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RESUMO - Foram utilizadas 42 vacas ou novilhas mestiças, de aptidão leiteira, distribuídas em dois tratamentos: T1 ( n=22 ) - grupo

controle, sem tratamento hormonal; T2 (n=20) - grupo tratado com buserelina no quarto dia após a transferência de embrião (inovulação),

com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento hormonal na taxa de gestação e nas concentrações plasmáticas de progesterona das

receptoras de embrião bovino. As coletas de sangue para obtenção do plasma sangüíneo foram realizadas no dia da inovulação (dia 0)

e de dois em dois dias, num total de cinco amostras por receptora. O diagnóstico de gestação foi realizado via transretal. O uso de um

agonista do GnRH (Buserelina) no 4º dia após a inovulação não resultou em diferença entre os tratamentos na taxa de gestação. Entretanto,

os níveis de progesterona das receptoras gestantes do grupo-tratado foram maiores em comparação às do grupo-controle.
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Pregnancy Rate and Plasma Progesterone Concentrations in Bovine Embryo
Recipients Treated with Buserelin after Embryo Transfer

ABSTRACT - Forty-two crossbred dairy cows or heifers were randomly allocated to two treatments: T1 (n=22) - control group,

without hormonal treatment; T2 (n=20) - treated group with buserelin in the fourth day after embryo transfer, to evaluate the effect of

hormonal treatment on the pregnancy rate and plasma concentrations of progesterone in bovine embryo recipients. Blood collection

samples for plasma obtainment were realized on day of embryo transfer (day 0) and every other day, in a total of five samples per

recipients. The pregnancy diagnosis was realized by transrectal way. The use of a GnRH agonist (buserelin) on the fourth day after embryo

transfer did not result on difference between treatments in relation to the pregnancy rate. However, the plasma levels of progesterone

of pregnant recipients of the treated group were greater as compared with those of the control group.
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Introdução

Excluindo a falha na fertilização e perdas embri-
onárias antes de seis a oito dias, os fatores que
determinam a perda ou a sobrevivência embrionária
após a inseminação são similares àqueles que operam
após a transferência de embriões para as receptoras
(SREENAN e DISKIN, 1987). Segundo esses autores,
a taxa de sobrevivência embrionária após a transfe-
rência de embriões pode ser influenciada por fatores
como anormalidades cromossômicas, efeito da doa-
dora, idade e qualidade dos embriões transferidos,
método e local da transferência, sincronia doadora -
receptora, estado nutricional e níveis séricos de

progesterona na receptora, bem como o estresse
calórico (HANSEN e EALY, 1991).

Procurando otimizar os resultados da monta natural
e da inseminação artificial, em vacas e/ou novilhas,
alguns pesquisadores têm usado progestágeno
(KESLER, 1997) ou agonistas do GnRH (NAKAO et
al., 1983; MACMILLAN et al., 1986; STEVENSON
et al., 1993; SHELDON e DOBSON, 1993; MANN
e LAMMING, 1995). A morte embrionária no início
da gestação contribui para redução na taxa de gesta-
ção de bovinos (SREENAN e DISKIN, 1987; MANN
et al., 1995 e MANN e LAMMING, 1995). Os
índices de 45 a 55% de taxa de gestação para
transferência de embriões congelados (RODRIGUES,
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1992) e 62,5% para não congelados (RUMPF et al.,
1992) sugerem a necessidade de mais pesquisas para
otimizar tais resultados.

O estabelecimento da gestação em vacas envolve
complexa integração entre o embrião, ambiente uterino
e o corpo lúteo (SREENAN e DISKIN, 1987; MANN
et al., 1995; ROBERTS et al., 1996). Segundo MANN
et al. (1995), o estabelecimento da gestação depende
da produção do anti-luteolítico interferon trofoblástico
pelo concepto em tempo hábil. A progesterona provoca
modificações no ambiente uterino, influenciando o
crescimento e desenvolvimento do concepto
(GEISERT et al., 1992), mas, de acordo com MANN
et al. (1995), o embrião pode não receber suficiente
estímulo, mediado pela progesterona, para produção
do interferon trofoblástico, necessário para bloquear
o desenvolvimento do mecanismo luteolítico e manter
a gestação.

O estádio fisiológico do útero pode ser modificado
pela administração exógena de progesterona
(LAWSON e CAHILL, 1983), haja vista o constante
uso, por muitos pesquisadores, deste hormônio e/ou
de substâncias luteotrópicas ou anti-luteolíticas, na
tentativa de aumentar a taxa de sobrevivência embri-
onária (LEWIS et al., 1990; STEVENSON et al.,
1993; RYAN et al., 1994).

O hormônio luteinizante apresenta maior capaci-
dade de estimular a produção de progesterona pelo
corpo lúteo (HOYER e NISWENDER, 1986;
NISWENDER e NETT, 1988). A secreção de
progesterona é mantida durante o início da gestação,
principalmente pela ação dos fatores anti-luteolíticos
que protegem o corpo lúteo do processo normal de
luteólise (HAFEZ, 1992). A progesterona é impor-
tante no controle do mecanismo de luteólise, por inibir
o desenvolvimento de receptores endometriais para a
ocitocina (VALLET e LAMMING, 1991; LAU et
al., 1992). Em vacas com baixa concentração de
progesterona, esta inibição é menos efetiva
(LAMMING e MANN, 1993) e o mecanismo
luteolítico desenvolve-se antecipadamente, proporci-
onando menor tempo para o embrião produzir sufici-
ente interferon trofoblástico capaz de bloquear a
luteólise. REMSEM et al. (1982) encontraram corre-
lação positiva entre a concentração de progesterona
no dia da inovulação e a subsequente taxa de gestação,
em um estudo com 223 receptoras de embriões bovinos.

A buserelina é um composto nonapeptídico
agonista de GnRH, com aproximadamente 40 vezes
a potência do GnRH endógeno (STEVEN, 1983),
capaz de alterar a função ovariana, modulando as

ondas de crescimento folicular, prolongando a vida
útil do corpo lúteo e a duração do ciclo estral (MILVAE
et al., 1984; TWAGIRAMUNGU et al., 1992). O
efeito primário do GnRH é estimular a síntese e a
liberação do hormônio luteinizante (LH) da hipófise
anterior, resultando também na síntese e/ou libera-
ção, de forma menos pronunciada, do hormônio
folículo estimulante (KALTENBACH et al., 1974;
STEVEN, 1983).

A onda de LH induzida pelo GnRH e seus agonistas
possui ação luteotrópica (RETTMER et al., 1992 e
MANN et al., 1995). Estes pesquisadores verificaram
aumento nos níveis séricos de progesterona, dois a
três dias após a aplicação de buserelina. Também
MILVAE et al. (1984) observaram prolongamento do
ciclo e aumento dos níveis plasmáticos de
progesterona, com a aplicação de buserelina entre os
dias 9 a 12 após o estro, em vacas inseminadas.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da aplicação
única de buserelina, no quarto dia após a inovulação
sobre a taxa de gestação e verificar as concentrações
plasmáticas de progesterona em receptoras de em-
brião bovino, durante o período de reconhecimento
materno da gestação na espécie bovina, foi desenvol-
vido este experimento.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no período de 10
de julho a 30 de novembro de 1997 na Fazenda
Experimental Santa Mônica, de propriedade da
EMBRAPA - Gado de Leite, localizada no município de
Valença, RJ, de latitude 22º - 21 e longitude 43º - 42.

Foram utilizadas 42 vacas e/ou novilhas mestiças
Holandês x Zebu como receptoras de embrião, com
peso corporal igual ou superior a 350 kg , que tenham
apresentado atividade cíclica regular e estro sincroni-
zado com prostaglandina F2α (Veteglan-luteolítico
- Serono Ltda), em função da data da coleta de
embriões. Todas as receptoras foram examinadas
por meio de vaginoscopia e palpação transretal, elimi-
nando-se do programa de transferência de embriões
as que apresentavam infeção uterina. As receptoras
que receberam embriões estavam com escore corporal
de 3 a 4 na escala de 1 a 5 (WILDMAN et al., 1982).

Foram utilizadas 16 vacas da raça Gir leiteiro,
puras e registradas, como doadoras de embriões, as
quais foram superovuladas com 400 mg de hormônio
folicular estimulante (FSH-P) de origem suína (Pluset
- Serono Ltda), divididos em duas aplicações diárias
a cada 12 horas, via intramuscular, em doses decres-
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centes, num total de oito aplicações durante quatro
dias seguidos. O início do tratamento superovulatório
ocorreu entre o oitavo e o décimo segundo dia do ciclo
estral, considerando o dia do estro como dia 0 e
coincidindo com a quarta e a quinta aplicação do
FSH-P, foi administrado, via intramuscular,
prostaglandina F2α (Veteglan-luteolítico  Serono
Ltda) para indução do estro na doadora, na dose de
150 mg de D + Cloprostenol em cada uma das
duas aplicações.

Foram realizadas duas inseminações por doadora,
utilizando-se sêmen de touro Holandês, sendo a pri-
meira 12 horas após a doadora ter sido observada em
estro, na situação de parada para monta, e a segunda
12 horas após a primeira.

As coletas de embriões foram realizadas no sétimo
ou oitavo dias após o estro, por método não-cirúrgico,
utilizando um cateter de foley conectado a um filtro com
malha de 80 micrometros. O meio utilizado foi o PBS
(Phosphate Bufered Saline) de Dulbecco e Vogt, modi-
ficado por WHITTINGHAM (1971), suplementado
com 1% de soro fetal bovino inativado.

Após a coleta, com auxílio de microscópio
estereoscópio (aumento de 10 a 40X), os embriões
foram localizados, manipulados e avaliados, sendo
classificados quanto ao estádio de desenvolvimento,
segundo LINDNER e WRIGTH (1983), e ao aspecto
morfológico, de acordo com KENNEDY et al. (1983).
A transferência dos embriões foi realizada pelo mé-
todo não-cirúrgico, no qual os embriões foram
envasados em palhetas de 0,25 mL e depositados no
corno uterino ipsilateral à ovulação, a fresco, com
auxílio de aplicador e bainhas apropriadas.

As receptoras selecionadas foram distribuídas
em um delineamento inteiramente casualizado com
dois tratamentos sendo:

Tratamento 01 (Grupo-controle): composto de 22
receptoras, sendo 18 vacas e quatro novilhas, que
receberam embriões transferíveis nos dias 6, 7 ou 8
do ciclo estral (dia 0 = dia do estro).

Tratamento 02 (Grupo-buserelina): composto de
20 receptoras, sendo 14 vacas e seis novilhas, que
receberam embriões transferíveis nos dias 6, 7 ou 8
do ciclo estral, e aplicação, via intramuscular, de
10 mg de buserelina (Conceptal - Hoechst) no
quarto dia após a inovulação.

Amostras de sangue de cada receptora foram
coletadas no dia da inovulação, e a cada dois dias até
completar cinco amostras por receptora, sendo utili-
zados tubos vacuolizados com anti-coagulante heparina
(Liquemine), pela punção da veia e/ou artéria

coccígeas. Os tubos vacuolizados com as amostras
foram acondicionadas em caixa de isopor contendo
gelo, e em seguida centrifugados a 2500 rpm durante
25 minutos; o plasma assim obtido foi envasado em
tubetes de plástico com tampa, identificados com o
número da receptora, bem como a data e o número de
ordem da coleta de sangue, e conservados a 18ºC até
a análise hormonal.

As concentrações de progesterona foram dosadas
pela técnica de radioimunoensaio (RIA), usando
metodologia descrita no "kit" comercial (Coat - A -
Count Progesterone) com procedimento em fase
sólida, 125I (iodo radioativo), e contador de cintilações
gama. As análises de progesterona foram realizadas
no Laboratório de Biofísica e Fisiologia do Instituto de
Ciências Biológicas da UFMG.

O diagnóstico de gestação foi realizado por meio
de palpação transretal 45 dias após a inovulação.

Os resultados das análises de progesterona de cada
grupo foram interpretados estatisticamente pelas análi-
ses de variância e regressão, e a taxa de gestação de
cada tratamento foi interpretada estatisticamente pelo
teste do qui-quadrado, segundo GOMES (1987).

Resultados e Discussão

No grupo-buserelina constituído de 20 receptoras,
foram observadas nove vacas e quatro novilhas ges-
tantes, em um total de 13 gestações (65,0%) após
tratamento com buserelina. No grupo-controle com-
posto de 22 receptoras, foram observadas 11 vacas e
três novilhas gestantes, num total de 14 gestações
(63,6%). Não houve diferença (P>0,05) na taxa de
gestação; os resultados estão apresentados no Tabela 1.

As taxas de gestação obtidas foram similares
àquelas observadas por RYAN et al. (1994) e MANN
et al. (1995), os quais utilizaram 10 mg de buserelina,
entre os dias 11 e 13 do ciclo estral (dia 0 = dia do
estro) de vacas e/ou novilhas, de rebanhos leiteiros
comerciais que utilizavam a inseminação artificial.
Da mesma forma, BECK et al. (1994) utilizaram
10 mg de buserelina no dia 12 após a cobrição de
ovelhas e não encontraram diferença na taxa de
gestação. Portanto, o uso de um agonista do GnRH
nesses casos não aumentou a taxa de gestação.

Estes resultados possivelmente podem ser atribuídos
a um deficiente mecanismo anti-luteolítico entre o
embrião e a unidade materna, uma vez que o embrião
foi retirado do interior do útero da doadora com 7 ou
8 dias e transferido para o interior uterino da receptora.
Nesse sentido, FREI et al. (1989) realizaram estudo
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qualitativo e quantitativo in vitro da síntese protéica,
em embriões bovinos até o estádio de blastocisto, e
observaram aumento dessa síntese entre 8 e 16
células (três a cinco dias) e também aumento pro-
gressivo na taxa de incorporação de metionina, na
fase de 16 células até blastocisto (5 a 8 dias). Isto
demonstra que o primeiro pico de síntese protéica ocorre
ainda quando o embrião se encontra na doadora.

Caso as proteínas de origem embrionária do pri-
meiro pico de síntese protéica (FREI et al., 1989),
participem do início ou desencadeamento do meca-
nismo de reconhecimento materno da gestação in
vivo, o fato de se coletarem os embriões do trato
reprodutivo da doadora e transferi-los para o das
receptoras poderia influenciar de forma negativa o
mecanismo de reconhecimento materno da gestação,
afetando a tecnologia de transferência de embriões
em bovinos, por limitar os resultados desta técnica.

As concentrações plasmáticas de progesterona
obtidas das fêmeas estão apresentadas no Tabela 2.

As concentrações plasmáticas de progesterona
das receptoras não-gestantes do grupo-controle
(Figura 1) seguiram ascendentes até o 6º dia após a
transferência de embriões, quando atingiram o pico, e
a partir deste ponto houve declínio, o que pode ser
devido à deficiência na produção de progesterona
pelo corpo lúteo. Estes dados são semelhantes àque-
les observados por MILVAE et al. (1984) e GONG
et al. (1995) para vacas ou novilhas pertencentes ao
grupo não-tratado nos respectivos experimentos.

Já os níveis plasmáticos de progesterona das
receptoras não-gestantes do grupo-tratado
(Buserelina) seguiram ascendente até o 4º dia após a
inovulação, quando atingiram o pico, e a partir deste
ponto houve declínio na concentração de progesterona,
sugerindo deficiência na produção de progesterona
pelo corpo lúteo. Estes dados estão apresentados na
Figura 1 e são similares aos observados por
STEVENSON et al. (1993), em vacas inseminadas

Tabela 1 - Número de receptoras de embrião bovino, gestantes e não-gestantes e porcentagem de gestação nos grupos
tratado com 10 mg de buserelina no 4º dia após a inovulação e controle

Table 1 - Number of bovine embryo recipients, pregnants and non-pregnants and percentage of pregnancy in the treated group with 10 mg
of buserelin in the fourth day after embryo transfer and in the control group

Grupos n Receptoras gestantes Receptoras não-gestantes Porcentagem de gestação
Groups  Pregnants recipients Non-pregnants recipients Pregnancy rate

Tratado 20 13 07 65,0
Treated
Controle 22 14 08 63,6
Control

não-gestantes e tratadas com uma única dose de 8 mg
buserelina entre os dias 11 e 14 do ciclo estral.

Não houve diferença (P>0,05) entre os níveis
plasmáticos de progesterona das receptoras não-
gestantes dos grupos tratado (Buserelina) e controle.
RETTMER et al. (1992) também não observaram
diferença entre as concentrações séricas de
progesterona, em novilhas não-gestantes, tratadas ou
não com 200 mg de acetato de fertirelina entre os dias
11 e 13 do ciclo estral (dia 0 = dia do estro).

Observou-se aumento linear nos níveis
plasmáticos de progesterona, das receptoras gestan-
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Figura 1 - Concentrações plasmáticas de progesterona nas
receptoras de embrião bovino não-gestantes do
grupo-controle e do grupo-tratado com 10 mg de
buserelina no 4º dia após a inovulação.

Figure 1 - Plasma concentrations of progesterone on non-
pregnants bovine embryo recipients of the control
group and treated group with 10 mg of buserelin in the
fourth day after embryo transfer.

* Dia 0 = dia da inovulação.
* Day 0 = day of the embryo transfer.
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tes do grupo-controle (Figura 2). Este acréscimo foi
significativo em função dos dias de coleta de sangue
(0, 2, 4, 6 e 8; sendo dia 0 = dia da inovulação) e
explicado pela equação linear Y= 0,3668x + 1,2596
com R2 = 0,92 (P<0,001).

Também foi observado aumento linear nos níveis
plasmáticos de progesterona das receptoras gestan-
tes do grupo-tratado (Buserelina, Figura 2). Este
acréscimo foi significativo em função dos dias de
coleta de sangue (0, 2, 4, 6 e 8; sendo dia 0 = dia da
inovulação) e explicado pela equação linear Y= 0,4215x
+ 1,3738 com R2 = 0,98 (P<0,0001).

A concentração plasmática de progesterona do
grupo-tratado (Buserelina) foi maior (P<0,05) que os

níveis plasmáticos deste hormônio apresentado pelo
grupo-controle (Figura 2).

Observações similares foram realizadas por
STEVENSON et al. (1993), que utilizaram 8 mg de
buserelina, entre os dias 11 e 14 do ciclo estral de
vacas leiteiras inseminadas (dia 0 = dia do estro), e
similares também aos dados obtidos por  RYAN et al.
(1994), que utilizaram 10 mg de buserelina, no dia 12
após a inseminação artificial de vacas leiteiras
(dia 0 = dia do estro).

HARVEY et al. (1994) e MANN e LAMMING
(1995) sugerem que o aumento nos níveis séricos de
progesterona em vacas tratadas com 10 mg de
buserelina, entre os dias 11 e 13 do ciclo estral, é

Tabela 2 - Médias e desvios-padrão das concentrações plasmáticas de progesterona (ng/mL), nas receptoras de embrião
bovino, gestantes e não-gestantes no grupo tratado com 10 mg de buserelina no 4o dia após a inovulação e controle

Table  2  - Means and standard deviations of the plasma progesterone concentrations (ng/mL) in pregnants and non-pregnants bovine
embryo recipients in the treated group with 10 mg of buserelin in the fourth day after embryo transfer and control group

Componente Dias* Progesterona (ng/mL) Média ± D.P.
Component Days* Progesterone (ng/mL) Mean ± S.D.

Grupo-tratado (Buserelina)
Treated group (Buserelin)

0 4,10 ± 2,15
2 5,35 ± 1,51

Receptoras gestantes 4 6,13 ± 1,68
Pregnants recipients 6 6,95 ± 1,91

8 7,51 ± 2,32
Média 6,01 ± 2,23
Mean

0 4,03 ± 2,77
2 4,04 ± 3,12

Receptoras não-gestantes 4 6,48 ± 4,59
Non-pregnants recipients 6 3,73 ± 3,35

8 3,17 ± 3,11
Média
Mean 4,29 ± 3,44
Grupo-controle
Control group

0 3,42 ± 1,12
2 4,81 ± 1,30

Receptoras gestantes 4 5,73 ± 1,65
Pregnants recipients 6 6,02 ± 2,04

8 6,48 ± 1,93
Média 5,29 ± 1,94
Mean

0 2,75 ± 1,26
2 4,67 ± 1,32

Receptoras não-gestantes 4 5,15 ± 1,26
Non-pregnants recipients 6 6,06 ± 2,39

8 5,47 ± 4,22
Média 4,82 ± 2,53
Mean

* Dia 0 = dia da inovulação.
DP = desvio-padrão.
* Day 0 = day of the embryo transfer.
SD = standard deviation.
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tratado, o que reforça a hipótese de luteinização de
folículos e, assim, aumento na secreção de
progesterona, refletindo nos níveis plasmáticos de
progesterona do grupo-tratado com buserelina.

Conclusões

Não se observou efeito da utilização de buserelina
sobre o percentual de gestação de receptoras de
embrião bovino.

O uso de uma única dose de buserelina aumentou
os níveis plasmáticos de progesterona nas receptoras
gestantes do grupo tratado em comparação às do
grupo controle.
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Figura 2 - Curvas de regressão linear das concentrações
plasmáticas de progesterona nas receptoras de
embrião bovino gestantes, dos grupos controle
e tratado com 10 mg de buserelina, no 4º dia
após a inovulação, em função dos dias de coleta
de sangue.

Figure 2 - Linear regression curves of plasma progesterone
concentrations on pregnants bovine embryo recipients
of the treated group with 10 mg of buserelin, in the fourth
day after embryo transfer and of the control group in
function of the blood collection days.

* Dia 0 = dia da inovulação.
* Day 0 = day of the embryo transfer.

devido ao efeito luteotrópico da buserelina sobre o
corpo lúteo e a formação do corpo lúteo acessório
em alguns animais tratados. Segundo THATCHER
et al. (1989), o aumento no número de folículos
"nublados", observado pela ultra-sonografia após o
tratamento com 10 mg de buserelina, entre os dias
11 e 13 do ciclo, sugere a formação de folículos
luteinizados e produtores de progesterona. Este
fato corrobora os achados de RYAN et al. (1994),
os quais sugerem que a liberação de hormônio
luteinizante (LH) da hipófise anterior, causada
pela administração de 10 mg de buserelina no dia
12 do ciclo estral de vacas inseminadas, provavel-
mente recruta maior número de células da granulosa
para a produção de progesterona, acarretando
aumento nos níveis séricos de progesterona nas
vacas e/ou novilhas tratadas.

O pico de liberação de hormônio luteinizante
(LH) foi também observado por STEVENSON et
al. (1993) após administração de 8 mg de buserelina
entre os dias 11 e 14 do ciclo estral de vacas
inseminadas. Estes pesquisadores observaram au-
mento nos níveis séricos de progesterona do grupo-
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