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Efeito da aplicacao de um analogo de GnRH (Buserelina) na
concentracao sérica de progesterona e na taxa de gestacio
em receptoras de embrides bovinos*

Effect of GnRH analogue (Buserelin) on serum progesterone levels and
gestation rate in bovine female receptors of embryos
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo de um andlogo de GnRH (Buserelina), aplicado no dia da inovulagdo de embrides,
nos niveis plasmaticos de progesterona e, conseqiientemente, na taxa de gestagdo de receptoras mesticas Holandés vs
Zebu. Foram realizadas cinco coletas de sangue a partir do dia da inovulagdo e intervaladas de 48 horas, para avaliar a
concentragéo de progesterona. Apés 50 dias da inovulagao, através do exame transretal, foi observado que 60% (12/20) dos
animais do grupo tratado ficaram gestantes e no grupo controle foi obtida uma taxa de gestagdo de 50% (10/20). Esses
resuitados nao foram significativos pelo teste de Qui-quadrado. No entanto, os niveis séricos de progesterona dos animais do
grupo tratado foram maiores (p< 0,05) que do grupo controle. Através dos resultados obtidos conclui-se que a aplicagao de
10mg de buserelina no dia da inovulagéo do embrido causou um incremento na concentragio de progesterona dos animais
tratados, sem contudo resultar em aumento na taxa de gestagao.
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Abstract

The objective of this experiment was to evaluate the effect of GnRH analogue (buserelin), injected at the time of embryo
innovulation on plasma progesterone levels and on the gestation rate of the cross bred Holandes — Zebu receptors cows. The
blood sample was collected, 5 times, from the innovulation time at 48 h interval, in order to have a progesterone profile. The
gestation rate at 50 days post-innovulation, by the transrectal examination was 50 (10/20) and 60% (12/20) for treated and
control cows which was not different among themselves. The progesterone levels were greater (P<0.05) in the treated cows
than in control ones. The buserelin at 10 mg on innovulation time did affect the progesterone levels but not increase the
gestation rate.
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Introdugao sempenho produtivo, mas também possui grande importan-
L. o . L L . cia no campo da investigagéo cientifica (Coelho, 1988).
Na pecuaria brasileira, véarias técnicas tém sido introduzidas i

visando aumentar a eficiéncia reprodutiva de animais geneti-
camente superiores, na tentativa de aumentar o nimero de
seus descendentes e, principalmente, permitir uma expan-

Todavia, o sucesso da transferéncia de embrides pode ser
comprometido pela mortalidade embrionaria. Dentre as cau-
sas desta estd a baixa concentragdo de progesterona (P,).

= . L sendo esta a maior responsavel pela alta incidéncia de per-
s&@o de oferta ao mercado consumidor. Entre estas técnicas, das embrionérias (Lukaszewska e Hansel, 1980; Lamming

destaca-se a transferéncia de embrides, que tem mostrado o al., 1989). Este esteréide gonadal é fundamental para a
nao somente ser um instrumento capaz de melhorar o de- formagdo de um ambiente uterino adequado para o desen-
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volvimento do concepto (Helmer e Biritt, 1986), e esta relacio-
nado também com a produgdo de citokinas trofoblasticas
(Kerbler et al., 1997). Estas secregdes trofoblasticas partici-
pam, além de processos imunolégicos, também do cresci-
mento, diferenciagao e implantagao do concepto (Martal et al.,
1997), atuando principalmente no bloqueio da lise do corpo
liteo (Mann et al., 1995). O IFNt é uma destas proteinas (Martal
et al., 1997), o qual é primeiramente detectado entre os dias
oito a dez da gestagdo, com sua produgdo chegando ao ma-
ximo em vacas entre os dias 17 e 19 (Wathes e Lamming,
1995). Outro fator produzido pelo concepto que também su-
prime o mecanismo de luteélise é o EDPAF (fator ativador de
plaquetas derivado do embrido) (Martal et al., 1997). Confor-
me verificado por Battye et al. (1992) em ovelhas, esse fator
impede a indugdo da oxitocina para a secregdo de PGF,o.

Com o intuito de evitar mortes embrionarias prematuras, a
aplicagdo de um andlogo de GnRH em receptoras de em-
brido poderia manter os niveis de progesterona elevados,
prevenindo assim a agdo luteolitica da PGF,a, e proporcio-
nando tempo para as citokinas trofoblasticas atuarem no re-
conhecimento materno da gestagao (Drew e Peters, 1994).

A concentragdo de progesterona aumenta continuamente em
vacas gestantes até 24 dias apds a inseminagao artificial,
sendo que a partir do dia 10 se eleva mais em comparagao
com as ndo-gestantes (Lamming et al., 1989). Por meio da
sua agéo, ocorrem mudangas no ambiente uterino
conducentes para o crescimento e desenvolvimento do
concepto (Geisert et al.,1992). Em fungao disso, é provavel
que, se um embriao nao recebe estimulo suficiente mediado
pela progesterona, teria seu desenvolvimento prejudicado, e
com isso menos condi¢des de produzir o sinal (interferons
trofoblésticos) necessario para bloquear o processo luteolitico
€ manter a gestacéo (Mann et al., 1995).

Um importante problema reprodutivo em vacas e ovelhas é o
alto indice de perdas embrionarias, principalmente nas trés
primeiras semanas de gestagdo (Nancarrow, 1994: Zavy,
1994). A incidéncia de perdas embrionarias precoces tem
sido estimada em 30% a 40%, com maior ocorréncia antes
do dia 18 (Sreenan e Diskin, 1986). Segundo Martal et
al.(1997), essas perdas ocorrem quando existe uma falha na
interagdo do concepto e o organismo materno. Assim, o de-
senvolvimento da gestagdo pode ser interrompido por um
prematuro processo luteolitico causado por deficiéncia na
percepgao da presenga do embrio pelo ttero materno (Drew
e Peters, 1994). :

Um potente agonista de GnRH nao-peptidico (Buserelina),
com aproximadamente quarenta vezes a poténcia do GnRH
endégeno (Steven, 1983) altera a fungdo ovariana, prolon-
gando a vida dtil do corpo luteo e a duragéo do ciclo estral
(Milvae et al., 1984; Twagiramungo et al., 1992). Vacas trata-
das com Buserelina desenvolveram um mecanismo de pro-
tec@o ao corpo ldteo capaz de prevenir completamente a
luteélise (Rettmer et al., 1992b). O uso desse analogo resul-
tou em alteragéo da secreg@o das gonadotrofinas, propician-
do mudangas na secregdo de progesterona e estradiol (Mann
e Lamming, 1995).

Objetivou-se, com este trabalho, promover um incremento nas
concentragdes séricas da progesterona em receptoras de
embribes, via aplicagdo de um anélogo de GNRH (busereiina)
no dia da inovulagado, mimetizando e proporcionando mais

tempo para que o fator ativador de plaquetas derivado do
embrigo (EDPAF), exerga sua fungdo luteotréfica. Objetivou:
se ainda aumentar, consequentemente, a taxa de gestacao
em receptoras inovuladas.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em rebanho da EMBRAPA — Cen-
tro Nacional de Pesquisa em Bovinos de Leite, fazenda Santa
Ménica, municipio de Vassouras, RJ. Foram utilizadas 40 fé-
meas mesticas Holandés x Zebu como receptoras, com peso
corporal igual ou superior a 350kg e em atividade ciclica regu-
lar. As doadoras de embrides eram da raga Gir. As coletas de
embrides e inovulagbes foram realizadas durante o segundo
semestre de 1997.

As doadoras de embriGes foram superovuladas com FSH-P?
utilizando duas aplicagGes diérias a cada 12 horas em doses
decrescentes, do décimo até o décimo quarto dia do ciclo
estral, perfazendo um total de 400 miligramas. A aplicagio do
luteolitico (PGF,o) foi realizada 48 horas apés o inicio do tra-
tamento de superovulagdo. Apds a manifestagio do estro,
foram realizadas duas inseminagdes, uma 12 horas apés o
inicio do estro e outra 48 horas apds.

As coletas de embrides foram realizadas no sétimo dia apds
o estro, via catéter de Foley conectado em um filtro com malha
de 80 micrdmetros. O meio utilizado para as lavagens uterinas
foi a solugdo de PBS de Dulbecco e Vogt, modificada por
Whittinghan (1971), suplementada com 1% de soro fetal bovi-
no. Apé6s a coleta, com o auxilio de um microscépio
estereoscépico, os embrides foram manipulados e lavados
em solugdo de PBS modificada, suplementada com 10% de
soro fetal bovino.

Ap6s a lavagem, os embrides foram classificados quanto ao
estagio de desenvolvimento segundo Lindner e Wrigth (1983)
€ quanto ao aspecto morfolégico (Kennedy et al., 1983). So-
mente os embriGes de qualidade |, Il e lll foram utilizados para
a inovulagao.

As receptoras, selecionadas por meio de exames ginecolégi-
cos, foram distribuidas aleatoriamente em dois tratamentos,
contendo 20 animais cada um: Controle: Os animais recebe-
ram embrides nos dias seis, sete e oito do ciclo estral (dia
zero = dia do estro); Buserelina: As fémeas deste grupo rece-
beram embrides nos dias seis, sete e oito do ciclo estral €
aplicagao intramuscular, no dia da inovulagdo, de 10mg de
buserelina.?

A partir do dia da inovulagdo foram realizadas cinco coletas
de amostras de sangue com intervalos de 48 horas, utilizan-
do tubos vacuolizados com heparina. Os tubos vacuolizados
com as amostras foram acondicionados por duas a trés ho-
ras em caixa de isopor contendo gelo e logo depois
centrifugados a 3.000rpm por 15 minutos. O plasma, assim
obtido, foi conservado a -10°C até posterior andlise. As con-
centragbes de progesterona foram dosadas por
radioimunoensaio (RIA), via cintilador y Vitek Kineti Count 48
utilizando kit comercial® (Coat-A Count Progesterone).

! Pluset: Gonadorrelinas Hipofisarias Suinas — Laboratério Serono Vete-
rindria.

? Conceptal: Buserrelina — Laboratério Hoechst Roussel Vet. S.A.
3 Coat-A Count Progesterone.




O diagnéstico de gestagao foi realizado entre 50 e 60 dias
apés a inovulagdo, por meio de exame transretal.

Os resultados das andlises de progesterona sérica de cada
grupo foram analisados e comparados através de analise de
variancia (ANOVA), segundo Gomes (1977). A taxa de gesta-
¢ao verificada em cada tratamento foi analisada pelo teste do
Qui-quadrado (Gomes, 1977).

Resultados

A andlise da taxa de gestagdo pelo teste de Qui-quadrado de
receptoras de embrido que foram tratadas com 10mg de
buserelina no dia da inovulagao do embrido, revelou que nao
houve incremento na taxa de gestagdo quando comparada
com as receptoras que nao foram tratadas (Tabela 1).

Tabela 1. Nimero de animais e taxa de gestagdo em
receptoras de embrides tratadas e nao-tratadas com
buserelina (10m) no dia da inovulagao

Grupos Gestantes N3o-Gestantes
n (%) n (%)
Controle 10 (50) 10 (50)
Buserelina 12 (60) 08 (40)

Valores na mesma coluna néo foram diferentes (P>0,05) pelo teste de
Qui-quadrado

Utilizando-se andlise estatistica por regressao linear mdilti-
pla, constatou-se que houve um aumento na concentragéo
plasmatica de progesterona (P<0,05) nos animais tratados
com buserelina, quando comparados com os animais do gru-
po controle, a qual é melhor explicada por meio de uma equa-
¢ao do tipo linear (Figura 1).

y = 1,437+0,3936" dias
R2=0,34

y = 0,820+0,3936* dias
R2=0,34

Progesterona (ng/mi)
©C =N W d oo N

Coletas apés a Inovulagio
—&— Grupo Tratado —— Grupo Controle

Figurat: Concentragao de progesterona, a partir da inovulagao, em
receptoras submetidas ou nao a aplicagdo de 10mg de buserelina no
dia da inovulagao.

Discussao

Segundo Mann e Lamming (1995), o aumento nos niveis de
P, pode ser um fator importante para aumentar a taxa de gesta-
¢ao, pois maiores quantidades desse esteréide poderiam
exercer uma fungao luteoprotetora e prevenir a regressao luteal
(Rettmer et al., 1992a). Corroborando com estes autores,
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Peters (1996) afirma que a manutengdo da secregédo de
progesterona por um corpo luteo viavel é imprescindivel no
inicio da gestagéo e, provavelmente, a luteélise prematura é
uma das causas principais de morte embrionaria.

Apesar de promover uma elevagéo nos niveis de P, (P<0,05),
a aplicagéo de 10ug de buserelina, em receptoras, no dia da
transferéncia de embriGes, ndo causou aumento na taxa de
gestagéo dos animais tratados em comparagdo com os ani-
mais do grupo controle. Os resultados deste experimento
séo semelhantes aos encontrados por Macmillan et al.
(1986) quando aplicaram 10ug de buserelina entre 0 72 e o
102 dia do ciclo estral apés a inseminagao artificial, e aos de
Drew e Peters (1994), realizando o tratamento no 82 e 102 dia
apds a l.A.

A falha em aumentar a taxa de gestagao ap6s a aplicagao de
buserelina, no dia da inovulagao, possivelmente esteja rela-
cionada com o dia do ciclo, pois quando a aplicagio desse
GnRH agonista foi realizada entre o 112 e 132 dias apés I.A.,
observou-se elevacado na taxa de gestagdo (Macmillan et al.,
1986), o que também ocorreu quando foi realizado o trata-
mento de 10ug de buserelina somente no 112 dia (Sheldon e
Dobson, 1993) ou no 122 dia posterior a I.A (Drew e Peters,
1994).

A importéncia do dia da aplicagéo poderia ser explicada em
fungéo da duragdo do efeito antiluteolitico da progesterona,
que tem sido relatada ser de oito a 10 dias (Wathes e
Lamming, 1995), embora Peters (1996 ) tenha observado
um periodo de 10 a 12 dias. Segundo Wathes e Lamming
(1995), a progesterona estimula a formagdo de inibidores
endometriais neste periodo, os quais bloqueiam a forma-
¢ao de receptores locais para a oxitocina (Peters, 1996). A
formagé&o destes receptores é o inicio da luteélise, pois, ap6s
a sua formagao, ocorre aumento no padrao pulsitil de PGF,a
(Lamming e Mann 1993). Em fungdo disto, Peters (1996)
afirma que o tratamento com buserelina teria efeito sobre a
fertilidade apenas quando realizado entre o 112 e 132 dia,
pois iria inibir as pulsacées de PGF,a, impedindo a lutedlise
e beneficiando a agdo dos interferons secretados pelo em-
brido, responséaveis pelo reconhecimento materno da ges-
tac&o. Estas observagdes estdo de acordo com as de Harvey
et al. (1994), os quais relataram que a aplicagdo deste ana-
logo neste periodo produz elevadas concentragdes de
progesterona na fase critica de reconhecimento materno da
gestagdo. Apesar de alguns pesquisadores ndo terem en-
contrado incremento nos niveis séricos de progesterona
em animais submetidos a uma aplicagdo de 10ug de
buserelina entre os dias 11 e 13 do ciclo (Mann e
Lamming,1995), o uso de outro anélogo do GNRH (200ug
de acetato de fertirelina) neste mesmo periodo promove
aumento na concentragado de progesterona quatro a 12 dias
apés a injeg@o, com maior concentrag@o e pico nos animais
tratados (Rettmer et al., 1992a). Adicionalmente, Rettmer et
al. (1992b) observaram aumento na taxa de gestagio com a
aplicagéo de 100 ou 200ug de fertirelina em uma tinica dose,
nos dias 11 a 14 do ciclo. Entretanto, estes pesquisadores
verificaram maior taxa quando a aplicagao era realizada nos
dias 12 ou 13, ao invés dos dias 11 ou 14. Corrobora com
estes achados a auséncia de incremento na taxa de gesta-
¢éo de animais inseminados, apés a aplicagdo de
buserelina entre os dias sete e 10 do ciclo (Macmillan et al.,
1986; Drew e Peters, 1991). Baseando-se nas pesquisas
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relatadas, é provavel que o dia utilizado para a aplicagao de
buserelina, no presente experimento, ndo tenha tido efeito
bloqueador na formacgao de receptores de oxitocina de forma
necessaria, ou por tempo suficiente, para inibir a lutedlise e
beneficiar os fatores do reconhecimento materno.

Além desta possibilidade, Drew e Peters (1994) declaram
que os padrdes relativos ao desenvolvimento folicular tam-
bém podem determinar as diferengas nos grupos que res-
pondem e nos que nao respondem ao tratamento com um
GnRH agonista. Segundo esses pesquisadores, o tratamen-
to no dia 12, em animais que apresentam trés ondas de cres-
cimento folicular, teria ocorrido quando o tamanho do foliculo
da segunda onda estaria, no maximo, prejudicando a produ-
¢édo de estradiol e, conseqlientemente, inibindo a agdo de
PGF,a que comega ser secretada, pois o estradiol estimula a
formagao de receptores para oxitocina no endométrio uterino
(Drew e Peters, 1994). Sendo assim, a diminuigdo na con-
centragcao sérica de estradiol seria um fator importante para
melhorar a taxa de gestagdo (Harvey et al., 1994). Mann e
Lamming (1995) concluem que o tratamento com buserelina
aumenta as chances de sobrevivéncia do embrido e melhora
as taxas de gestagédo por causar uma diminuigdo na concen-
tracao de estradiol, reduzindo o estimulo para o desenvolvi-
mento do mecanismo luteolitico. Dessa forma, é provavel que
a aplicagdo de buserelina no dia da inovulagdo seja uma
pratica prematura pois, possivelmente, ndo causaria uma
redugdo nas concentragdes de estradiol de forma a inibir a
produgdo de PGF,a e bloquear o processo luteolitico, o qual
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