker de 50mL, dissolveu-se
poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA - Sigma-
Aldrich) em 5mL de acetona a uma concentragdo
de 2,9% massa/volume mais 15g de ibuprofeno
(Henrifarma). Utilizando-se um funil de vidro,
verteram-se, lentamente, as duas solugbes que
foram submetidas a agitagdo mecénica a 400 x g,
por um minuto (solvente + polimero +
ibuprofeno). Em seqguida, a emulsdo foi mantida
sob agitacdo severa por 12 horas para remogao
total do solvente por evaporagdo. A emulsdo
restante foi centrifugada a 10.000 x g, por 30
minutos. Ao final, a matriz polimérica,
impregnada com ibuprofeno, foi lavada em &gua

destilada por trés vezes consecutivas e congelada
a -4°C até a aplicacdo (Azevedo, 2005). A matriz
polimérica contendo o ibuprofeno foi
administrada por via SC na regido lateral do
pescoco, com a finalidade de inibir qualquer
possivel liberagdo de PGF2a nos primeiros
estagios da gestacdo, desde a inovulagdo dos
embrides até 0 mecanismo luteolitico, no 15° dia
do ciclo estral.

O diagnostico da gestacdo foi realizado 35 a 40
dias apds a inovulacdo dos embrides, por meio
ultrassonografico, utilizando um transdutor linear
5.0/7.5Mhz por via transretal.

A analise da taxa de aproveitamento foi realizada
mediante a correcdo de Yates, para verificar as
diferengas entre vacas e novilhas nas
caracteristicas: didmetro do CL, peso e condigdo
corporal. Foi realizada a analise de variancia pelo
procedimento GLM - SAS/1999 e aplicou-se 0
teste SNK (P<0,05) para comparar as médias.
Nas andlises de taxa de prenhez, qualidade do
embrido e grau de manipulagio do trato
reprodutivo, utilizou-se o teste exato de Fisher
(CHISQ/Fisher, SAS/1999)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados forneceram evidéncias de que a
sincronizacdo do estro e da ovulagdo em fémeas
da raca Nelore, utilizando-se um dispositivo
intravaginal de progesterona associado ao
benzoato de estradiol e PGF2a, proporcionou
alta taxa da ovulacdo (90% e 83,3%, vacas e
novilhas, respectivamente) determinada por
ultrassonografia, verificado pela formacdo de
CL. Das fémeas utilizadas, 78,5% das vacas e
70,0% das novilhas foram classificadas como
receptoras de embrides (Tab. 1).

Tabela 1. Taxa de aproveitamento (%) e classificacdo do didmetro do corpo lateo (CL) conforme

resposta ao protocolo de sincronizacdo do estro

Taxa de CL1

CL2 CL3

SRR aproveitamento (=13mm) (10-13mm) (<10mm) A0
Vaca 70 78,5a (55/70) 80,0% (56/70)  7,1% (5/70)  2,8% (2/70) 10,0% (7/70)
Novilha 30 70,0a (21/30) 80,0% (24/30)  3,3% (1/30) 0% 16,6% (5/30)

NO = ndo ovularam. N&o houve diferenca entre vacas e novilhas (P>0,05).

Em CL1 (>13mm), houve tendéncia de formacédo
de CL de tamanho grande (Tab. 1). Os resultados
sdo inconsistentes em relacdo aos relatados por
Demczuk et al. (1998), no qual observaram
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maior incidéncia de CL de tamanho médio
(51,6%), em relagdo aos de tamanho grande e
pequeno, 29,1% e 19,2%, respectivamente.
Coleman et al. (1987) e Spell et al. (2001)
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observaram maior formacdo de CL de tamanho
grande em receptoras de embriGes, resultados
também observados neste estudo.

Das receptoras CL1, os valores quanto aos
critérios de selegdo sdo apresentados na Tab. 2.

Foram observadas diferencas entre vacas e
novilhas, devido ao estado reprodutivo.

Em relacdo a taxa de prenhez em G1, G2 e G3,
os valores foram de 16%, 43,3% e 14,2%,
respectivamente. A diferenga entre G2, em
relagdo ao G1 e ao G3, foi significativa (Fig. 1).

Tabela 2. Valores (médiaxtEPM) do diametro do corpo liteo (CL), peso vivo e condigdo corporal das

receptoras selecionadas apds a sincronizacao do estro

Categoria Diametro do CL (mm) Peso (kg) Condigéo corporal
Vaca 17,41+0,57a 500,69+5,93a 7,47+0,48a
Novilha 15,61+0,48b 356+7,01b 6,60+0,93b

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).
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Figura 1. Taxa de prenhez de receptoras da raca Nelore conforme o grupo experimental.

Portanto, observou-se melhora de 27,3% na taxa
de prenhez do grupo ibuprofeno-IM em relagdo
ao grupo-controle, e de 29,1% em relacdo ao
grupo polimero-IB, atribuida, provavelmente, a
inibicdo da sintese de PGF2a pela agdo do
ibuprofeno e & minimizagdo dos efeitos
deletérios de PGF20 no desenvolvimento
embrionario, 0 que proporcionou, assim, maior
viabilidade ao embrido no mecanismo de
implantacdo. E importante salientar que, neste
trabalho, ndo foram quantificados os metabélitos
de PGF2a antes ou depois da inovulagdo dos
embrides, o que poderia restringir a discussdo
dos dados. No entanto, com base em estudos que
demonstraram metabdlitos de PGF2a antes e
depois da inovulacdo dos embribes (Scenna et
al., 2005) e a evidéncia das propriedades
farmacologicas do ibuprofeno em inibir a sintese
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das prostaglandinas (Elli et al., 2001), é possivel
levar em consideracdo essas abordagens no
entendimento dos resultados do presente estudo.

Acredita-se que a utilizacdo do ibuprofeno com a
finalidade de melhorar as taxas de prenhez em
programas de TE, em bovinos, é feita com a
aplicacdo do anti-inflamatério, uma Unica vez e,
no minimo, 30 minutos antes da inovulacdo dos
embrides, considerando o tempo de absorcédo e a
estabilizacdo dos niveis sanguineos requeridos.

Elli et al. (2001) avaliaram o efeito do
ibuprofeno 5mg/kg de peso vivo (IM) em
novilhas da raca Holandesa, uma hora antes da
inovulagdo dos embrides. Os embrides utilizados
correspondiam a um programa de TE
convencional e criopreservados, e a taxa de
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prenhez do grupo tratado com ibuprofeno foi
diferente (P<0,05) em relacéo ao grupo-controle,
82% Versus 56%, respectivamente,
demonstrando o efeito do ibuprofeno na melhora
das taxas de prenhez em bovinos. Da mesma
forma, Scenna et al. (2005) constataram o efeito
(P<0,05) do flunixin meglumine (FM) no
acréscimo das taxas de prenhez em vacas e
novilhas, utilizadas como receptoras de embrides
frescos ou congelados.

Os resultados deste estudo diferem dos obtidos
por McNaughtan (2004), o qual ndo encontrou
efeito significativo na aplicacdo do FM antes da
inovulagcdo dos embriGes em novilhas Hereford x
Angus, embora o presente trabalho tenha
utilizado o ibuprofeno como ferramenta
farmacologica.

Quanto a taxa de prenhez do grupo que associou
0 ibuprofeno em uma matriz polimérica
(polimero-IB), acredita-se que a desigualdade
foi, possivelmente, em relacdo ao modelo de
aplicacdo do ibuprofeno, que permite niveis
plasméticos do medicamento por longos periodos
de tempo, porém inibe qualquer atividade das
prostaglandinas, influenciando provavelmente

importantes eventos nos primeiros estadios da
gestacdo, como a vascularizacdo endometrial, a
eclosdo do blastocisto, o mecanismo de
implantacdo embrionaria (Sayre e Lewis, 1993) e
a funcionalidade do CL (Xiao et al., 1998).

Segundo Sayre e Lewis (1993) e Elli et al.
(2001), estes importantes eventos da reproducdo
sdo dependentes de varios tipos de
prostaglandinas e foram observados em varias
espécies de mamiferos, incluindo a espécie
humana e outros primatas. Portanto, diante do
apresentado, sugere-se a importancia de se
manter a atividade das prostaglandinas nos
primeiros estadios da gestacdo e de se evitar a
administracdo de anti-inflamatorios por longos
periodos de tempo apds a inovulagdo dos
embrides e até que ocorra o mecanismo de
implantacdo embrionaria.

Quanto ao efeito da qualidade do embrido sobre
a taxa de prenhez (Tab. 3), observou-se diferenca
(P<0,05) entre G2 e G1 e G3, semelhante a
tendéncia anterior em manter taxas de prenhez
dos trés grupos experimentais para 0s embrides
classificados em grau Il.

Tabela 3. Taxa de prenhez (médiatEPM) de acordo com a qualidade do embrido para cada grupo

experimental

Taxa de prenhez (%)

Grupo Taxa de Embrido grau | Embrido grau Il Embri&o grau 111
prenhez total n/n n/n
G1 - controle 16% 9,09+0,90b (1/11) 20£2,00b (1/5) 0a (0/2)
G2 — ibuprofeno-IM 43,3% 40+1,30a (6/15) 62,50+1,82a (5/8) 0a (0/3)
G3 — polimero-1B 14,2% 20+1,33b (2/10) 0b (0/5) 0a (0/3)

IB = ibuprofeno; IM = intramuscular.

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste exato de Fisher (P<0,05).

Portanto, é possivel considerar a utilizagdo do
ibuprofeno  por via intramuscular para
incrementar as taxas de prenhez de embrifes
grau I e I, principalmente, com maior aplicacéo
para embrifes grau 1, pelo fato de apresentarem
maior susceptibilidade aos efeitos deletérios de
PGF20 em relagdo aos embrides grau I. Estes
resultados sdo semelhantes aos descritos por
Scenna et al. (2005), que relataram melhor taxa
de prenhez de embrides grau Il do grupo tratado
com FM em relacdo ao grupo-controle (64,2% e
53,5%,  respectivamente). Em  trabalhos
anteriores, Elli et al. (2001), observaram
aumento consideravel nas taxas de prenhez para
ambos os graus de qualidade (I e Il) ap6s a
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administracdo de ibuprofeno, semelhante aos
resultados do presente estudo.

Com relacdo ao efeito do grau de manipulagdo
do trato reprodutivo sobre as taxas de prenhez,
observou-se diferenca (P<0,05) entre G1 e G2 ¢
G3 no grau de manipulagdo minima e entre G2 e
G1 e G3 no grau excessivo (Tab. 4). No grau 3
de manipulacdo do trato reprodutivo ocorreu no
G2 uma notavel diferenca na taxa de prenhez,
atribuida ao fato de este grupo ter recebido maior
nimero de embrides de melhor qualidade,
situacdo que refletiu nos resultados ndo
esperados desta observagéo.
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Tabela 4. Taxa de prenhez (médiatEPM) de acordo com o grau de manipula¢do do trato reprodutivo para

cada grupo experimental

Grupos de

Taxa de prenhez (%)

tratamentos N 1-minima (n) 2-moderada (n) 3-excessiva (n)
G1 - controle 25 0b (8) 33,33+1,66a (9) 12,50+1,25b (8)
G2 - ibuprofeno-IM 30 33,33%1,66a (9) 30+1,52a (10) 63,63+1,52a (11)
G3 - polimero-IB 21 25+2 50a (4) 28,57+1,84a (7) 0b (10)

IB = ibuprofeno; IM = intramuscular.

Médias seguidas por letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste exato de Fisher (P<0,05).

A avaliacdo desse pardmetro em programas de
TE poderia ser de grande importancia, pois a
maior manipula¢do do trato reprodutivo durante
a inovulacdo dos embrides, por uma transposi¢do
mais trabalhosa do aplicador pela cérvice, pode
ocasionar trauma no trato reprodutivo e
desencadear processo inflamatério local, o qual
levaria a liberagdo de PGF2a com consequente
comprometimento da gestacdo (Odensvik et al.,
1993, Elli et al., 2001; Scenna et al., 2005).
Segundo Scenna et al. (2005), a PGF2aq, ao entrar
em contato com o embrido, retarda ou bloqueia o
desenvolvimento deste, diminuindo a habilidade
de transicdo de estrutura pré-compacta a
compacta (16 para 32 células) (Scenna et al.,
2004) afetando de forma significativa a taxa de
prenhez.

Conclui-se que a administracdo de ibuprofeno,
por via intramuscular uma hora antes da
inovulacdo dos embrides, melhora a taxa de
prenhez em receptoras da raca Nelore. No
entanto, a administracdo de ibuprofeno associado
a uma matriz polimérica ndo aumenta o efeito
sobre a taxa de prenhez.
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