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Resumo 
Amostras de sangue foram obtidas de 16 vacas (11 Bos 

taurus taurus e 05 Bos taurus indicus) entre o primeiro dia do 
tratamento com FSH-P e o dia da coleta dos embriões e 
q.nalisadas por Radioimunoensaio. Os níveis médios de 
progesterona circulante (P4) foram analisados no início do 
tratamento (O IN), no momento imediatamente anterior à apli­
cação da prostaglandina (DPG), 24 horas após (DAPG), no 
dia da inseminação artificial (DIA), no terceiro (D3PEST) e 
quarto (D4PEST) dias após o estro eno dia da coleta dos 
embriões (DCOL). O grau de associação entre a concentra­
ção de P4 durante o programa e a qualidade/quantidade 
dos embriões obtidos, medido pelo teste de correlação de 
Spearman (rs), mostrou-se significativo para o DIN (P < 0,01; 
rs = 0,59/qualidade), para o D3PEST (P < 0,05; rs = 0,47/ 
qualidade e P < 0,01; rs = 0,66/quantidade), para o D4PEST 
(P < 0,01; rs = O, 70/qualidade e P < 0,01; rs = O, 77 /quan­
tidade) e para o DCOL (P < 0,01; rs = 0,69/qualidade e P < 
0,01; rs = 0,69/quantidade). 

Palavras chave: progesterona, embriões, superovulação. 

Introdução 
Na literatura consultada observou-se que a utilização de 

gonadotrofina exógena (PMSG ou FSH-P) na estimulação 
ovariana para a transferência de embriões em bovinos, pode 
determinar alterações na função citoplasmática e nuclear dos 

·Trabalho financiado pela FINEP/CNPq. 

oócitos comprometendo a qualidade dos embriões (Moor 
et a/. 1985). Uma das causas apontadas para estas altera­
ções é a variação dos padrões normais de estrogênio e 
progesterona (P4) que podem comprometer tanto a quali­
. dade quanto quantidade e viabilidade dos embriões obti­
dos (Wilmut et ai., 1985). 

Vários trabalhos foram conduzidos para analisar a corre­
lação existente entre a concentração de P4, nos diferentes 
momentos do programa de superovulação e coleta de em­
briões, e a qualidade e quantidade dos embriões obtidos. 
Os resultados, entretanto, demonstraram controvérsias. Ao 
considerar-se esta relação no início do tratamento de 
superovulação com gonadotrofina, Sreenan & Gosling 
(1977); Saumande (1980) e Bolzoni et ai. (1991) não de­
monstraram qualquer correlação, entretanto, Looney (1986); 
Yadaveta/. (1986); Gotoetal. (1987); Elsaessereta/. (1981), 
Boland et a/. (1985) e Datta et ai. (1992) observaram existir 
correlação positiva tanto com a· qualidade quanto com a 
quantidade dos embriões. Schams et ai. (1979), Elsaesser 
et a/. (1981 ), Greve et ai. (1983), e Lindsell et ai. (1986), de­
monstraram que a baixa concentração de P4 neste momento 
está mais freqüentemente associada com a ausência de 
embriões. 

Após o início do tratamento, Tamboura et ai. (1985), 
Jensen et ai. (1 982), Britt & Holt, (1 988) observaram que o 
aumento contínuo da concentração de P4 não influenciava 
na quantidade dos embriões obtidos, mas encontraram 
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correlação negativa com a qualidade dos mesmos. Estes 
autores postularam que o aumento da concentração de P4 
foi devido a luteinização prematura dos folículos o que de­
terminou um microambiente hormonal incompatível com a 
liberação de um oócito completamente maduro e com ten­
dência a degeneração. Entretanto Greve et ai. (1983) não 
encontraram qualquer correlação entre a concentração de 
P4 no início do tratamento e a qualidade dos embriões. 

Nas análises feitas no dia da aplicação da prostaglandina, 
Yang et ai. (1992) observaram correlação positiva entre a 
concentração qe P4 e a qualidade dos embriões. Ao consi­
derar vinte e quatro horas após a aplicação da 
prostaglandina, Saumande & Batra (1985), Saumande et ai. 
(1985) e Kweon et ai. (1987), verificaram que a concentra­
ção de P4 decresceu acentuadamente para níveis inferiores 
a 0,5 rig/ml de plasma e permanecia nestes níveis até o 
terceiro dia após. o cio. Estes autores concluíram que a bai­
xa concentração de P4 neste momento correlacionava-se 
positivamente com a quantidade dos embriões obtidos, mas 
não com a qualidade dos mesmos. Por outro lado, altas 
concentrações de P4 durante o estro nas fêmeas 
superovuladas, determinava um efeito negativo sobre a qua­
lidade dos embriões obtidos (Jensen et ai., 1982; Greve et 
ai., 1983, Looney, 1986 e Domeki, 1991 ). Já Tamboura et ai. 
(1985) ao analisarem a concentração deste hormônio no dia 
da inseminação artificial e no segundo e terceiro dias, verifi­
caram a existência de correlação positiva com o número 
total de embriões obtidos, mas não com a qualidade dos 
mesmos. 

Determinação dos níveis de P4 no segundo e terceiro 
dias após o estro subseqüente ao tratamento, por Jensen 
et ai. (1982), Maurer & Echternkamp (.:1982) e Maurer & 
Echternkamp, (1985), demonstraram que a produção de 
embriões bovinos transferíveis foi maior quando o aumento 
da concentração do hormônio ocorreu a partir do terceiro 
dia após o estro. 

Britt & Holt (1988) observaram ainda, que o rápido au­
mento da P4 até o segundo e o terceiro dias após o estro 
induzido, determinava assincronia entre alguns embriões e 
o útero, o que diminuía o número de embriões transferíveis. 
Segundo os autores, esta assincronia provavelmente ocor­
ria quando o último oócito era ovulado muitas horas após o 
primeiro. Nesta situação, o último embrião estaria fora de 
sincronia com o útero controlado pela P4 secretada pelos 
corpos lúteos formados após as primeiras ovulações. 
Nakajima et ai. (1992) ao analisarem o terceiro, quarto e 
quinto dias após o estro da vaca superovulada, não obser­
varam a existência de qualquer correlação entre a concen­
tração de P4 e a resposta ovariana. 

Material e Métodos 
No presente experimento foram utilizadas 16 fêmeas 

bovinas (11 taurinas e 5 zebuinas), entre 3 e 15 anos de 
idade, selecionadas para o programa de transferência de 
embriões da Gertec Embriões, em Atibaia, Estado de São 
Paulo. 

Na superovulação foram utilizadas 24 a 32mg de FSH­
p*a por via intra-muscular em doses decrescentes, duas 
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vezes ao dia, durante quatro dias consecutivos. Iniciou-se o 
programa no décimo dia (D1 O) após o dia do estro natural 
(DO). Os animais foram sincronizados com aplicações 
intramuscular de cloprostenol*b sendo a primeira, 48 horas 
após iniciado o tratamento com FSH-P, e a segunda, 12 horas 
após a primeira. 

A inseminação artificial consistiu de duas aplicações, 
sendo a primeira 48 horas e a segunda 60 horas após a 
injeção de prostaglandina. A coleta de embriões foi realiza­
da no sétimo dia após a inseminação artificial, utilizando-se 
sistema fechado de lavagem uterina conforme descrito por 
Elsden & Seidel (1982). Os embriões foram recolhidos em 
Encon Filter*c e o meio utilizado para lavagem do útero, foi 
PBS-Dulbecco's modificado*d (Whitinghan, 1971), a 37°C. 
Após a coleta os embriões foram identificados como 
mórulas (MOR), blastocistos (BLAST), degenerados (DEG) 
e não fecundados (NF) e de acordo com a aparência 
morfológica, os embriões foram classificados como trans­
feríveis (TRANS) ou não (NTRANS), segundo os critérios de 
Kusan (1986). 

A coleta das amostras de sangue para obtenção de plas­
ma foi realizada através de venopunção jugular com utiliza­
ção de vacutainer heparinizados*e. As amostras foram obti­
das no início do tratamento com a gonadotrofina (DIN), no 
momento imediatamente anterior à primeira aplicação de 
prostaglandina (DPG), vinte e quatro horas após a aplica­
ção da primeira dose de prostaglandina (DAPG), no mo­
mento da primeira inseminação artificial (DIA), nos terceiro 
(D3PEST) e quarto (D4PEST) dias após as inseminações e 
no dia da coleta dos embriões (DCOL), sempre às sete ho­
ras. 

O plasma obtido por centrifugação, foi imediatamente 
congelado à temperatura de -20°C sendo assim mantidos 
até o dia da análise hormonal. A dosagem da progesterona 
foi feita por radloimunoensaio seguindo-se o protocolo exis­
tente nos Kits utilizados *1 e os resultados obtidos expres­
sos por ng/ml de plasma Durante o monitoramento 
hormonal avaliou-se o coeficiente de variação intra e inter­
ensaio, para os valores minimos e máximos da concen­
traçãode progesterona. A análise estatística foi realizada pelo 
sistema SAEG (1983) para o cálculo das medidas de posi­
ção, dispersão e de associação (Teste de correlação de 
Spearman-rs). 

Resultados 

No início do tratamento (DIN) a progesterona endógena 
atingiu nível médio de 2,42 ± 1, 16ng/ml No momento ime­
diatamente anterior à aplicação da prostaglandina (DPG) foi 
3,68 ± 2,64ng/mle 24 horas após (DAPG) observou-se 0,34 
± 0,24ng/ml. Foi observado 0,20 ± 0,24ng/ml no dia da 
inseminação artificial (DIA), e 1,17 ± 1 ,26ng/ml e 3,88 ± 
3,93ng/ml para os terceiro (D3PEST) e quarto (D4PEST) dias 
após o estro, respectivamente. No dia da coleta dos embri­
ões (DCOL) observou-se 15,79 ± 14,06ng/ml. 

O número médio de estruturas obtidas por doadora foi 
4,30 ± 4,23 embriões transferíveis (2 ,60 ± 4,15 blastocistos 
e 1,69 ± 2,18 mórulas) e 3,30 ± 4,76 embriões não transfe­
ríveis (1 ,52 ± 1,95 degenerados e 1,78 ± 3,64 não fecun-
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dados), perfazendo um total de 7,60 ± 6,61 embriões 
coletados. Os coeficientes de variação intra e inter-ensaio 
foram respectivamente 11% e 25%. 

Discussão 
No presente estudo observou-se que a concentração 

de progesterona no dia do início do tratamento com 
gonadotrofina está correlacionada com a qualidade dos 
embriões obtidos (rs = 0,59; P < 0,01). Esta correlação já 
havia sido demonstrada por Looney (1 986), Yadav et ai. 
(1 986), Goto et a/ (1987) e Goto et ai. (1 988), assim como 
por Elsaesser et ai. (1 981), Boland et ai. (1 985) e Oatta et ai. 
(1992) que associaram a baixa qualidade do embrião com 
concentrações mínimas de P4 no início do tratamento da 
superovulação. Entretanto, para a quantidade de embriões 
neste mesmo momento, não houve qualquer associação 
com a P4 circulante, conforme já demonstrado anteriormente 
por Looney (1 986), Walton & Stubbings (1 986) e Bolzoni et 
ai. (1991). A existência dessa correlação foi, no entanto, 
verificada no trabalho de Goto et a/ (1 988). 

Os achados do presente estudo no tocante à qualidade 
dos embriões, diferem dos trabalhos de Sreenan & Gosling 
(1 977) e de Saumande (1 980) sem correlaçõs significativas 
sobre a resposta ovariana. Também diferem dos achados 
de Schams et a! (1 979), Elsaesser et ai. (1 981 ), Greve et ai. 
(1 983) e Lindsell et a! (1 986) que associaram a ausência de 
embriões com uma baixa concentração de P4 no dia do 
início do tratamento de superovulação. No presente experi­
mento não observou-se existênCia de coleta sem obtenção 
de embriões. 

A análise estatística para correlação, não demonstrou 
associação entre a concentração de P4 imediatamente an­
terior à primeira dose de prostaglandina e a qualidade ou 
quantidade de embriões obtidos. Tal fato também foi obser­
vado por Greve et ai. (1 983). 

Com relação à concentração plasmática de progesterona 
vinte e quatro horas após a aplicação da primeira dose de 
prostaglandina não verificou-se a existência de, correlação 
com a qualidade ou quantidade dos embriões obtidos, di­
ferindo das observações de Jensen et a! (1 982), Greve et 
a/. (1 984), Saumande & Batra (1 985) e Tambouraet a/. (1 985), 
que encontraram a correlação negativa para o número de 
embriões. 

Com relação à concentração plasmática de P4 no dia 
da inseminação artificial, observou-se neste experimento 
inexistir correlação entre os níveis atingidos e a qualidade e 
quantidade de embriões. Na literatura consultada, entretan­
to, foi reportada a correlação negativa referente à qualidade 
dos embriões (Jensenet a/., 1 982; Greveet ai., 1 983; Looney, 
1986 e Domeki, 1991). Saumande et ai. (1985), encontra­
ram uma correlação significativa (rs = 0,33; P < 0,01) para 
o número total de embriões obtidos em seus estudos. No 
presente experimento a inexistência de associação entre os 
parâmetros considerados, prende-se ao fato de não ter sido 
observado situação de alta concentraão de P4 neste mo­
mento. Entre os animais trabalhados observàu-se níveis in­
feriores a 0,5 ng/ml com pequena variação dentro dos valo­
res médios apresentados. 

Para os valores médios de progesterona piasmática nos 
terceiro e quarto dias após o estro, observou-se que no ter­
ceiro dia houve correlação significativa com o número de 
embriões transferíveis (rs = 0,47; P < 0,05) e com o número 
total de embriões (rs = 0,66; P < 0,01) o que caracterizou a 
influência desses níveis sobre a qualidade e quantidade das 
estruturas obtidas. 

Os dados do presente experimento referentes ao ter­
ceiro dia após o estro, assemelham-se aos de Jensen et 
a/. (1 982) Greve et ai. (1 983); Saumande et ai. (1 985); 
Kweon et ai. (1 987) que associaram a maior concentra­
ção de P4, neste momento, com maior quantidade de 
embriões obtidos, porém, estes mesmos autores não 
observaram a existência de correlação significativa no que 
concerne à qualidade dos embriões. Já no quarto dia 
após o estro, também observou-se a existência de cor­
relação significativa para o número de embriões transfe­
ríveis (rs = 0,70; P < 0,01) e para o número total de 
embriões (rs = O, 77; P < 0,01). Estes resultados diferem 
daqueles apresentados por Nakajima et ai. (1 992) onde 
observou-se a inexistência de correlações entre a con­
centração de P4 e os parâmetros de qualidade e quanti­
dade de embriões. 

Com relação aos níveis demonstrados no quarto dia após 
o estro e às associações verificadas neste experimento, 
observou-se que os dados apresentados estão de acordo 
com Saumande et ai. (1 985) e Kweon et ai. (1 987) que de­
monstraram correlação positiva com o total de estruturas 
coletadas, embora não tenham observado a correlação des­
te nível com a qualidade dos embriões. 

No presente experimento foi observado correlação po­
sitiva entre a concentração de P4 no terceiro e quarto dias 
após o estro e a qualidade dos embriões obtidos. Na litera­
tura consultada, entretanto, não foi observada qualquer ci­
tação da referida associação, o que sugere ser esta a pri­
meira caracterização da correlação entre tais parâmetros. 
Sabe-se que a P4 elevada nos dias subseqüentes ao estro 
interfere no controle do ístmo da tuba e acarreta prejuízo na 
qualidade de embriões recuperados (Hunter, 1 985). Os es­
tudos de Wilmut et ai. (1 985) e Britt & Holt (1 988) ressaltam 
que tal situação pode determinar assincronia entre alguns 
embriões, originados de ovulações tardias, com o ambien­
te uterino apresentando natureza de secreções e estrutu­
ras endometria1s incompatíveis com o desenvolvimento em­
brionário. Os achados do presente experimento permitem 
sugerir que o aumento da concentração de P4 comprome­
te a qualidade dos embriões, porém, somente quando este 
aumento for verificado no primeiro e no segundo dias após 
o estro ter ocorrido. 

Foi observado que a P4 circulante no dia da coleta 
de embriões estava associada positivamente com o nú­
mero de embriões transferíveis (rs = 0,69; P < 0,01). 
Estes dados estão de acordo com os achados de Looney 
(1 986) e Goto et ai. (1 988). Também verificou-se a exis­
tência de correlação positiva com o número total de em­
briões obtidos (rs = 0,69; P < 0,01) já tendo sido de­
monstrado na literatura nos trabalhos de Looney (1 986) 
e Goto et ai. (1988). 
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Conclui-se que os fatores hormonais são fontes de vari­
abilidade da resposta ovariana no que se refere aos aspec­
tos quali-quantitativos das estruturas coletadas. Consideran­
do-se que no Brasil ainda pouco se tem estudado sobre 
tais variações, principalmente em raças zebuinas, torna-se 
importante a condução de outros estudos para compreen­
der-se melhor as flutuações hormonais que influenciam os 
aspectos reprodutivos. 

Abstract 
Biotechnology of embryos: 11- quantitative and 
qualitative analysis of embryos from superovulated 
cows used in a embryo transfer program. 

Blood samples were collected from sixteen cows (11 Bos 
taurus taurus and 05 Bos taurus indicus) from the beginning of 
the treatmentwith FSH-Puntil the day of the embryo collection. 
The blood plasma were assayed for progesterone (p4), by 
Radioimmunoassay, at the beginning of lhe treatment (DIN), 
immediately before lhe prostagladin (DPG) and after twenty­
four hours (DAPG), on lhe day o f lhe artificial insemination (DAl), 
on the third (D3PEST) and the fourth (04PEST) day after lhe 
estrous and on the day of embryo collection (DCOL). a 
significative correlation between progesteronelevel and both 
quality and quantity of embryos was demonstrated at DN (P 
< 0.01; rs = 0.59/quality and P < 0.05; rs = 0.46/quantity), at 
D3PEST (P < 0.05; rs = 0.47/quality and P < 0.01; rs =O 66/ 
quantity), at D4PEST (P < 0.01; rs = 0.70/quality and P < 
0.01; rs = O. 77 /quantity) and at DCOL (P < 0.01; rs = O 69/ 
quality and P < 0.01; rs = 0.69/quantity). 

Key words progesterone, embryos, superovulation. 
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