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RESUMO

O objetivo com este estudo foi avaliar a taxa de
gestagdo de receptoras de embrides bovinos
categorizadas de acordo com a qualidade do
corpo luteo (CL) e tratadas ou ndo com um
analogo de GnRH (Fertirelina) no momento da
inovulagdo. Somente os embrides viaveis foram
selecionados para inovulagdo (1- excelente, 2-
bom e 3- regular) e transferidos. Para tanto, 272
novilhas foram distribuidas em seis grupos:
CL1-S/GnRH  (receptoras com 4area do
CL < 1,5cm’ e ndo tratadas com GnRH, n =26);
CL1-C/GnRH (receptoras com 4area do
CL < 1,5cm’ e tratadas com GnRH, n=29);
CL2-S/GnRH (receptoras com area do CL entre
1,5 e 2,0cm’ e ndo tratadas com GnRH, n =46);
CL2-C/GnRH (receptoras com area do CL entre
1,5e 2,0cm2 e tratadas com GnRH, n=45); CL3-
S/GnRH (receptoras com area do CL > 2,0cm’ e
nao tratadas com GnRH, n=63); e CL3-C/GnRH
(receptoras com area do CL > 2cm’ e tratadas
com GnRH, n=63). As taxas de gestacdo das
receptoras de embrido em relagdo a qualidade
do CL e a aplicagdo ou ndo do GnRH foram
respectivamente, 43,31 e 41,38%, 56,52 ¢
46,67%, e 46,03 e 42,86% para CL1-S/GnRH e
CL1-C/GnRH, CL2-S/GnRH e CL2-C/GnRH, ¢
CL3-S/GnRH e CL3-C/GnRH. Nao houve
diferenga (P>0,05) entre as variaveis avaliadas.
Portanto, a administragdo do analogo de GnRH
(Fertirelina) ndo elevou a taxa de gestacdo em

receptoras de embrides bovinos, independente
da qualidade do CL, demonstrando que esta
estratégia ndo foi eficaz em incrementar os
indices de fertilidade.

Palavras-chave: corpo lateo, fertirelina,
transferéncia de embrido

SUMMARY

The aim of the study was to evaluate the
pregnancy rate of bovine embryo recipients
categorized according to quality of the corpus
Iuteum (CL), treated or not with a GnRH
analogue (Fertirelina) at the time of embryo
transfer. Only viable embryos were selected for
embryo transfer (1 - excellent, 2 - good, 3 - fair)
and transferred. Therefore, 272 heifers were
divided into six groups: CL1-S/GnRH
(recipients with CL area < 1,5cm’ and not
treated with GnRH, n = 26); CL1-C/GnRH
(recipients with CL area < 1,5cm’ and treated
with GnRH, n = 29); CL2-S/GnRH (recipients
with CL area between 1,5 and 2,Ocm2 and not
treated with GnRH, n = 46); CL2-C/GnRH
(recipients with CL area between 1,5 and
2,0cm’ and treated with GnRH, n = 45);
CL3-S/GnRH (recipients witch CL area > 2cm’
and not treated with GnRH, n = 63); and
CL3-C/GnRH (recipients witch CL area > 2cm’

782



Rev. Bras. Saude Prod. Anim., Salvador, v.15, n.3, p.782-789 jul./set., 2014 http://www.rbspa.ufba.br

ISSN 1519 9940

and treated with GnRH, n = 63). Pregnancy
rates of embryo recipients in relation to CL
quality and the application or otherwise of
GnRH were 43.31% and 41.38, 56.52 and
46.67%, 46.03 and 42.86% for CLI1-S/GnRH
and CL1-C/GnRH, CL2-S/GnRH and CL2-
C/GnRH and CL3-S/GnRH and CL3-C/GnRH,
respectively.  Therefore, administration of
GnRH analogue (Fertirelina) did not increase
the pregnancy rate in bovine embryo recipients,
independent of the quality of CL, demonstrating
that this strategy is not effective in increasing
fertility rates.

Keywords: corpus luteum, embryo transfer,
fertirelina

INTRODUCAO

A transferéncia de embrido (TE) ¢ uma
importante biotecnologia para
exploragdo do potencial reprodutivo dos
rebanhos  geneticamente  superiores
(VARAGO et al., 2008). Entretanto,
diversos fatores influenciam a taxa de
sobrevivéncia embrionaria apos a TE,
dentre o0s quais se destaca a
qualidade do corpo lateo e
consequentemente as  concentragoes
plasmaticas de  progesterona  das
receptoras (DISKIN & MORRIS,
2008).

O estabelecimento da gestagdo envolve
uma complexa interacdo entre o
embrido, o ambiente uterino e o corpo
luteo (LIMA & SOUZA, 2009). A
progesterona provoca modificagdes no
ambiente uterino, influenciando o
crescimento e¢ o desenvolvimento do
concepto e consequentemente O
bloqueio da lutedlise (MANN et al.,
2003).

Desta forma, ha necessidade de
estratégias hormonais, com o intuito de
manter concentragdes plasmaticas de
progesterona elevadas para melhorar as
sinalizacdes  feto-maternal e o
reconhecimento materno, visando o
incremento nas taxas de gestacdo de

receptoras de embrides (BO et al.,
2012). Entre estas, destaca-se, o
tratamento com analogos do Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH),
buscando modular a dinamica folicular,
melhorar a funcdo do corpo luteo
original e possibilitar a formagdo de
corpos luteos acessorios (HOWARD et
al., 2006; MACHADO et al., 2008;
SILVA & COSTA, 2005).

Varios pesquisadores ressaltaram a
influéncia da qualidade do corpo luteo no
momento da inovulagdo, considerando
que seria diretamente relacionada
com a concentragdo plasmatica de
progesterona (LUTTGENAU et al., 2011)
e que receptoras com corpos lateos
de menor tamanho apresentariam
comprometimento nas taxas de gestagao
(VASCONCELOS et al., 2001).

Em uma pesquisa realizada por
Baruselli et al. (2003) foi observado que
a area do CL influenciou a concentragao
plasmatica de progesterona e a taxa de
concepcdo de receptoras de embrido
Bos taurus taurus X Bos taurus indicus,
onde CLs maiores proporcionaram
maiores concentracdes plasmaticas de
progesterona e taxa de concepgao.

Neste contexto a avaliacdo do corpo
luteo previamente ao tratamento com
GnRH pode ser considerada um
importante ~ fator,  principalmente,
partindo do pressuposto que menores
taxas de gestagdo sdo obtidas de
receptoras com corpos luteos menores,
ou seja, de qualidade regular, podendo
este tratamento ser mais eficaz nestes
animais (SIQUEIRA et al., 2009).

Neste sentido, objetivou-se avaliar a
taxa de gestacdo de receptoras de
embrides bovinos categorizadas de
acordo com a qualidade do corpo luteo,
tratadas ou ndo com um analogo de
GnRH (Fertirelina) no momento da
inovulagao.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em trés
fazendas, localizadas no centro-oeste
baiano no periodo das chuvas, entre os
meses de outubro de 2007 e abril de
2008, sendo realizada uma rodada de
Transferéncia de Embrido por més.
Antes de iniciar o experimento as
novilhas foram submetidos ao exame
clinico-ginecoldégico e ultrassonografia
transretal utilizando-se um transdutor
linear de 6MHz (Pie-Medical, Falco
100, Maastricht, The Netherlands),
verificando normalidade no trato
reprodutivo e atividade ciclica regular. .
Foram utilizadas como receptoras 272
novilhas mesticas (Bos taurus taurus x
Bos taurus indicus) com idade de
2,5+0,7 anos, pesando 375,3+31,5Kg,
mantidas em piquetes de Brachiaria
decumbens com sal mineral e agua ad
libitum, sendo estas submetidas a um
protocolo de transferéncia de embrides
em tempo fixo (TETF) segundo Ribeiro
Filho et al. (2011).

Os embrides utilizados foram oriundos
de doadoras da raga Nelore, as quais
passaram por um protocolo de
superovulagdo de acordo com Ribeiro
Filho et al. (2011) e foram inseminadas
12 e 24 horas apdés a inducdo das

ovulacoes, utilizando-se sémen
criopreservado de fertilidade
comprovada.

A recuperacdo dos embrides foi
realizada sete dias apds a inseminagao
artificial pelo método ndo cirurgico por
meio da lavagem do utero com DPBS
(Embriocare®,  Cultilab, Campinas,
Brasil) aquecido a 37°C. Apoés as
colheitas os embrides foram transferidos
para uma solucdo de manutengao e
cultura contendo 0,4% de BSA
(Embriocare Solugao de Manuten¢io®,
Cultilab, Campinas, Brasil).

Posteriormente, foram classificados
conforme seu estagio de
desenvolvimento e qualidade. Somente
aqueles com grau de desenvolvimento 4
(mérula), 5 (blastocisto inicial), 6
(blastocisto) e 7 (blastocisto expandido)
e grau de qualidade 1 (excelente e bom),
2 (regular) e 3 (pobre), de acordo com a
metodologia proposta por String Fellow
e Seidel (1998), foram envasados em
palhetas de 0,25mL  devidamente
identificadas e transferidos.

No 17° dia do protocolo de TETF pelo
método ndo cirtrgico, os embrides
envasados foram transferidos no corno
uterino ipsilateral ao corpo luteo. No
momento da transferéncia, os ovarios
das receptoras foram examinados por
ultrassonografia transretal para
constatar a presenga de corpo liteo e
classifica-los de acordo com sua darea.
Desta forma, neste momento, as
receptoras foram categorizadas em
animais com CLI (drea do CL < 1,5
cmz), CL2 (4rea do CL entre 1,5 ¢ 2,0
cm?) e CL3 (4area do CL > 2,0 cm?)
segundo metodologia utilizada por
Baruselli et al. (2003).

As  receptoras  selecionadas  foram
distribuidas em seis grupos
experimentais, em esquema fatorial 2 x 3,
de acordo com a qualidade do corpo luteo
e o tratamento ou ndo com um analogo
do GnRH: CLI-S/GnRH (receptoras
com area do CL < 1,5cm? e ndo tratadas
com GnRH, n =26); CLI-C/GnRH
(receptoras com 4rea do CL < 1,5cm’ e
tratadas com GnRH, n=29); CL2-
S/GnRH (receptoras com area do CL
entre 1,5 ¢ 2,Ocm2 e ndo tratadas com
GnRH, n =46); CL2-C/GnRH
(receptoras com area do CL entre 1,5 ¢
2,Ocm2 e tratadas com GnRH, n=45);
CL3-S/GnRH (receptoras com darea do
CL > 2,0cm2 e ndo tratadas com GnRH,
n=63); e CL3-C/GnRH (receptoras com
area do CL > 2cm’ e tratadas com
GnRH, n=63)
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Nos grupos tratados com GnRH foram
administrados no momento da inovula¢ao
100pg de um andlogo do GnRH, Acetato
de Fertirelina im. (Fertigen®, MSD
Satde Animal, Sao Paulo, Brasil)
enquanto o0s grupos ndo tratados
com este farmaco receberam 2mL de
solugdo salina a 0,9% i.m. Os embrides
transferidos foram estratificados
e equitativamente  distribuidos  nos
diferentes grupos experimentais de
forma homogénea em relagdo ao estagio
de  desenvolvimento e  qualidade
embrionaria.

O diagnostico de gestacdo foi realizado
aos 30 dias apdés a inovulagdo com
auxilio de ultrassom. Foi considerado
como diagnostico positivo de gestacdo a
presenca da vesicula embriondria ¢
om um embrido vidvel (batimento
cardiaco). A taxa de gestacao foi
calculada dividindo o total de receptoras
gestantes pelo total de receptoras
inovuladas.

Para as andlises estatisticas das
caracteristicas avaliadas, foi empregado
0 pacote estatistico Statistical Analysis
System (SAS INSTITUTE, 1996) com
nivel de significAncia de 0,05. Para se
comparar a taxa de gestagao utilizou-se
um estudo de dispersdo de frequéncias,
através do PROC FREQ, empregando-
se o teste de qui-quadrado (yx?). Na
primeira fase das andlises levou-se em
considera¢do apenas a aplica¢do ou nao
do GnRH, em uma segunda etapa
comparou-s€ a0 mesmo tempo oS

tratamentos, qualidade do corpo luteo e
aplicacdo ou ndo do GnRH em relacao
as taxas de gestacdo das receptora. Para
todas as avaliagdes levou-se em
consideracdo o efeito do estagio de
desenvolvimento embriondrio, qualidade
embrionaria, local de realizacdo do
experimento ¢ meés de realizacdo do
mesmo sobre a taxa de gestagao.

A presente pesquisa recebeu aprovacgao
do COMITE DE ETICA E BEM
ESTAR ANIMAL, conforme o
Protocolo n°® 27/2012.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve efeito do estagio de
desenvolvimento  embrionario, da
qualidade dos embrides inovulados, do
local de realizagdo do experimento e do
més de realizagdo do mesmo sobre a
taxa de gestagdo nos diferentes
tratamentos. A taxa de gestacdo total
das receptoras foi de 46,32% (126/272).
Levando-se em consideracdo apenas o
tratamento ou ndo com GnRH no
momento da inovulagdo, ou seja, sétimo
dia do ciclo estral, a taxa de gestagao do
grupo tratado foi de 43,80% (60/137) ja
o grupo dos animais nao tratados
alcancou uma taxa de 48,89% (66/135).
Nao houve diferenca (P>0,05) na taxa
de gestag¢do entre os grupos, resultados
apresentados (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de gestacdo total de receptoras de embrido tratadas ou ndo com um

andlogo de GnRH
o . Taxa de gestacdo
Tratamentos N° de animais N° (%)
C/GnRH 137 60 (43,80)
S/GnRH 135 66 (48,89)
Total 272 126 (46,32)

Nao houve diferenga (p>0,05) entre os tratamentos.

C/GnRH - receptoras tratadas com GnRH; S/GnRH — receptoras ndo tratadas com GnRH.
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Os achados deste experimento
corroboram aos de Galimberti et al
(2001), os quais também ndo encontraram
diferenca entre as taxas de gestacdo do
grupo de receptoras tratadas com GnRH
no 11° dia do ciclo estral e o grupo
controle. Seguindo esta mesma linha de
pesquisa, Fonseca et al. (2001) também
ndo encontraram influéncia do tratamento
com GnRH em receptoras ao trata-las no
quinto dia do ciclo estral. O que
demonstra que a utilizacao deste farmaco
em diferentes momentos do ciclo estral,
ndo foi eficiente em aumentar a
fertilidade das receptoras.

Estes resultados podem ser atribuidos a
aplicacio tardia do GnRH, nao
observando-se assim, o possivel efeito
deste farmaco sobre o desenvolvimento
embrionario, uma vez que, o pico de
sintese proteica que € necessario para o
desencadeamento do mecanismo de
reconhecimento materno possivelmente
ocorre em estdgios mais precoce
do desenvolvimento embrionario
(LONERGAN, 2011).

Contrastando com os resultados acima
citados, B0 et al. (2012) verificaram que a
aplicacdo do GnRH no sétimo dia do
ciclo estral, semelhante ao que foi
realizado no presente estudo, incrementou

significativamente as taxas de gestacao
em receptoras de embrides bovinos
(53,5%, 53/99), porém segundo esses
autores a taxa de gestacdo das receptoras
do grupo controle foi menor que o
esperado normalmente, 28,6% (28/98), o
que pode ter contribuido para esta
diferenga significativa.

Diversos estudos tém demonstrado uma
correlacdo  positiva e  significativa
entre a avaliagdo do corpo luteo e a
concentragdo plasmatica de progesterona
(VASCONCELOS et al, 2001;
BARUSELLI et al., 2003; PUGLIESI et
al., 2014). Além disso, receptoras com
corpos luteos de maior area apresentaram
taxas de gestagdo significativamente
superiores (ANDRADE et al, 2012).
Assim, a qualidade do corpo luteo poderia
mascarar um impacto positivo do
tratamento com GnRH sobre as taxas de
gestacdo de receptoras de embrides
bovinos e por isso os animais foram
realocados de acordo com a qualidade do
corpo luteo.

Quando avaliado ao mesmo tempo o
tratamento ou ndo das receptoras com
GnRH e a qualidade do corpo lateo, nao
verificou-se influéncia (P>0,05) deste
farmaco sobre as taxas de gestagdo
(Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de gestagdo de receptoras de embrido categorizadas de acordo com a area
do corpo luteo e o tratamento ou ndo com um analogo do GnRH

i Tratamentos N° de animais Taxa de gestacdo
Area do CL Aplicagdo de GnRH N° (%)
CL 1 S/GnRH 26 11 (43,31)
C/ GnRH 29 12 (41,38)
CL2 S/GnRH 46 26 (56,52)
C/ GnRH 45 21 (46,67)
CL3 S/GnRH 63 29 (46,03)
C/ GnRH 63 27 (42,86)
Total 272 126 (46,32)

Nao houve diferenga (p>0,05) entre os tratamentos.

CL1 - receptoras com area do corpo liteo < 1,5 cm?; CL2 - receptoras com area do corpo lateo entre 1,5 e
2,0 cm® ; CL3 - receptoras com area do corpo liiteo > 2 cm” ; S/GnRH — receptoras nio tratadas com um
analogo do GnRH; C/GnRH — Receptoras tratadas com um analogo do GnRH.
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A expectativa deste experimento era de
que a administragdo de um andlogo do
GnRH fosse melhorar a taxa de gestagao,
principalmente, das receptoras de
embrides que apresentavam corpos liteos
de menor area, considerados de pior
qualidade, contudo, esta hipdtese ndo se
confirmou.

Uma justificativa para ndo se comprovar
a hipotese acima citada poderia ser o fato
da utilizacgdo do eCG (Gonadotrofina
Coridnica Equina) no protocolo de
sincronizagdo das receptoras. Segundo
Baruselli et al. (2012), este farmaco pode
exercer um efeito luteotrofico
favorecendo o reconhecimento materno
da gestacdo destas fémeas e podendo
influenciar os indices de concepgcao,
mantendo-os dentro dos padrdes esperado
de prenhez.

Outra possibilidade ¢ que em rebanhos
com fertilidade normal, desde que as
concentragdes de progesterona atinjam
patamares  limiares ou adequados,
incrementos nas concentracdes desse
horménio pode ndo ter efeitos
significativos sobre a taxa de gestagdo
(FONSECA et al., 2001). Os resultados
mostraram que a administragdo do
anadlogo de GnRH (Fertirelina) no
momento da inovulagdo, da forma
realizada neste experimento, nao foi
eficiente em elevar a taxa de gestagdo em
receptoras de embrides bovinos, mesmo
quando estas foram categorizadas de
acordo com a qualidade do corpo Iluteo,
necessitando-se  de  mais  estudos
relacionando o tema.
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