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Taxa de Gestacao e Niveis Plasmaticos de Progesterona, em Receptoras de Embri&o
Bovino, Tratadas com Buserelina ap6s a | novulacéo?!

Antonio Marcos Galimberti2, Francisco Aloizio Fonseca3, Manoel Carlos Couto Araujo4,
Eduardo Paulino da Costa®, Célio de Freitas®, José Domingos Guimaraes®,
Ademir de Moraes Ferreira®

RESUM O - Foram utilizadas 42 vacas ou novilhasmesti ¢as, deaptid&o | eiteira, distribuidasem doistratamentos: T, (n=22) - grupo
controle, semtratamento hormonal; T, (n=20) - grupo tratado com buserelinano quarto diaapdsatransferénciade embri&o (inovul agéo),
com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento hormonal na taxa de gestagdo e nas concentragdes plasméticas de progesterona das
receptoras de embrido bovino. As coletas de sangue para obtenc¢éo do plasma sangiiineo foram realizadas no dia dainovulac&o (dia0)
e de dois em dois dias, num total de cinco amostras por receptora. O diagndstico de gestacéo foi realizado viatransretal. O uso de um
agonistado GnRH (Buserelina) no 4° diaapdsainovul agdo ndo resultou em diferencaentre ostratamentos nataxade gestagdo. Entretanto,
os niveis de progesterona das receptoras gestantes do grupo-tratado foram maiores em comparagéo as do grupo-controle.
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Pregnancy Rate and Plasma Progester one Concentrationsin Bovine Embryo
Recipients Treated with Buserelin after Embryo Transfer

ABSTRACT - Forty-two crossbred dairy cows or heifers were randomly allocated to two treatments: T, (n=22) - control group,
without hormonal treatment; T, (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 atotal of five samples per
recipients. The pregnancy diagnosiswasrealized by transrectal way. The use of aGnRH agonist (buserelin) onthefourth day after embryo
transfer did not result on difference between treatmentsin relation to the pregnancy rate. However, the plasmalevels of progesterone

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

Key Words: bovine, buserelin, embryo transfer, progesterone, pregnancy rate

Introducao

Excluindo afalhanafertilizacéo e perdas embri-
onarias antes de seis a oito dias, os fatores que
determinam a perda ou a sobrevivéncia embrionéria
apbsainseminacao sdo similaresaguel esque operam
apos a transferéncia de embrides para as receptoras
(SREENAN e DISKIN, 1987). Segundo esses autores,
ataxa de sobrevivéncia embrionéria ap6s a transfe-
réncia de embrides pode ser influenciada por fatores
como anormalidades cromossomicas, efeito da doa-
dora, idade e qualidade dos embrides transferidos,
método e local datransferéncia, sincronia doadora -
receptora, estado nutricional e niveis séricos de

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

Procurando otimizar osresultadosdamontanatural
e dainseminacdo artificial, em vacas e/ou novilhas,
alguns pesquisadores tém usado progestageno
(KESLER, 1997) ou agonistasdo GhnRH (NAKAO et
al., 1983; MACMILLAN etal., 1986; STEVENSON
et al., 1993; SHELDON e DOBSON, 1993; MANN
e LAMMING, 1995). A morteembriondrianoinicio
dagestacao contribui parareducdo nataxade gesta-
¢aodebovinos(SREENAN eDISKIN, 1987; MANN
et a., 1995 e MANN e LAMMING, 1995). Os
indices de 45 a 55% de taxa de gestacdo para
transferénciadeembrifescongel ados(RODRIGUES,
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1992) e 62,5% para ndo congelados (RUMPF et al.,
1992) sugerem a necessidade de mai s pesquisas para
otimizar taisresultados.

O estabel ecimento da gestag@o em vacas envolve
complexaintegragdo entreo embrido, ambienteuterino
eocorpoluteo (SREENAN eDISKIN, 1987; MANN
etal., 1995; ROBERTSetal., 1996). Segundo MANN
et al. (1995), o estabel ecimento dagestacéo depende
daproducédo do anti-luteoliticointerferontrofobl astico
pelo concepto emtempo habil. A progesteronaprovoca
modificagBes no ambiente uterino, influenciando o
crescimento e desenvolvimento do concepto
(GEISERT et al., 1992), mas, deacordo com MANN
et al. (1995), o embrido pode ndo receber suficiente
estimulo, mediado pela progesterona, paraproducdo
dointerferon trofoblastico, necesséario parabloquear
odesenvolvimento do mecanismoluteol itico emanter
a gestacao.

Oestadiofisiol 6gico do Utero pode ser modificado
pela administracdo exdgena de progesterona
(LAWSON eCAHILL, 1983), hajavistao constante
uso, por muitos pesquisadores, deste horménio e/ou
de substancias luteotropicas ou anti-luteoliticas, na
tentativade aumentar ataxade sobrevivénciaembri-
onaria (LEWIS et al., 1990; STEVENSON et al.,
1993; RYAN et al., 1994).

O hormanio |utei nizante apresentamaior capaci-
dade de estimular a producdo de progesterona pelo
corpo luteo (HOYER e NISWENDER, 1986;
NISWENDER e NETT, 1988). A secrecdo de
progesterona é mantida durante o inicio dagestacéo,
principal mente pelaagdo dosfatoresanti-luteol iticos
gue protegem o corpo |iteo do processo normal de
lutedlise (HAFEZ, 1992). A progesterona é impor-
tanteno controledo mecanismo delutedlise, porinibir
o desenvolvimento dereceptoresendometriaisparaa
ocitocina (VALLET e LAMMING, 1991; LAU et
a., 1992). Em vacas com baixa concentragdo de
progesterona, esta inibicdo é menos efetiva
(LAMMING e MANN, 1993) e 0 mecanismo
luteolitico desenvol ve-se anteci padamente, proporci-
onando menor tempo parao embri&o produzir sufici-
ente interferon trofobléastico capaz de bloquear a
lutedlise. REM SEM et al. (1982) encontraram corre-
lacdo positiva entre a concentracdo de progesterona
no diadainovulac&o e a subsequente taxa de gestacéo,
emum estudo com 223 receptorasdeembriBesbovinos.

A buserelina € um composto nonapeptidico
agonista de GnRH, com aproximadamente 40 vezes
a poténcia do GnRH enddgeno (STEVEN, 1983),
capaz de alterar a funcdo ovariana, modulando as

ondas de crescimento folicular, prolongando a vida
atil docorpoliteoeaduracdodocicloestral (MILVAE
et a., 1984; TWAGIRAMUNGU et al., 1992). O
efeito priméario do GnRH é estimular a sintese e a
liberacdo do hormdnio luteinizante (LH) da hipdfise
anterior, resultando também na sintese e/ou libera-
¢do, de forma menos pronunciada, do hormdnio
foliculo estimulante (KALTENBACH et al., 1974;
STEVEN, 1983).

A ondadeL Hinduzidapelo GhRH eseusagonistas
possui acéo luteotrépica (RETTMER et al., 1992 e
MANN et al., 1995). Estes pesquisadores verificaram
aumento nos niveis séricos de progesterona, dois a
trés dias apds a aplicacdo de buserelina. Também
MILVAEetal. (1984) observaram prolongamento do
ciclo e aumento dos niveis plasmaticos de
progesterona, com aaplicacéo de buserelinaentre os
dias 9 a 12 apdbs o estro, em vacas inseminadas.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da aplicacéo
Unicade buserelina, no quarto diaapés ainovulagéo
sobre ataxade gestacdo e verificar as concentraces
plasmaticas de progesterona em receptoras de em-
brido bovino, durante o periodo de reconhecimento
materno dagestacao naespécie bovina, foi desenvol-
vido este experimento.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de 10
de julho a 30 de novembro de 1997 na Fazenda
Experimental Santa Moénica, de propriedade da
EMBRAPA - GadodeL eite, localizadano municipiode
Valenca, RJ, delatitude 22° - 21 e longitude 43° - 42.

Foram utilizadas 42 vacas e/ou novilhas mesticas
Holandés x Zebu como receptoras de embrido, com
peso corporal igual ou superior a350 kg, que tenham
apresentado atividadeciclicaregular eestrosincroni-
zado com prostaglandinaF,o. (V eteglan-luteolitico®
- Serono Ltda), em funcdo da data da coleta de
embrides. Todas as receptoras foram examinadas
por mei o devaginoscopiaepal pacaotransretal, elimi-
nando-se do programa de transferéncia de embrides
as que apresentavam infec&o uterina. As receptoras
que receberam embrides estavam com escore corporal
de3a4dnaescaladela5(WILDMAN etal., 1982).

Foram utilizadas 16 vacas da raga Gir leiteiro,
puras e registradas, como doadoras de embrides, as
quaisforam superovuladas com 400 mg de horménio
folicular estimulante (FSH-P) de origem suina(Pluset
- Serono Ltda), divididos em duas aplicacGes diarias
acada 12 horas, viaintramuscular, em doses decres-
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centes, num total de oito aplicactes durante quatro
diasseguidos. Oiniciodotratamento superovul atorio
ocorreu entreo oitavo eodécimo segundodiadociclo
estral, considerando o dia do estro como dia O e
coincidindo com a quarta e a quinta aplicagdo do
FSH-P, foi administrado, via intramuscular,
prostaglandina F,o (Veteglan-luteolitico ® Serono
Ltda) para induc&o do estro na doadora, na dose de
150 mg de D + Cloprostenol em cada uma das
duas aplicacdes.

Foram realizadas duas inseminagdes por doadora,
utilizando-se sémen de touro Holandés, sendo a pri-
meira 12 horas ap6s adoadorater sido observadaem
estro, na situagéo de parada para monta, e a segunda
12 horas apGs a primeira.

As col etas de embrides foram realizadas no sétimo
ou oitavo dias apds o estro, por método ndo-cirdrgico,
utilizando um cateter defol ey conectadoaumfiltrocom
malha de 80 micrometros. O meio utilizado foi o PBS
(Phosphate Bufered Saline) de Dulbecco e V ogt, modi-
ficado por WHITTINGHAM (1971), suplementado
com 1% de soro fetal bovino inativado.

Apos a coleta, com auxilio de microscopio
estereascopio (aumento de 10 a 40X), os embrides
foram localizados, manipulados e avaliados, sendo
classificados quanto ao estéadio de desenvolvimento,
segundo LINDNER e WRIGTH (1983), e ao aspecto
morfol gico, deacordocomKENNEDY et al. (1983).
A transferéncia dos embrides foi realizada pelo mé-
todo nao-cirdrgico, no qual os embrides foram
envasados em pal hetas de 0,25 mL e depositados no
corno uterino ipsilateral a ovulagdo, a fresco, com
auxilio de aplicador e bainhas apropriadas.

As receptoras selecionadas foram distribuidas
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 embrides transferiveis nos dias 6, 7 ou 8
do ciclo estral (dia 0 = diado estro).

Tratamento 02 (Grupo-buserelina): composto de
20 receptoras, sendo 14 vacas e seis novilhas, que
receberam embrides transferiveis nos dias 6, 7 ou 8
do ciclo estral, e aplicacdo, via intramuscular, de
10 mg de buserelina (Conceptal® - Hoechst) no
guarto dia apos ainovulagéo.

Amostras de sangue de cada receptora foram
coletadas no diadainovulagéo, e acadadoisdias até
completar cinco amostras por receptora, sendo utili-
zadostubosvacuolizadoscom anti-coagul ante heparina
(Liquemine®), pela puncdo da veia e/ou artéria
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coccigeas. Os tubos vacuolizados com as amostras
foram acondicionadas em caixa de isopor contendo
gelo, e em seguidacentrifugados a2500 rpm durante
25 minutos; o plasma assim obtido foi envasado em
tubetes de plastico com tampa, identificados com o
numero dareceptora, bem como adatae o niumero de
ordem da coleta de sangue, e conservados a 18°C até
aandlise hormonal.

As concentracdes de progesterona foram dosadas
pela técnica de radioimunoensaio (RIA), usando
metodol ogia descrita no "kit" comercial (Coat - A -
Count® Progesterone) com procedimento em fase
solida, 125l (iodoradioativo), econtador decintil agdes
gama. As analises de progesterona foram realizadas
no L aboratériodeBiofisicaeFisiologiado Institutode
CiénciasBiol6gicasdaUFMG.

O diagnostico de gestacdo foi realizado por meio
de palpacéo transretal 45 dias apds ainovul acéo.

Osresultados das andlises de progesterona de cada
grupo foram interpretados estati sticamente pel as andli-
ses de variancia e regressdo, e a taxa de gestacéo de
cada tratamento foi interpretada estatisticamente pelo
teste do qui-quadrado, segundo GOMES (1987).

Resultados e Discussao

No grupo-buserelinaconstituido de 20 receptoras,
foram observadas nove vacas e quatro novilhas ges-
tantes, em um total de 13 gestactes (65,0%) apos
tratamento com buserelina. No grupo-controle com-
posto de 22 receptoras, foram observadas 11 vacas e
trés novilhas gestantes, hum total de 14 gestaces
(63,6%). N&o houve diferenca (P>0,05) na taxa de
gestacdo; osresultados estdo apresentadosno Tabelal.

As taxas de gestacdo obtidas foram similares
aguelasobservadaspor RYAN et al. (1994) eMANN
etal. (1995), osquaisutilizaram 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 inseminacéo artificial.
Da mesma forma, BECK et al. (1994) utilizaram
10 mg de buserelina no dia 12 apds a cobricdo de
ovelhas e ndo encontraram diferenca na taxa de
gestacdo. Portanto, o uso de um agonista do GnRH
nesses casos Ndo aumentou a taxa de gestacao.

Estesresultados possivelmentepodem ser atribuidos
a um deficiente mecanismo anti-luteolitico entre o
embrido e aunidade materna, umavez que o embrido
foi retirado do interior do Utero da doadoracom 7 ou
8diasetransferido paraointerior uterino dareceptora.
Nesse sentido, FREI et al. (1989) realizaram estudo
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Tabela 1 - Nimero de receptoras de embrido bovino, gestantes e ndo-gestantes e porcentagem de gestacdo nos grupos
tratado com 10 mg de buserelina no 4° dia apos a inovulagdo 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 ndo-gestantes Porcentagem de gestacéo
Groups Pregnantsrecipients Non-pregnantsrecipients Pregnancyrate
Tratado 2 13 o7 65,0

Treated

Controle 2 1 02] 63,6

Control

gualitativo e quantitativo in vitro dasintese protéica,
em embrides bovinos até o estadio de blastocisto, e
observaram aumento dessa sintese entre 8 e 16
células (trés a cinco dias) e também aumento pro-
gressivo na taxa de incorporacéo de metionina, na
fase de 16 células até blastocisto (5 a 8 dias). Isto
demonstraqueo primeiro picodesinteseprotéicaocorre
ainda guando o embrido se encontra na doadora.

Caso as proteinas de origem embrionéria do pri-
meiro pico de sintese protéica (FREI et al., 1989),
participem do inicio ou desencadeamento do meca-
nismo de reconhecimento materno da gestacdo in
vivo, o fato de se coletarem os embrides do trato
reprodutivo da doadora e transferi-los para o das
receptoras poderia influenciar de forma negativa o
mecani smo de reconhecimento materno dagestacéo,
afetando a tecnologia de transferéncia de embrides
em bovinos, por limitar os resultados desta técnica.

As concentragdes plasméticas de progesterona
obtidas das fémeas estéo apresentadas no Tabela 2.

As concentragfes plasmaticas de progesterona
das receptoras ndo-gestantes do grupo-controle
(Figura 1) seguiram ascendentes até o 6° dia apds a
transferénciadeembrides, quando atingiramopico, e
a partir deste ponto houve declinio, o que pode ser
devido & deficiéncia na producéo de progesterona
pelo corpo luteo. Estes dados sao semel hantes agque-
les observados por MILVAE et al. (1984) e GONG
et al. (1995) paravacas ou novilhas pertencentes ao
grupo néo-tratado nos respectivos experimentos.

Ja os niveis plasmaticos de progesterona das
receptoras n&o-gestantes do grupo-tratado
(Buserelina) seguiram ascendente até o0 4° diaapés a
inovulacdo, quando atingiram o pico, e apartir deste
ponto houvedecl inio naconcentragdo de progesterona,
sugerindo deficiéncia na producéo de progesterona
pelo corpo luteo. Estes dados estéo apresentados na
Figura 1 e sdo similares aos observados por
STEVENSON et al. (1993), em vacas inseminadas

ndo-gestantes e tratadas com umaUnicadose de 8 mg
buserelina entre os dias 11 e 14 do ciclo estral.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os niveis
plasmaticos de progesterona das receptoras nao-
gestantes dos grupostratado (Buserelina) e controle.
RETTMER et al. (1992) também n&o observaram
diferenca entre as concentracfes séricas de
progesterona, em novilhasndo-gestantes, tratadas ou
n&o com 200 mg de acetato defertirelinaentreosdias
11 e13 do ciclo estral (dia 0 = dia do estro).

Observou-se aumento linear nos niveis
plasmaticos de progesterona, das receptoras gestan-
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Figura 1 - Concentrac¢des plasmaticas de progesterona nas
receptoras de embrido bovino ndo-gestantes do
grupo-controle e do grupo-tratado com 10 mg de
buserelina no 4° dia ap6s a inovulacéo.

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.
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Tabela 2 - Médias e desvios-padrdo das concentragBes plasmaticas de progesterona (ng/mL), nas receptoras de embriéo
bovino, gestantes e ndo-gestantes no grupo tratado com 10 mg de buserelina no 4° dia ap6s a inovulagéo 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 + SD.
Grupo-tratado (Buserelina)
Treated group (Buserelin)

0 4,10£2,15

2 535+151
Receptoras gestantes 4 6,13+1,68
Pregnantsrecipients 6 6,95+1,91

8 751+2,32
Média 6,01+2,23
Mean

0 4,03+£2,77

2 4,04+3,12
Receptoras ndo-gestantes 4 6,48+4,59
Non-pregnantsrecipients 6 3,73£3,35

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

0 342+1,12

2 4,81+1,30
Receptoras gestantes 4 5,73+1,65
Pregnantsrecipients 6 6,02+2,04

8 6,48+1,93
Média 529+1,94
Mean

0 2,75£1,26

2 467+1,32
Receptoras ndo-gestantes 4 515+1,26
Non-pregnantsreci pients 6 6,06+2,39

8 547+4,22
Média 4,82+253
Mean

* Dia 0 = dia da inovulag&o.

DP = desvio-padrao.

*Day 0 = day of the embryo transfer.
SD = standard deviation.

tes do grupo-controle (Figura 2). Este acréscimo foi
significativo em funcédo dos dias de col eta de sangue
(0, 2, 4, 6 e 8; sendo dia 0 = dia da inovulag&o) e
explicado pelaequagdo linear Y = 0,3668x + 1,2596
com R2 = 0,92 (P<0,001).

Também foi observado aumento linear nosniveis
plasmaticos de progesterona das receptoras gestan-
tes do grupo-tratado (Buserelina, Figura 2). Este
acréscimo foi significativo em funcdo dos dias de
coleta de sangue (0, 2, 4, 6 e 8; sendo dia0 = diada
inovulagdo) eexplicado pelaequacdolinear Y =0,4215x
+1,3738 com R2 = 0,98 (P<0,0001).

A concentracdo plasmatica de progesterona do
grupo-tratado (Buserelina) foi maior (P<0,05) queos

niveis plasmaticos deste horménio apresentado pelo
grupo-controle (Figura2).

Observagbes 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 O = dia do estro), e
similarestambém aosdadosobtidospor RYAN etal.
(1994), que utilizaram 10 mg de buserelina, nodial2
apos a inseminacéo artificial de vacas leiteiras
(dia 0 = dia do estro).

HARVEY et al. (1994) e MANN e LAMMING
(1995) sugerem que 0 aumento Nos niveis séricos de
progesterona em vacas tratadas com 10 mg de
buserelina, entre os dias 11 e 13 do ciclo estral, é
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Y=0,4215x+1,3738
R?=0,98

4 Y=0,3668x+1,2596
R?=0,92

Progesterona (ng/mL)
Progesterone (ng/mL)

0 2 4 6 8
Dias apés a involucdo*
Days after embryo transfer*

—m— Controle / Control
Linear (Controle / Control)

—a— Buserelina /Buserelin

Linear (Buserelina / Buserelin)

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

Figura 2 - Curvas de regressao linear das concentragfes
plasméaticas de progesterona nas receptoras de
embrido bovino gestantes, dos grupos controle
e tratado com 10 mg de buserelina, no 4° dia
apos a inovulagdo, em funcdo 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.

devido ao efeito |uteotrépico dabuserelinasobre o
corpo luteo e aformacgéo do corpo |Gteo acessorio
emalgunsanimaistratados. Segundo THATCHER
et al. (1989), o aumento no numero de foliculos
"nublados", observado pelaultra-sonografiaapés o
tratamento com 10 mg de buserelina, entre os dias
11 e 13 do ciclo, sugere a formacéo de foliculos
luteinizados e produtores de progesterona. Este
fato corrobora os achados de RY AN et al. (1994),
0s quais sugerem que a liberacdo de hormonio
luteinizante (LH) da hipdéfise anterior, causada
pela administrac&o de 10 mg de buserelina no dia
12 do ciclo estral de vacasinseminadas, provavel-
menterecrutamaior nimero de célulasdagranul osa
para a producdo de progesterona, acarretando
aumento nos niveis séricos de progesterona nas
vacas e/ou novilhas tratadas.

O pico de liberag&o de horménio luteinizante
(LH) foi também observado por STEVENSON et
al. (1993) apdsadministracéo de 8 mg de buserelina
entre os dias 11 e 14 do ciclo estral de vacas
inseminadas. Estes pesquisadores observaram au-
mento nos niveis séricosde progesteronado grupo-

tratado, o quereforgaahipotese de luteinizagéo de
foliculos e, assim, aumento na secrecdo de
progesterona, refletindo nos niveis plasméticos de
progesterona do grupo-tratado com buserelina.

Conclusdes

N&o seobservou efeito dautilizagéo debuserelina
sobre o0 percentual de gestacdo de receptoras de
embri&o bovino.

O uso de uma unicadose de buserelinaaumentou
osniveis plasmaticos de progesteronanas receptoras
gestantes do grupo tratado em comparagdo as do
grupo controle.
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