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RESUMO

Objetivou-se determinar o efeito do flunixin
meglumine sobre a taxa de concepgdo de
receptoras de embrides bovinos com ou sem
dificuldade de transposig@o cervical na inovulaggo.
As receptoras foram distribuidas em quatro grupos
experimentais de acordo a dificuldade ou ndo de
transposi¢do cervical e tratamento ou ndo com
flunixin meglumine. Desta forma, os grupos
experimentais foram denominados: Niao tratadas
com flunixin meglumine e sem dificuldade de
transposi¢do cervical (S/FM-CF, n=184), nao
tratadas com flunixin meglumine e com
dificuldade de transposicao cervical (S/FM-CD,
n=58), tratadas com flunixin meglumine e sem
dificuldade de transposi¢do cervical (C/FM-CF,
n=38) e tratadas com flunixin meglumine e com
dificuldade de transposi¢do cervical (C/FM-CD,
n=57). As receptoras tratadas com flunixin
meglumine receberam uma aplicagdo de 500mg de
flunixin meglumine i.m. (DESFLAN, Ouro Fino,
Sao Paulo, Brasil) imediatamente ap6s as
inovulagdes, enquanto os animais nao tratados
receberam & aplicacao de 10 mL de solugdo salina
fisiologica i.m. A taxa de concepcdo média foi de
51,93%, ja as taxas de concepgdo dos grupos
S/FM-CF, S/FM-CD, C/FM-CF e C/FM-CD
foram, respectivamente, de 54,35; 36,21; 50,00 e
61,40%. Verificou-se taxa de concepgdo
significativamente inferior (P=0,007) para as
receptoras do grupo S/FM-CD. Os resultados
demonstram que o uso do flunixin meglumine
pode ser util em receptoras com dificuldade de
transposigdo cervical, proporcionando o controle
do fendmeno de regressao lutea precoce.

Palavras-chave: corpo luteo, inovulagao,
transferéncia de embrides

SUMMARY

The aim of this study was to determine the effect of
flunixin meglumine on conception rate of bovine
embryo recipients with or without difficulty of
implementation of the cervix at inovulation. The
superovulation and synchronization of donors and
recipients were done for this purpose. The recipients
were divided into four groups according to difficulty
or not for cervical implementation and being treated
or not with flunixin meglumine. Thus, experimental
groups were named: Not treated with flunixin
meglumine and without difficulty of cervical
implementation (S/FM-CF, n=184), not treated with
flunixin meglumine and with difficulty of cervical
implementation (S/FM-CD, n=58), treated with
flunixin meglumine and without difficulty of
cervical implementation (C/FM-CF, n=38), and
treated with flunixin meglumine and with difficulty
of cervical implementation (C/FM-CD, n=57). The
recipients treated with flunixin meglumine received
an application of 500mg flunixin meglumine im
(DESFLAN, Ouro Fino, Sao Paulo, Brazil)
immediately after the inovulations, while the
animals untreated received the application of 10mL
of saline solution im. The conception rates average
was 51.93%, since the conception rates of the
groups S/FM-CF, S/FM-CD, C/FM-CF and C/FM-
CD were, respectively, 54.35, 36.21, 50.00 and
61.40%. These results demonstrated a conception
rate significantly lower (P=0.007) for recipients
from the group S/FM-CD. The results showed that
the use of the flunixin meglumine can be helpful in
recipients with difficult of implementation of the
cervix, providing the control of the phenomenon of
early luteal regression.

Keyswords: corpus luteum, inovulation,
embryo transfer
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INTRODUCAO

A transferéncia de embrides ¢ uma
importante biotecnologia empregada
para a multiplicacio de animais
de elevado potencial genético (VIANA
& CAMARGO, 2007). Em um
programa de transferéncia de embrides
ndo cirurgica, os ovarios da receptora
sdo palpados por via transretal para a
identificacdo e localizagao de um corpo
luteo (LEAL et al., 2009). O embrido ¢
entdo, depositado no corno uterino
ipsilateral aquele que contém o corpo
Iateo. Para tal, deve-se realizar o
cateterismo cervical com o inovulador.
A manipulacdo uterina pode desencadear
a liberacdo de prostaglandina F2a
(PGF2a) pelo endométrio (SCENNA et
al., 2005; LOONEY et al., 2006). Isto
exerce um efeito direto sobre as taxas de
concep¢do das receptoras, que sdo
inversamente proporcionais ao tempo
requerido para a deposi¢ao do embrido no
utero (SCHRICK et al., 2003).

Dentre as diversas condi¢cdes que
podem afetar o sucesso reprodutivo, o
reconhecimento materno da gestagdo
constitui um dos pontos cruciais. O
reconhecimento ocorre no periodo de
peri-implantagdo e pode representar de
30 a 40% das perdas embriondarias nas
fémeas bovinas (HUMBLOT, 2001;
SANTOS et al., 2004).

Uma grande porcentagem de embrides ¢
perdida entre os dias oito e 16
da gestacdo, periodo de elongacdo
do concepto e reconhecimento materno
da gestacdo, no qual ¢ essencial
a manutencdo do corpo luteo
(DISKIN & SREENAN, 1980). As
transferéncias dos  embrides  sdo
realizadas imediatamente antes deste
periodo e, desta forma, o mecanismo
luteolitico necessita ser bloqueado para
permitir o estabelecimento da gestagdo
(MANN et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2008).

Uma estratégia atualmente estudada
para prevenir a perda embrionaria ¢ a
utilizagdo de um inibidor da sintese de
PGF2a (ELLI et al., 2001; BINELLI et
al., 2005; NARVAEZ et al, 2010).
Alguns estudos mostram que o flunixin
meglumine ¢ uma droga eficiente na
inibicdo da produgdo de PGF2a pelo
lumen uterino (SCHRICK et al., 2001;
PURCELL et al., 2005). Em bovinos,
ainda existem poucos estudos com a
utilizacdo de inibidores da sintese de
PGF2a na transferéncia de embrides,
especialmente em condi¢dao de campo.
Assim, o trabalho foi desenvolvido com
o objetivo de determinar o efeito do
flunixin meglumine sobre a taxa de
concepcdo de receptoras de embrides
bovinos com ou sem dificuldade de
transposic¢ao cervical na inovulagao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na
empresa Agropecuaria Chapadao Ltda,
localizada no municipio de Nova
Redeng¢do, BA, no periodo de janeiro de
2006 a janeiro de 2007. Foram
realizadas 52 colheitas de embrides em
doadoras da raga Nelore e foram
utilizadas 337 novilhas cruzadas
Bos taurus taurus x Bos taurus indicus
como receptoras. Esses animais foram
mantidos em piquetes de capim
Brachiara Decumbens, com agua e
sal mineral ad [ibitum. As novilhas
utilizadas tinham idade variando entre
1,8 a 3,2 anos, pesavam entre 315 a
440kg e apresentavam indice de escore
corporal entre 2,5 a 3,5 (escala de 1 a
5). Esses animais foram submetidos ao
exame clinico-ginecologico com o
proposito de certificar a capacidade dos
mesmos em responderem ao protocolo
de sincronizacao.

O tratamento hormonal das doadoras foi
iniciado em estagio aleatério do ciclo
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estra, no dia denominado como
Dia zero, em que as mesmas tiveram a
onda folicular sincronizada por um
dispositivo intravaginal de progesterona
(DIB, Shering Plough, Sao Paulo,
Brasil), associado a 2mg de Benzoato
de Estradiol intramuscular (i.m.)
(Gonadiol, Shering Plough, Sao Paulo,
Brasil). A superestimulagdo ovariana foi
realizada com 250Ul de FSH extraido
de hipofise suina (Pluset, Hertape-
Calier, Sao Paulo, Brasil) em oito
doses decrescentes i.m., de 12 em 12
horas, a partir do Dia quatro. No
Dia seis, pela manha, administrou-se
500pg de Cloprostenol i.m. (Ciosin,
Shering Plough, Sao Paulo, Brasil).
Os dispositivos foram retirados no Dia
sete, 24 horas apo6s a aplicacdo do
Cloprostenol. As ovulagdes foram
induzidas com administragdo de 100ug
de Acetato de Fertirelina i.m. (Fertigen,
Shering Plough, Sao Paulo, Brasil),
realizadas no Dia oito pela manha.

As inseminag¢des foram executadas
em tempo fixo 12 e 24 horas apos a
inducdo das ovulagdes, utilizando-se
sémen criopreservado comercializado e
de fertilidade previamente comprovada.
As palhetas de 0,50mL foram
descongeladas a 37°C e o tempo de
descongelagdo nao foi menor que 30
segundos ou maior que um minuto.

Antes de cada colheita, foram efetuadas
a limpeza e assepsia da regido perineal
das doadoras com d4gua e 4alcool
a 70%, respectivamente. Também
foram realizadas a anestesia epidural,
mediante utilizacdo de 4 a 7mL de
lidocaina a 2% (Anestésico L, Pearson,
Brasil) e para a tranquilizagdo, utilizou-
se 0,50mL de acepromazina a 1%
(Acepran, Vetnil, Brasil). Os embrides
foram colhidos ndo cirurgicamente no
sétimo dia apds a primeira IA, em meio
de lavagem uterina com solugdo de
DPBS (Embriocare, Cultilab, Campinas,
Brasil) aquecido a 37°C. O contetido
uterino foi filtrado em filtros especiais
para embrides, colocado em placas de

petri descartdveis e observado ao
esteriomicroscopio, a fim de se
identificar e selecionar os embrides.
Apds a identificacdo, os embrides
foram colocados em solugdo de
manutencdo ¢ cultura contendo 0,4%
de BSA (Embriocare Solucdo de
Manutengao, Cultilab, Campinas, Brasil),
quando, entdo, foram avaliados quanto ao
estagio de desenvolvimento e a qualidade,
segundo as orientacdes da Sociedade
Internacional de  Transferéncia de
Embrides (IETS, 1998). Somente aqueles
com grau de desenvolvimento quatro
(mérula), cinco (blastocisto inicial),
seis (blastocisto) e sete (blastocisto
expandido) e grau de qualidade de um
(excelente ou bom), dois (regular) e trés
(pobre) foram transferidos. Os embrides
foram envasados em palhetas de 0,25mL
devidamente identificadas.

A preparagdo das receptoras para
inovulagdo comegou no Dia zero,
quando as mesmas receberam um
dispositivo intravaginal de progesterona
(SINCROGEST, Ouro Fino, Sao Paulo,
Brasil) associado a 2mg de Benzoato de
Estradiol i.m. (ESTROGIN, Farmavet,
Sao Paulo, Brasil). No Dia cinco esses
animais foram tratados com 300UI de
eCG 1im. (NOVORMON, Shering
Plough, Sao Paulo, Brasil) e 500ug de
Cloprostenol ~ (SINCROCIO,  Ouro
Fino, Sao Paulo, Brasil). No Dia oito
os dispositivos foram retirados e,
finalmente, no Dia nove os animais
receberam Img de Benzoato de
Estradiol im. Os embrides foram
transferidos a fresco por um mesmo
operador, no Dia 17. No momento
da transferéncia os ovdarios das
receptoras foram palpados por via retal
e examinados por ultrassonografia
mediante utilizacdo de um aparelho de
Ultrasson (ALOKA SSD-500, Aloka,
Tokio, Japao) com transdutor linear de
SMHz para se detectar a presenga de um
corpo luteo. Receptoras que nao tiveram
tecido luteal ou um corpo lateo com
pelo menos 13mm foram descartadas.
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Anteriormente a cada inovulagdo, os
mesmos procedimentos referentes a
limpeza, assepsia e anestesia realizados
nas doadoras foram conferidos as
receptoras.

As receptoras foram distribuidas em
quatro grupos experimentais de acordo
a dificuldade ou ndo de transposi¢ao
cervical e tratamento ou ndo com
flunixin meglumine. Foi considerado
dificuldade de transposicdo cervical
quando o tempo decorrido para
passagem da cérvix e deposicdo do
embrido no corno uterino ipsilateral
ao corpo luteo foi igual ou superior a
trés minutos, j& as receptoras
sem dificuldade de transposi¢ao cervical
tiveram o tempo decorrido para
passagem da cérvix e deposicdo do
embrido no corno uterino ipsilateral
ao corpo luteo, inferior a trés minutos
(FERNANDES, 1999). Desta forma,
0os  grupos  experimentais  foram
denominados: Nao tratadas com
flunixin meglumine e sem dificuldade
de transposicao cervical (S/FM-CF,
n=184), ndo tratadas com flunixin
meglumine e com dificuldade de
transposi¢ao cervical (S/FM-CD, n=58),
tratadas com flunixin meglumine e sem
dificuldade de transposicdo cervical
(C/FM-CF, n=38) e tratadas com
flunixin meglumine e com dificuldade
de transposicao cervical (C/FM-CD,
n=57). As receptoras tratadas com
flunixin meglumine receberam uma
aplicacio de 500mg de flunixin
meglumine im. (DESFLAN, Ouro
Fino, Sao Paulo, Brasil) imediatamente
ap6és as inovulagdes, enquanto o0s
animais ndo tratados receberam a
aplicacdo de 10mL de solugdo salina
fisiolégica i.m. As novilhas foram
estratificadas nos diferentes grupos
experimentais de forma homogénea em
relagdo a qualidade do corpo luteo. Nos

grupos  experimentais também  foi
realizada uma divisdo equitativa dos
embrides transferidos segundo seu
estagio de desenvolvimento e qualidade.
O diagnostico de gestacdo das receptoras
foi realizado por ultrassonografia
transretal oito semanas apOs  as
respectivas inovulagdes. Utilizou-se um
equipamento de ultrassom (ALOKA
SSD-500, Aloka, Tokio, Japao.) modo B,
com um transdutor linear de 5.0 MHz.
Para as andlises estatisticas das
caracteristicas avaliadas, foi empregado
0 pacote estatistico Statistical Analysis
System (SAS) - versdo 6 (1996). Para
se determinar a homogeneidade entre
os grupos e interferéncia das variaveis
qualidade do corpo luteo, estagio
de desenvolvimento e qualidade
embrionaria, as mesmas foram
comparadas por meio do PROC GLM,
mediante utiliza¢ao do teste de Student -
Newman - Keuls (SNK). A taxa de
concepcdo teve suas tabelas de
distribuicdo e estudo de dispersdo de
frequéncias elaboradas pelo PROC
FREQ, com utiliza¢do do teste de Qui-
quadrado (x2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade do corpo luteo, o estagio de
desenvolvimento e a qualidade dos
embrides inovulados ndo diferiram entre
os grupos experimentais (P>0,05)
(Tabela 1). Desta forma, pode-se
verificar a homogeneidade entre os
grupos em  relagdlo a  essas
caracteristicas € comprova-se que neste
experimento nao houve influéncia
dessas variaveis sobre as taxas de
concep¢do atingidas nos diferentes
tratamentos.
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Tabela 1. Média e desvio padrao (S) da qualidade do corpo luteo (QLCL), estagio de
desenvolvimento embrionario (EEMB) e qualidade dos embrides inovulados
(QEMB) nas receptoras dos diferentes grupos experimentais

Nimero QLCL (1-3)°

EEMB (4-7)° QEMB (1-3)’

Tratamentos de animais Média + S Média + S Média + S
S/FM-CF! 184 2,44 +£1,01 4,48 + 0,81 1,51 +0,79
S/FM-CD? 58 2,39+1,02 4,46 + 0,79 1,62+0, 75
C/FM-CF’ 38 2,41 +1,03 4,49 + 0,80 1,48 £ 0,76
C/FM-CD* 57 2,40+ 1,02 4,47 £0, 85 1,53 +0, 80
Total 337 2,41 £1,02 4,48 + 0,84 1,54 + 0,77

'S/FM-CF- néo tratadas com flunixin meglumine e sem dificuldade de transposigio cervical.

*S/FM-CD- nio tratadas com flunixin meglumine e com dificuldade de transposigdo cervical.

3C/FM-CF- tratadas com flunixin meglumine e sem dificuldade de transposigdo cervical.

*C/FM-CD- tratadas com flunixin meglumine e com dificuldade de transposigdo cervica.l

>1-corpo liteo pequeno e despercebido; 2- corpo luteo médio e evidente; 3-corpo liteo grande e bastante

evidente.

64. Morula; 5- Blastocisto inicial; 6- Blastocisto; 7- Blastocisto expandido.

71- Excelente/Bom; 2- Regular; 3- Pobre.

No presente estudo foi utilizada a dose de
500mg de flunixin meglumine por
animal, que equivale a aproximadamente
1,1mg/kg, dosagem esta usada também
por Schrick et al. (2001), Purcell et al.
(2005) e Scenna et al. (2005).
Na literatura, como antiinflamatorio,
analgésico e antipirético, a dose indicada
varia de 1,1 a 2,2mg/kg a depender do
quadro clinico a ser tratado. O uso na
reproducgdo, como ferramenta auxiliar no
estabelecimento da prenhez em bovinos,
na maioria dos trabalhos, o flunixin
meglumine tem sido utilizado na
dosagem de 1,Img/kg quando aplicado
pela via intramuscular (SCHRICK et al.,
2001) e de 2,2mg/kg quando utilizado por
via oral (ODENSVIK et al., 1994).

Neste experimento a taxa de concepgao
média foi de 51,93%, ja as taxas de
concepcao dos grupos S/FM-CF, S/FM-
CD, C/FM-CF ¢ C/FM-CD foram,
respectivamente, de 54,35; 36,21; 50,00 e
61,40%. Verificou-se taxa de concepgao
significativamente  inferior (P=0,007)
para as receptoras do grupo S/FM-CD
(Tabela 2).

A maioria dos trabalhos consultados na
literatura compara as taxas de
concepcao de receptoras tratadas ou ndo
com flunixin meglumine sem levar em
consideragao a  dificuldade de
transposi¢do cervical. Dessa forma, o
efeito do tratamento com flunixin
meglumine ¢ controverso, ou seja,
alguns autores encontraram respostas
positivas com  esse  tratamento
(SCHRICK et al., 2001; SCENNA et al.
2005; PURCELL et al., 2005).
Entretanto, outros ndo comprovaram a
efetividade do mesmo (MERRILL et
al., 2007; LUCACIN et al., 2010).
Schrick et al. (2003) relataram que a
taxa de concep¢ao pode diminuir
quando se aumenta a dificuldade e o
tempo requerido para transferéncia dos
embrides, o que pode se dever ao fato
do aumento da liberagdo de PGF,a
induzida pela prolongada manipulacdo
uterina. A partir desse principio, no
presente estudo, foi investigada a
dificuldade de transposi¢ao cervical no
momento das inovulagdes.
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Tabela 2. Taxa de concepcao das receptoras nos diferentes grupos experimentais,
tratadas ou ndo com flunixin meglumine, com ou sem dificuldade de
transposi¢ao cervical no momento da inovulagao

Tratamentos N° de animais Taxa de concepgao N (%)
S/FM-CF' 184 100 (54,35)
S/FM-CD? 58 21 (36,21)°
C/FM-CF’ 38 19 (50,00)*
C/FM-CD* 57 35 (61,40)"

Total 337 175 (51,93)

Valores com letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si (P=0,007) pelo teste 2.
'S/FM-CF- néo tratadas com flunixin meglumine e sem dificuldade de transposi¢io cervical.
*S/FM-CD- nio tratadas com flunixin meglumine e com dificuldade de transposigdo cervical.
3C/FM-CF- tratadas com flunixin meglumine e sem dificuldade de transposi¢io cervical.
*C/FM-CD- tratadas com flunixin meglumine e com dificuldade de transposigdo cervical.

Neste experimento foram identificadas
222 (65,88%) receptoras com cérvix de
facil transposi¢do e 115 (34,12%) com
dificuldade de transposi¢do cervical.
Dentro deste contexto, o flunixin
meglumine melhorou as taxas de
concepcdo apenas das receptoras com
dificuldade de transposi¢do cervical.
Esses resultados também  foram
encontrados por Narvaéz et al. (2010),
que ao trabalharem com receptoras
bovinas inovuladas com embrides
congelados, verificaram um aumento
significativo nas taxas de concep¢ao nos
animais que apresentaram dificuldade
de manipulacdo do trato reprodutivo e
foram tratados com o anti-inflamatdrio
ndo esterdide ibuprofeno, uma hora
antes das inovulacdes, em relagdo ao
grupo controle, que ndo foi tratado com
essa droga.

Os achados acima ressaltados reforcam
a hipotese do aumento da produgdo
de PGF,a endometrial em resposta a
prolongada manipulagdo uterina e
cervical requerida nos casos de fémeas
com cérvix dificeis de serem
transpassadas. Nesses animais, no
momento da transferéncia dos embrides
ha uma excessiva manipulacio do

inovulador, o que acarreta traumas para
o endométrio uterino e pode
desencadear um processo inflamatorio.
Durante  esse  processo,  alguns
mediadores quimicos como as citocinas
e as PGF,a sdo liberadas no local da
injaria (NOTHNICK & PATE, 1990).
Uma das mais importantes citocinas, o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.), é
capaz de induzir a liberacdo de PGF,a
pelas células luteais e endometriais
(SKARZYNSKI et al., 2000). Okuda et
al. (2002) sugerem que o TNF-o pode
ser o desencadeador da producdo de
PGF,a endometrial durante a lutedlise.

Observa-se, nos ruminantes, um
mecanismo anatdmico pelo qual a
PGF,a de origem endometrial atinge
o ovario antes de ser metabolizada.
Ghinter & Delcampo (1974)
observaram que a artéria ovariana
apresenta formato tortuoso e encontra-
se enovelada a superficie da veia ttero-
ovariana nos bovinos. Através desse
peculiar arranjo veno-arterial a PGF,a
passa do retorno venoso uterino a
circulacao arterial ovariana e chega ao
corpo  luteo. Ao interagir com
seus receptores no corpo lateo, a
PGF,o0  bloqueia a sintese de
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progesterona e causa a luteolise
funcional (CARAMBULA et al., 2002).
Apesar da liberagdo de PGF,a durante
a transferéncia  embrionaria  ndo
necessariamente resultar em lutedlise,
a sobrevivéncia do embrido pode
ser comprometida pela presenca de
pequenas concentragdes de PGF,a no
I[imen uterino, criando um ambiente
desfavoravel para o desenvolvimento do
embrido (SCENNA et al., 2004). Logo,
ainda ha aspectos a respeito da liberagao
de PGF,a e sua possivel inibicdo que
necessitam ser esclarecidos e assim
reforca-se a necessidade de maiores
investigagdes a respeito desse tema.
Conclui-se que no presente trabalho, a
utilizagdo do flunixin meglumine como
inibidor da producdo de PGF2a
nao melhorou as taxas de concepcdo de
receptoras de embrides com facil
transposi¢ao cervical. Estes dados
sugerem que ¢ dispensavel o uso desse
anti-inflamatério em todas receptoras
de um programa de transferéncia
de embrides. Contudo, os resultados
demonstram que o uso do flunixin
meglumine pode ser muito util em
receptoras que apresentam dificuldade
de transposicdo cervical no momento da
inovulacao. O controle do fenomeno de
regressdo lutea precoce ¢ um tema de
grande relevancia, que ainda precisa ser
mais explorado para que maiores
contribuicdes sejam obtidas e que
melhores resultados nos programas
de reproducdo programada sejam
alcangados.
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