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Efeito da Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) na Resposta Ovulatéria e na
Qualidade dos Embrioes de Vacas da Raca Nelore

Autor: Felipe de Jesus Moraes Junior
Orientador:Prof. Assoc. Dr. José Adalmir Torres de Souza
Co-Orientador: Prof. Assoc. Dr. Rémulo José Vieira

RESUMO - o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da rbST na producao in
vivo de embrides de vacas da raca Nelore. Foram utilizadas oito doadoras, todas superovuladas
com FSH, sendo que a metade o FSH foi associado a tbST. As superovulagdes foram realizadas
em duas etapas, uma em julho e outra em outubro de 2007. Na primeira etapa, quatro animais
(G1) receberam apenas FSH e quatro (G2) receberam além do FSH, 250mg de rbST, por via
intramuscular, no dia denominado DO, dia do implante de progestageno. Na segunda etapa, no
sistema crossover, os animais que receberam apenas FSH, receberam 250 mg rbST. As
superovulagdes foram iniciadas no D4, com 133mg de FSH, aplicadas em quatro dias
consecutivos, com doses decrescentes, a intervalo de 12 horas. Os implantes foram retirados em
D7 ap6s aplicagdo de duas doses de PGF em D6. No D8 foram aplicadas 200 pg de um andlogo
do GnRH e as inseminagdes realizadas 12 e 24 horas ap6s aplicagdo do GnRH. As colheitas
foram realizadas no sétimo dia apds a primeira inseminacdo. A resposta superovuldtoria
(presenca de corpos liteos), total de estruturas, estddios de desenvolvimento e qualidade dos
embrides recuperados ndo foram afetados (p>0,05) pelo tratamento com a rbST. As médias
obtidas nos tratamento G1 e G2 foram, respectivamente: estruturas colhidas, 9,5+£3,0 e 7,6+2,2;
embrides viaveis, 8,1+2,6 e 5,0+1,6; estruturas ndo fertilizadas, 0,3+0,2 e 0,5+0,3; estruturas
degenerados, 1,0+0,5 e 0,5+0,3; mérulas, 0,5+0,2 e 2,3+1,9; blastocistos iniciais, 2,2+2,1 e
1,340,9; blastocistos, 4,7+1,6 e 2,5+0,5; blastocistos expandidos, 0,6+0,3 e 0,5+0,5; embrides
grau I, 7,3%2,5 e 5,0+0,8 ; embrides grau II, 0,5+0,3 e 1,1£0,5 e embrides grau III, 0,2+0,1 e
0,5+0,5.

Palavras-chave: embrido, FSH, GH



Xi

Effect of the Bovine Recombinant Somatotropina (rbST) in the Ovulatéria Reply
and the Quality of the Embryos of Cows of the Nelore Race

ABSTRACT - The present work had as objective to evaluate the effect of tbST in the alive
production in of embryos of cows of the Nelore race. Eight givers, all superovulated with
FSH had been used, being that the half the FSH was associated with rbST. The superovulation
had been carried through in two stages, one in July and another one in October of 2007. In the
first stage, four animals (G1) had received only FSH and four (G2) had received beyond the
FSH, 250mg of rbST, for saw to intramuscular, in the called day DO, day of the implantation
of progestageno. In the second stage, in the system to crossover, the animals that had received
only FSH, they had received 250 mg rbST. The superovulation had been initiated in the D4,
with 133mg of FSH, applied in four days consecutive, with decreasing doses, the interval of
12 hours. The implantations had been removed in D7 after application of two doses of PGF in
D6. In the D8 200 had been applied pg of analogous of the GnRH and carried through
inseminations 12 and 24 hours after application of the GnRH. The harvests had been carried
through in the seventh day after the first insemination. The superovulated reply (presence of
Corpora ludtea), total of structures, stadiums of development and quality of the recouped
embryos had not been affected (p> 0,05) for the treatment with rbST. The averages gotten in
the treatment G1 and G2 had been, respectively: Recovered structures, 9,5+3,0 and 7,6+2,2;
viable embryos, 8,1+2,6 and 5,0+1,6; not fertilized, 0,3+0,2 and 0,5+0,3; Degenerated,
1,0+0,5 and 0,5+0,3; morulae, 0,5+0,2 and 2,3+1,9; early blastocysts, 2,2+2,1 and 1,3+0,9;
blastocysts, 4,7+1,6 and 2,5+0,5; expanded blastocysts, 0,6+0,3 and 0,5+0,5; embryos degree
I, 7,3%£2,5 and 5,0+0,8; embryos degree II, 0,5+0,3 and 1,1+0,5 and embryos degree III,
0,2+0,1 and 0,5+0,5.

KEY-WORD: embryos, FSH, GH



1. INTRODUCAO

Os indices reprodutivos e produtivos da pecudria brasileira estdo muito abaixo do
desejavel. O aumento na produgdo de leite nas dltimas décadas deve - se mais, a expansao das
areas exploradas e aumento efetivo do rebanho do que pelo aumento real da produtividade.
Quanto mais maximizada for a producao, utilizando biotecnologias como Inseminacao Artificial
(IA), Sincronizacdo Estral, Transferéncia de Embrides (TE) e Fecundagdo in vitro (FIV), maior
serd a exigéncia de uma 6tima eficiéncia reprodutiva (NEVES et al., 2000).

A TE, como técnica de melhoramento genético das racas zebuinas e taurinas, apresenta
vantagens como aumento da eficiéncia reprodutiva das fémeas, maior intensidade de selecao,
rapida difusdo de estoques genéticos melhoradores e possibilidade de armazenar e transportar
zigotos a longa distancia (DEMCZUC et al., 1998). Entretanto, a grande variabilidade com
relac@o a resposta superovulatéria, principalmente em animais zebuinos é um fator limitante do
melhoramento genético (MOLINA & SATURNINO, 1993).

A utilizagdo de hormoOnios exdgenos na drea reprodutiva vem aumentando
consideravelmente na ultima década. Varios estudos sdo realizados e empregados com bastante
sucesso (LUCY et al, 2000), permitindo incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos de
corte e leite, em programas de IA, ou mesmo de superestimulacdo ovariana, em animais de
elevado valor genético (KOZICKI et al., 2005).

Entre os hormonios exdgenos implicados na superestimulacdo ovariana dos animais para
obtenc@o de maior nimero de foliculos desenvolvidos, pode ser mencionado o hormonio foliculo
estimulante (FSH), a gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) e gonadotrofina coridnica humana
(hCG), dentre outros. Além dos hormoOnios mencionados, pesquisa-se atualmente com
intensidade, a utilizacdo da somatotropina bovina recombinante (rbST), tida como substincia que
acarreta o aumento de receptores para o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I)
favorecendo o recrutamento folicular ovariano (LUCY et al., 2000)

Neste sentido, o presente trabalho teve como avaliar a rbST na produgdo in vivo de
embrides de vacas raca Nelore.

O capitulo 1, estd em forma de artigo cientifico, de acordo com as normas da Revista

Cientifica de Producdo Animal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bases Fisiologicas do Ciclo Estral

Na puberdade, ocorre um aumento na sintese e liberacdo hipotalamica do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH) que, via sistema porta hipotalamico-hipofisario estimula a
secrecdo hipofisdria do FSH e o hormoénio luteinizante (LH) (CUNNINGHAM, 1993;
PALHANO et al., 2003). Segundo Campbell et al. (1995), das gonadotrofinas hipofisarias,
apenas o FSH estimula o desenvolvimento folicular, enquanto que o LH atua no foliculo pré-
ovulatério. Essas alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas no sistema reprodutor estimulam
modificagdes ciclicas no comportamento do animal, denominado de estro, ou seja, periodo de
receptividade sexual (SILVA, 2001). Na foliculogénese tonica, o crescimento folicular é
regulado pelo eixo hipotalamico-hipofisario. O hipotdlamo produz e libera o GnRH de forma
pulsatil, diretamente no suprimento sangiiineo da hipéfise, estimulando a liberacdo do FSH e do
LH pela adenohipéfise. Estes hormonios se ligam aos seus receptores especificos nas células da
granulosa e células da teca. Durante o ciclo estral, muitos foliculos se desenvolvem, mas
somente um € selecionado para maturar e ovular. No caso da vaca esta atividade de crescimento
folicular se da em ondas de crescimento folicular (SANTOS, 1997).

O ciclo estral é uma seqiiéncia de eventos sucessivos que ocorrem entre estros (PINEDA,
1979) e em fémeas zebuinas, dura em média 21 dias (VALLE et al., 1994; FIGUEIREDO, 1995;
MORAES et al., 2001), com ovulagdo ocorrendo de 25 a 30 horas apds o inicio do estro.

O crescimento folicular, até a fase de antro, é feito por estimulo intraovariano
(foliculogénese basal). Apés a formagdo do antro, o crescimento e maturacdo dependem de
estimulos de gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH) liberadas em resposta ao GnRH
hipotalamico, fase esta chamada de foliculogénese tonica (KENNEDY & MILLER, 1993).

Cada onda folicular é composta por uma fase de recrutamento ou emergéncia, no qual um
grupo de foliculos primordiais e primdrios inicia seu crescimento. Dentre estes, um foliculo é
selecionado, ndo sofre atresia e potencialmente pode chegar a ovular (fase de selecdo ou
divergéncia). O foliculo selecionado passa a exercer dominancia (fase de dominancia) sobre os
demais foliculos que sofrem atresia, suprimindo o crescimento dos mesmos e inibindo o
recrutamento de um novo grupo de foliculos (GINTHER et al.,1989; SIROIS & FORTUNE,
1990). Os foliculos que iniciam a formacdo do antro expressam receptores para FSH, mas podem
apresentar poucos ou nenhum receptores para LH (EYESTONE & AX, 1984). Sob acdo do FSH,
as células da granulosa dos foliculos em crescimento, t€ém capacidade de aromatizar os

andrégenos produzidos pelas células da teca interna, convertendo-os em estrégeno, pela acdo da
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enzima aromatase. O estrogeno, por sua vez, estimula a expressdo de receptores de LH nas
células da teca interna. Além disso, o estrogeno estimula a liberagcdo de GnRH pelo hipotdlamo
e conseqiiente liberacdo do LH. Assim, o foliculo dominante fica sob o controle do LH até seu
crescimento final (CUNNINGHAM, 1993).

O mecanismo fisiologico responsdvel pelo processo da dominancia folicular €
compreendido através do “modelo duas células - dois hormonios”. Segundo esta teoria, as
células da teca intersticial respondem ao LH secretando androstenediona, a qual atravessa a
lamina basal até a célula da granulosa, onde € aromatizada até estradiol 17f3, sob controle
hormonal do FSH. O estrogénio sintetizado € liberado na circulacdo periférica e no fluido
folicular, um ambiente estrogénico e essencial para o desenvolvimento dos foliculos. A
manutenc¢do deste processo € bdsica para a selecao e dominancia folicular (SILVA et al., 1997).

No modelo do mecanismo de divergéncia do foliculo proposto por Ginther et al. (1996), a
emergéncia das ondas foliculares € antecipada pelo FSH circulante, o qual sofre um declinio
apos a fase de selecdo (SUNDERLAND et al., 1994).

O mecanismo de divergéncia estd associado ao declinio de FSH a niveis basais
(GINTHER et al., 1997). O aumento inicial do FSH € atribuido a auséncia de substincias
inibitdrias existentes no foliculo dominante, que secreta hormonios que inibem o crescimento de
outros foliculos (GINTHER et al., 1996). Injecdes de fluido folicular com inibina suprimem o
FSH plasmatico (TURZILLO et al., 1993), observagdo esta também verificada por Taya et al.
(1996). Além da inibina, existem a ativina e a folistatina, proteinas gonadais que modulam a
secrecdo de FSH, estimulando ou inibindo, respectivamente, o FSH (YING, 1988).

O foliculo dominante continua a crescer e desenvolver tornando-se LH dependente,
enquanto os outros foliculos subordinados entram em atresia (GINTHER et al., 1996).

Na tentativa de compreender melhor os aspectos endocrinolégicos que envolvem o
foliculo dominante e os subordinados, Badinga et al. (1992) examinaram as diferencas
enddcrinas e bioquimicas entre os mesmos. Neste experimento, os autores trabalharam com
vacas que tinham foliculo dominante removidos nos dias 5 (selecdo), 8 (dominancia) e 12
(atresia) do ciclo estral e avaliaram as concentragdes de estradiol, progesterona e a atividade da
aromatase. No fluido folicular, as concentracdes de estradiol foram maiores na fase de sele¢ao
em relacdo as fases de dominancia e atresia; os niveis de progesterona permaneceram baixos
durante os dias 5, 8 e 12; e a atividade da aromatase foi maior nos foliculos dominantes colhidos
nos dia 5 e 8, em relacdo ao dia 12. Quanto aos foliculos subordinados, os niveis de estradiol e

atividade da aromatase permaneceram baixos nos dias 5, 8 e 12 e os niveis de progesterona
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aumentaram do dia 5 até o 12. O acumulo de progesterona no fluido folicular dos foliculos
subordinados contribui para atresia (LUCY et al., 1992).

A limitagcdo de andrégenos para sintese de estrogenos no foliculo dominante da primeira
onda, faz com que o mesmo entre em atresia (BADINGA et al., 1992) uma vez que o LH
estimula a biossintese de androgenos (EVANS et al., 1997).

Bao & Garveric (1998) ressaltaram que a expressio de enzimas e receptores
gonadotroficos participa da esteroidogénese, e que mudancas na expressao de RNA mensageiro
para receptores de gonadotrofinas (FSH e LH) estdo ligados as enzimas esteroidogénicas e aos
fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF I e II), associados aos diferentes estadios de
crescimento e atresia folicular. Os autores reportaram também, que a expressio de RNA
mensageiro para receptores de gonadotrofinas, enzimas esteroidogénicas e proteinas reguladoras,
aumentam o desenvolvimento folicular (BAO et al., 1998), principalmente quando o foliculo
atinge o tamanho méximo e diferencie em foliculos atrésicos (DE LA SOTA et al., 1996). Nos
foliculos dominantes os niveis de IGF-I produzidas pelas células da granulosa e o IGF-II pelas
células da teca, estdo elevados.

Além destes, o recrutamento estd associada com o inicio do RNA mensageiro para
P450scc e P450 aromatase, nas células da granulosa. A selecdo do foliculo dominante estd
associada a expressdo de RNA mensageiro para receptores de LH e 5-4 isomerase nas células da
granulosa (BAO & GARVERIC, 1998).

A cada ciclo estral, com a regressdo luteal ocorre o desenvolvimento, maturagdao e
ovulacdo de um foliculo, criando uma nova oportunidade de concep¢do (PATE, 1994). O corpo
liteo (CL) € controlado por inimeros componentes bioldgicos, 0s quais promovem a
luteinizacdo das células da granulosa e conseqiiente formacdo do CL. Ocorrendo fertilizacao o
CL se mantém durante a prenhez, ao contrario, o mesmo sofre regressdo morfologica e
funcional. Este processo, chamado lutedlise, € caracterizado por uma cessacdo da producdo de
progesterona (Ps) e colapso dos componentes celulares do CL, incluindo reducdo do suplemento
vascular, proliferacdo de tecidos conectivos, aumento na desorganizacdo celular, degeneracdo e
fagocitose das células luteais (MILVAE et al., 1996).

A prostaglandina F,, (PGF,,), secretada pelo endométrio uterino, ¢ conhecida como a
principal luteolisina endégena dos ruminantes domésticos (MCCRACKEN & SCHRAM, 1986).
Esta, chega até o CL por um mecanismo de contracorrente veno-arterial (GINTHER et al.,
1974), sendo que o sinal hormonal que leva a liberagdo de PGF,, em quantidades luteoliticas ¢é

do estradiol proveniente dos foliculos ovarianos (FERNANDES, 1998), o qual age estimulando a
15



sintese de receptores para ocitocina no endométrio uterino. A ocitocina proveniente do CL ou da
neurohipofise, estimula a secrecdo de PGF,,, a qual promove a regressdo do corpo ldteo

(MCCRAKEN et al., 1984) mantendo assim a ciclicidade ovariana.

2.2 Transferéncias de Embrioes (TE)

A principal meta do programa da TE € a superovulacdo, para obtencdo de um maior
nimero de embrides vidveis por doadora, decorrente a0 aumento do nimero de ovulacdes apds
administracio de hormodnios exdgenos e posterior transferéncia dos embrides para o trato
reprodutivo de receptoras, para completarem a gestacdo (RUMPF et al., 2000).

O crescimento folicular pode ser sincronizado com diferentes hormonios tal como
progesterona, estradiol, e combinac¢@o de progesterona € GnRH. O emprego de progesterona ou
progestdgenos em doses elevadas pode suprimir o suporte de LH para o foliculo dominante,
induzindo assim atresia (THATCHER et al., 2001).

O tratamento superestimulatério com gonadotrofinas continua sendo um dos maiores
problemas nos programas comerciais de TE (BARROS & NOGUEIRA, 2004). A variacio
individual ao tratamento superovulatério em vacas Nelore Bos taurus indicus, tem sido relatada

por grupos de pesquisas (BARUSELLI et al., 2003; BO et al., 2004;).

2.2.1 Superovulacao

B6 et al. (1995) observaram que o protocolo convencional de superestimulagdo ovariana
no diestro foi baseado originalmente em informacdes experimentais nas quais se verificou maior
resposta superovulatéria quando o tratamento foi iniciado 8 a 12 dias apds o estro, o que,
naturalmente, viria coincidir com inicio da segunda onda folicular.

Uma alternativa para controlar a dinadmica folicular, é a ablacdo folicular transvaginal,
guiada por ultra-sonografia (BERGFELT et al., 1997). Os autores mostraram que a aspiracao
folicular, guiada por ultra-sonografia, de todos os foliculos maiores ou iguais a 5 mm, é uma
alternativa eficiente, mas ainda pouco usada para sincronizar a emergéncia folicular.

A sincronizacdo do inicio da onda folicular pode ser obtida com a administracdo de
GnRH ou LH. No entanto, foi registrado uma assincronia na emergéncia folicular de 3 dias antes
a 5 dias depois, sugerindo que este protocolo nao seria apropriado para a superestimulagao
ovariana (MARTINEZ et al.,1999).

Outro método hormonal usado para controlar o desenvolvimento folicular é a combinacado

de estrogenos com progestigenos, que consiste em induzir a atresia de foliculos antrais
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presentes, fazendo com que ocorra uma emergéncia folicular 4,3 dias apés o tratamento (BO et
al., 1995).

O benzoato de estradiol (BE) € o estrogeno mais utilizado em protocolos de
sincronizacdo de estros. Meyer et al. (2000) observaram, em tratamento com 2,5mg de BE,
associado a aplicagdo de 50 mg de P4, administrados no momento da inser¢do do implante
vaginal (CIDR-B), sincronia de uma nova onda folicular 2 a 3 dias ap6s, resultados semelhantes
aos verificados quando as fémeas foram superestimuladas convencionalmente, entre os dias 8 e
12 do ciclo estral.

Zanenga et al. (2000), ao estudarem a superovulacdo em vacas zebuinas, inseminados
sem deteccao de cio, associando progestdgeno e estrégeno, sugeriram que a IA, 12 a 24 horas
apos a aplicagdo de PGF2aq, € viavel para programas de TE.

B6 et al. (2001) sugeriram a sincroniza¢do da emergéncia da onda folicular, aplicando
Smg de E-178 e 100 mg de progesterona, intra muscular, no momento da aplicacdo do implante
de progesterona, com a superovulacdo iniciada quatro dias depois com FSH. Os autores
concluiram que a resposta superovuldtoria do grupo E-178 + P, foi similar ao tratamento
convencional, além do que, apresenta a vantagem de iniciar o tratamento em dia aleatério do
ciclo estral, melhorando a sincronizacdo do grupo de doadoras, facilitando o manejo e

permitindo a realizacio dos tratamentos em dias previamente programados (BO et al., 2001).

2.2.1.1 Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

Na superovulagcdo de bovinos, utilizando o FSH, os resultados t€m sido satisfatorios,
especialmente em termos de embrides transferiveis. Em relacdo as concentracoes de FSH e LH,
comumente usada para estimular a resposta ovulatdria, Callesen et al. (1986) encontraram
melhores resultados em prepara¢des com baixa concentragao de LH.

O FSH ¢ essencial no desenvolvimento dos foliculos (MONNEAUX et al., 1983). Estes
se desenvolvem em um padrdo de ondas de crescimento onde cada onda € caracterizada pela
emergéncia de um foliculo dominante, entre todos que estio em crescimento. As ondas de
crescimento folicular s3o precedidas por aumento recorrente na secrecio do FSH
(SUNDERLAND et al., 1996), que fornece o estimulo inicial para o recrutamento dos foliculos e
inicio do desenvolvimento (TURZILLO & FORTUNE, 1990).

O protocolo de aplicagdo do FSH representa um problema do ponto de vista prético, pelo
namero de aplicagdes e doses necessdrias utilizadas em programas de TE. Segundo Moor et al.

(1984), a administracdo do FSH para estimular a superovulacdo deve ser feita durante 4 a 5 dias,
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em intervalos de 12 horas. Demoustier et al. (1988) relataram que a concentra¢do plasmatica de
FSH aumenta imediatamente apds sua administragdo (intramuscular), atingindo a concentra¢io
maxima as 3 horas e diminuindo gradualmente até ndo ser mais detectada as 12 horas. Este fato,
deve-se a meia vida curta do hormonio, levando a necessidade de multiplas aplicagdes nos
protocolos de seperovulatdrios.

Tentando contornar o problema, a administracio de FSH em dose tnica, foi sugerida por
B6 et al. (1990). Segundo os autores, a administracdo de 400 mg de FSH (Folltropin®) por via
subcutanea, diluido em 20 mL, promoveu uma resposta superovulatéria semelhante ao grupo
controle, superestimulado pelo método tradicional. Diferentemente, Purwantara et al. (1994),
sugeriram administra¢cdo de uma dose didria, durante quatro dias de superestimulacdo, mas este
modelo ndo teve aceitacdo na pratica, devido a meia vida do FSH que € de 12 a 14 horas.

Doses elevadas de FSH mostraram diminuicdo no ndmero de embrides coletados e
transferiveis (LERNER et al., 1986). Santiago et al. (2002), citam que diminui¢do no ndmero de
estruturas recuperadas, com o aumento da dose de FSH, em vacas, pode ser atribuida a
superestimulac¢do dos ovarios. Quando vérios foliculos sdo estimulados, limitacdes fisicas dentro
do ovério, como suprimento sangiiineo, quebra dos mecanismos enddcrinos normais e producao
excessiva de esterdides ovarianos, podem interferir no desenvolvimento folicular ou ovulagao.
Altas doses de FSH, podem estimulam o desenvolvimento de maior nimero de foliculos, mas
poucos seriam capazes de ovular e sofrer luteiniza¢do ou tornar-se atrésicos.

Baruselli et al. (2003) avaliaram a resposta superovulatéria de vacas Nelore sob
diferentes doses de FSH (Folltropin-V): com 100, 133, ou 200mg, com inseminag¢do artificial em
tempo fixo. Foi empregado o delineamento experimental “cross-over” para evitar o efeito
individual na resposta aos tratamentos. A producdo de embrides transferiveis foi semelhante para
os grupos, indicando que ndo existem diferencas na resposta superovulatéria, no nimero de
embrides transferiveis e congeldveis ap6s o emprego de reduzidas doses de FSH.

Neste sentido, B6 et al. (2004) citam que a administracdo de FSH durante o periodo de
niveis basais de FSH, pode levar a crescimento de pequenos foliculos anterior ao dia esperado da
emergéncia da nova onda de crescimento folicular (os efeitos da supressdo pelo foliculo
dominante sdo diminuidos pelo FSH). Entretanto, maiores doses de FSH ex6geno em esquemas
superovulatérios convencionais podem suprimir o ritmo enddgeno e mascarar o efeito da onda na
resposta ovariana. No entanto, o recrutamento dessincronizado pode resultar em maior
variabilidade na resposta folicular e na qualidade dos embrides colhidos (NIGRO et al., 2002).

Martins et al. (2006) avaliaram diferentes doses de FSH ovino (Ovagen®), adotando o
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delineamento experimental cross-over e dividindo as doadoras em trés grupos: 4,5; 6,0 € 9,0 mg
de FSH. Os resultados indicaram que, a dose de 4,5 mg de FSH proporcionou menor resposta
superovulatéria e producdo de embrides transferiveis. Apesar dos tratamentos com 6mg e 9mg
ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas quanto a produ¢do embriondria, foi
verificado menor resposta superovulatéria no grupo tratado com 6mg. Nio foi confirmada a
hipétese inicial que reduzindo a dose de FSH melhoraria o tratamento superovulatério, em
doadoras Nelore.

Diante dessa variedade de respostas superovuldtorias, alguns autores vém sugerindo o uso
da somatotropina recombinante bovina (rbST), para melhorar a resposta superovulatdria e a

viabilidade embrionaria em vacas doadoras (MOREIRA et al., 2001; THATCHER et al., 2001)

2.2.1.2 Hormonio do Crescimento (GH)

O GH ou Somatotropina (ST) € um hormonio da hipéfise que tem funcdo no crescimento
e metabolismo animal (ETHERTON & BAUMAN, 1998). E um polipeptideo com 191 residuos
e PM 21000, sendo obtido artificialmente pela abordagem do DNA recombinante originando a
somatotropina recombinante bovina (rbST) (LEHNINGER, 1991).

Além de acdes no crescimento e na nutricdo dos animais, a ST tem fun¢do reprodutiva,
pois uma variedades de receptores mRNA da ST foram encontrados no hipotdlamo, hipofise,
corpos liteo, foliculos ovarianos, ovidutos, endométrio, miométrio e a placenta (KIRBY et al.,
1996). No animal, o 6rgdo com maior concentragao de receptores para ST é o figado (LUCY et
al. 1998). A ST quando se liga ao seu receptor no figado, estimula uma série de mudancas
metabodlicas que influenciam no crescimento e metabolismo dos bovinos (ETHERTON &
BAUMAN, 1998). Estas mudangas aumentam a sintese e secrecdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) assim como a proteina de carreadora do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFBP-3) (JONES & CLEMMONS, 1995). O IGF-I estimula o
crescimento e¢ o desenvolvimento dentro de varias células (JONES & CLEMMONS, 1995). O
IGF-II € similar a IGF-I na estrutura e na fung¢do, mas tem baixa poténcia, e a ST ndo controla
sua secre¢do (VICINI et al., 1991). O efeito da ST no crescimento e na reproducdo é pela
liberacao de IGF-I do figado (JONES & CLEMMONS, 1995), uma vez que liberado pelo figado,
o IGF-I, via circulacdo sanguinea atua nos tecidos reprodutivo (SPICER et al., 1995;

ARMSTRONG & WEBB, 1997).
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2.2.1.2.1 Sistema Ovariano do Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina (IGF-1 e IGF-1II)

O receptor da ST € controlado por diversos genes que fazem a transcricdo nas células.
Foram relatados dois receptores da ST que faz a transcricdo para dentro do ovario, P2 e P3
(HEAP et al., 1996). Estes receptores transcrevem aos receptores 1B e 1C mRNA da ST,
respectivamente (JIANG et al., 1999). Os resultados in vitro indicam efeitos diretos da ST nos
odcitos e na granulosa. No humano e no porco, a ST causou a sintese de IGF-I no ovario
(BARRECA et al., 1993). A sintese ovariana de IGF-I é importante para o crescimento folicular
ovariano (YAKAR et al., 1999).

O estddio de desenvolvimento do foliculo depende da espécie animal, tendo diferencas no
sistema ovariano de IGF. As células ovarianas sintetizam e secretam o IGF-I, sendo que
granulosa sintetiza IGF-I e o teca sintetiza o IGF-II (PERKS et al., 1999). A¢des importantes do
IGF ovariano s@o observadas quando agem em sinergismo com as gonadotrofinas FSH ou LH,
auxiliando na mitogénese e o esteroidogénese (GUTIERREZ et al., 1997). Esse sinergismo do
IGF ovariano aumenta o nimero de receptores para as gonadotrofinas (ADASHI, 1998). Ao
mesmo tempo, as gonadotrofinas aumentam o nimero dos receptores e a sintese de IGF-I nas
células da granulosa (SPICER et al., 1995). Conseqiientemente, a quantidade de mRNA do IGF-1
determina a quantidade de receptores de FSH. A sintese e secre¢ao do IGF-I e IGF-II do ovirio,
promove degradacao do IGFBP (ADASHI, 1998; BESNARD et al., 1997). Entretanto, a resposta
do ovario ao IGF-I e IGF-II depende da quantidade de IGFBP no liquido folicular, pois altos
niveis desta proteina inibiram o IGF-I e IGF-II no liquido folicular (DE LA SOTA et al., 1996).

A quantidade de IGFBP no liquido folicular depende da qualidade do foliculo. Foliculos
atrésicos t€m altas concentracdes de IGFBP (STEWART et al., 1996) que impedem a atuacdo do
IGF-I nos seus receptores posicionados dentro da granulosa, afetando o crescimento e
diferenciagdo dos foliculos que entram em atresia. O IGFBP age diretamente no crescimento das
células ovarianas (RECHLER, 1997). O IGF-I e a IGFBP parecem exercer papel fundamental na
dominancia folicular, durante o desenvolvimento dos foliculos, ja que as concentragdes de IGF-I
no fluido folicular aumentam, enquanto que as concentracdes de IGFBP-2 diminuem, durante o
estabelecimento da dominancia (FORTUNE et al., 2001; GINTHER et al.,, 2002). HA uma
sintese local de IGFBP-2 e IGFBP-4 na granulosa e teca, respectivamente, dos foliculos de
bovinos (ARMSTRONG et al., 1998). A proteina IGFBP ¢ degrada pelas proteases, mantendo a
concentracdo baixa no liquido folicular dos foliculos dominantes (BESNARD et al., 1997). A

concentracdo baixa de IGFBP permite maior acdo de IGF-I nos foliculos dominantes. Quando
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testado in vitro, IGFBP-3 inibiu os efeitos estimulatérios de IGF-I na granulosa.
Conseqiientemente, IGFBP diminuido, pode conduzir a maior a¢do de IGF (SPICER &
CHAMBERLAIN, 1999).

2.2.1.2.2 Somatotropina recombinante bovina (rbST)

A rbST foi um dos primeiros fatores de crescimento produzidos em grande escala para a
inddstria animal, visando aumentar a producdo de leite (BAUMAN, 1992). Este hormdnio estd
ligado ao crescimento (GLUCKMAN et al., 1987) e regulacdo de processos fisiologicos e
metabodlicos dos animais por meio da sintese de IGF-I e proteinas transportadoras (IGFPB), que
sdo seus mediadores hormonais nos processos metabolicos (LUCY, 1996).

A associac@o de rbST e FSH em protocolos de superovulagdo, t€m apresentado nao so
aumento na populacdo de foliculos antrais, como também melhora da maturacdo oocitria e
aumento de embrides transferiveis (GONG et al., 1996; HERRLER et al., 1994). Essa melhora
da maturagdo oocitdria e aumento de embrides transferiveis também foram observados por Gong
et al. (1993) quando a rbST foi associado ao eCG.

Um dos primeiros relatos da utilizacao de rbST em vacas superovuladas foram realizados
por Gong et al. (1991) onde observaram aumento na populacdo de foliculos, mediado por
aumento das concentragdes de IGF-I e insulina circulante (GONG et al., 1993). Em novilhas, o
rbST aumenta o nimero de foliculos menores que 5 mm (GONG et al., 1997; HWANG et al.,
1997), e em vacas, aumenta o nimero de foliculos médios (6 a 9 mm), sugerindo que a
populacdo folicular é alvo do tratamento com rbST, podendo variar em fung¢do da raga e
condi¢Oes metabdlicas relacionadas a lactacdo (LUCY et al., 1993; DE LA SOTA et al., 1993;
KIRBY et al., 1997).

A 1bST persiste circulando por até trés semanas apds a aplicagio (CUSHMANN et al.,
2001) e, segundo Lucy et al. (2000), a maior influéncia da rbST na reproducao € feita de modo
indireto, através do IGF-I.

A administra¢do de rbST em animais duplica os niveis de IGF-I sanguineo (BAUMAN,
1999). Virios pesquisadores reportaram que o rbST, o FSH e os estrogenos estimulam a
expressdo de IGF-I nas células da granulosa (MONGET e MONNIAUX, 1995; BLEY et al.,
1997; ATHANASSIOUS, 2000).

Na tentativa de registrar a influéncia do rbST nas superovulacdes, Moreira et al. (2001),
aplicou a rbST em doadoras, no momento da inseminacdo, mas ndo constataram diferenca

significativa no nimero e viabilidade dos embrides colhidos entre o grupo rbST e o grupo
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controle; o ndmero de ovdcitos ndo fertilizados por colheita, foi menor no grupo rbST. O
tratamento com rbST aumentou a percentagem de embrides classificados como transferiveis,
assim como o nimero de blastocistos.

Segundo THATCHER et al. (2001), os efeitos que sdao atribuidos ao rbST sdo,
basicamente, aceleracio do desenvolvimento embriondrio e modulagdo dos fatores de

crescimento das proteinas do ttero e oviduto.

2.2.2 — Qualidade Embrionaria

Outras vantagens em se utilizar o tbST em superovulacdes, associada ao FSH, sdo
melhorar no desenvolvimento e qualidade embriondria (GONG et al., 1996; MOREIRA et al.,
2002).

Alguns autores t€m estudado a possibilidade de melhorar a resposta superovulatéria de
fémeas bovinas com a aplicacdo de rbST, pelo recrutamento de foliculos no inicio da onda
folicular, aumentando o nimero de foliculos ovulatérios e, conseqiientemente, o nimero de
ovulacdes e embrides vidveis (GONG et al. 1993; GONG et al., 1996; MOREIRA et al., 2002).

Rieger et al. (1991) observaram que o rbST, ndo modificou o resultado do grupo tratado
em relagdo ao grupo controle, nas varidveis total de estruturas (8.3+5.3 x 7.2+6.6) e embrides
transferiveis (5.3+4.0 x 5.244.5). O tratamento com rbST aumentou as concentracdes de
progesterona, condi¢do também observados por Herrier et al. (1992) quando, em vacas,
observaram maior nimero de embrides transferiveis no grupo do rbST em relagdo ao controle
(4.2+1.0 x 2.520.7). Alem do maior nimero de embrides vidveis, Kuehner et al. (1993) relataram
que o tbST aumentou o ndmero dos corpos liteo (18.1 x 13.4) e de embrides transferiveis (74.6
x 58.6%), em relagdo ao grupo controle.

Deaver & Bryan (1999) ndo observaram influéncia do rbST no nimero de foliculos
médios, fato este contestado por Buratini et al. (2000) que observaram aumento na populacdo de
foliculos pequenos, ao administraram 320 mg de rbST, via subcutinea, em vacas, apos ablacao
do foliculo dominante.

Efeitos positivos decorrentes da utilizagdo do rbST antes do tratamento superovulatorio,
com aumento do recrutamento folicular, nimero de ovulagdes, embrides recuperados e do
nimero de embrides transferiveis tem sido relatados por vérios autores (HERRLER et al.,
1992;GRAY et al., 1993).

Maffili et al. (2001), relataram que o uso da rbST em conjunto com a superovula¢do nao

aumentou a quantidade de embrides produzidos, mas melhora o desenvolvimento e a qualidade
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embriondria. Fato este, ndo verificado por Borges et al. (2001), onde o efeito do pré-tratamento
com aplicacdo de 500mg de rbST, no terceiro dia o ciclo estral, nio modificou a resposta
superovulatéria.

O aumento na producdo de embrides transferiveis foram também relatados por, Nagano et
al. (2004) ao avaliaram a acdo de 500mg rbST aplicados no dia zero do tratamento
superovulatério com FSH. Foi observado aumento no total de estruturas recuperadas e embrides
vidveis, mas ndo influenciou o nimero de embrides degenerados e nao fertilizados. Neste
experimento a rbST afetou (p< 0,05) o desenvolvimento embriondrio com aumento na propor¢ao
de morulas e blastocistos, e diminui¢do dos blastocistos iniciais. Neves et al. (2005) estudaram
o efeito da rbST sobre o nimero e qualidade dos embrides, em vacas, distribuidas aleatoriamente
em trés grupos: controle, tratadas com 250mg de rbST e tratadas com 500mg de rbST, no sexto
dia do ciclo estral. No décimo dia apds o estro, as doadoras foram superovuladas com 360mg de
FSH em doses decrescentes, duas vezes ao dia, com intervalos de 12 horas. Os autores
constastaram que tanto a administracdo de 250 como de 500mg de rbST aumentaram o

percentual de embrides vidveis.
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3. CAPITULO 1
Efeito da Somatotropina Recombinante Bovina (rbST) na Resposta Ovulatoéria e na
Qualidade dos Embrioes de Vacas da Raca Nelore
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RESUMO - o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da rbST na produgao
in vivo de embrides de vacas da raca Nelore. Foram utilizadas oito doadoras, todas
superovuladas com FSH, sendo que a metade o FSH foi associado a rtbST. As superovulacdes
foram realizadas em duas etapas, uma em julho e outra em outubro de 2007. Na primeira etapa,
quatro animais (G1) receberam apenas FSH e quatro (G2) receberam além do FSH, 250mg de
rbST, por via intramuscular, no dia denominado DO, dia do implante de progestigeno. Na
segunda etapa, no sistema cross-over, os animais que receberam apenas FSH, receberam 250 mg
rbST. As superovulacdes foram iniciadas no D4, com 133mg de FSH, aplicadas em quatro dias
consecutivos, com doses decrescentes, a intervalo de 12 horas. Os implantes foram retirados em
D7 ap6s aplicagdo de duas doses de PGF em D6. No D8 foram aplicadas 200 pg de um anédlogo
do GnRH e as inseminagdes realizadas 12 e 24 horas apds aplicacdo do GnRH. As colheitas
foram realizadas no sétimo dia apds a primeira inseminacdo. A resposta superovuldtoria
(presenca de corpos luteos), total de estruturas, estddios de desenvolvimento e qualidade dos
embrides recuperados ndo foram afetados (p>0,05) pelo tratamento com a rbST. As médias
obtidas nos tratamento G1 e G2 foram, respectivamente: estruturas colhidas, 9,54+3,0 e 7,6+2,2;
embrides viaveis, 8,1+2,6 e 5,0+1,6; estruturas ndo fertilizadas, 0,3+0,2 e 0,5+0,3; estruturas
degenerados, 1,0+0,5 e 0,540,3; moérulas, 0,5+0,2 e 2,3+1,9; blastocistos iniciais, 2,2+2.1 e
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1,3+0,9; blastocistos, 4,7+1,6 e 2,5+0,5; blastocistos expandidos, 0,6+0,3 e 0,5+0,5; embrides
grau I, 7,3£2,5 e 5,0+0,8 ; embrides grau II, 0,5+0,3 e 1,1£0,5 e embrides grau III, 0,2+0,1 e
0,5+0,5.
Palavras-chave: embrido, FSH, GH

Effect of the Bovine Recombinant Somatotropina (rbST) in the Ovulatéria Reply and

the Quality of the Embryos of Cows of the Nelore Race

ABSTRACT - The present work had as objective to evaluate the effect of rbST in the alive
production in of embryos of cows of the Nelore race. Eight givers, all superovulated with FSH
had been used, being that the half the FSH was associated with rbST. The superovulation had
been carried through in two stages, one in July and another one in October of 2007. In the first
stage, four animals (G1) had received only FSH and four (G2) had received beyond the FSH,
250mg of rbST, for saw to intramuscular, in the called day DO, day of the implantation of
progestageno. In the second stage, in the system to cross-over, the animals that had received only
FSH, they had received 250 mg rbST. The superovulation had been initiated in the D4, with
133mg of FSH, applied in four days consecutive, with decreasing doses, the interval of 12 hours.
The implantations had been removed in D7 after application of two doses of PGF in D6. In the
D8 200 had been applied pg of analogous of the GnRH and carried through inseminations 12 and
24 hours after application of the GnRH. The harvests had been carried through in the seventh day
after the first insemination. The superovulated reply (presence of Corpora litea), total of
structures, stadiums of development and quality of the recouped embryos had not been affected
(p> 0,05) for the treatment with rbST. The averages gotten in the treatment G1 and G2 had been,
respectively: Recovered structures, 9,5+3,0 and 7,6+2,2; viable embryos, 8,1+2,6 and 5,0%1,6;
not fertilized, 0,3+0,2 and 0,5+0,3; Degenerated, 1,0+0,5 and 0,5+0,3; morulae, 0,5+0,2 and

2,3+1,9; early blastocysts, 2,2+2,1 and 1,3+0,9; blastocysts, 4,7+1,6 and 2,5+0,5; expanded
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blastocysts, 0,6+£0,3 and 0,5%0,5; embryos degree I, 7,3+2,5 and 5,0+0,8; embryos degree II,

0,5+0,3 and 1,1£0,5 and embryos degree III, 0,2+0,1 and 0,5+0,5.

INTRODUCAO

O maior entrave dos programas de Transferéncia de Embrides (TE) continua sendo o
elevado custo e a variabilidade da resposta ao tratamento superovulatério entre as doadoras.
Apesar do intenso nimero de pesquisas desenvolvidas em diversos paises ainda ndo existe um
protocolo capaz de contornar este problema. Alguns protocolos que sincronizam o
desenvolvimento da onda folicular tém se revelado tteis por facilitarem o manejo das doadoras e
produzirem o mesmo nimero de embrides dos tratamentos tradicionais utilizados (Nagano et al.,
2004).

A utilizacdo da somatotropina recombinante bovina (rbST), em doadoras, no inicio do
ciclo estral, tem sido pesquisada com o objetivo de aumentar a populacdo de foliculos recrutados
e, conseqiientemente, melhorar a resposta superovulatéria (Gong et al., 1996).

Os principais hormonios utilizados para superovular fémeas sdao o hormonio foliculo-
estimulante (FSH) e a gonadotrofina coridnica eqiiina (eCG) e quando associados a rbST tém a
capacidade de aumentar o nimero de foliculos recrutados e embrides vidveis (Gong et al., 1993;
Gong et al., 1996).

A 1bST foi um dos primeiros fatores de crescimento produzidos em escala comercial como

proteina recombinante (Bauman, 1999). A maior quantidade de receptores para a rbST ¢é

o7

encontrada no figado, que € responsdvel pela produc¢do do fator de crescimento semelhante

insulina, o IGF-1. Entretanto, a maioria dos outros tecidos também responde a rbST. Sobre o

[

sistema reprodutor, esse hormonio atua sobre os receptores do ttero e ovario induzindo-os

producdo de IGF-I (Lucy, 2000).
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Moreira et al. (2002) observaram que a rbST diminuiu o nimero de estruturas nao
fertilizadas, melhorou a taxa de sobrevivéncia embriondria e acelerou o desenvolvimento
embriondrio.

Por sua vez Nagano et al. (2004), observaram que 500 mg de rbST aplicados no dia zero
do protocolo de FSH, em vacas, aumentaram o numero total de embrides, de ovdcito e de
embrides vidveis.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a rbST na producdo in vivo de embrides de

vacas raga Nelore.

MATERIAL E METODOS

Local e Animais Experimentais

O trabalho foi desenvolvido na fazenda Canarana, localizada no municipio de Vitéria do
Mearim, estado do Maranhdo, que tem as coordenadas geogréaficas Latitude (S) 03° 27' 44" e
Longitude (W) 44° 52' 14". O clima da regiao é quente e imido, com periodos de chuvas que se
estendem de dezembro a junho, temperatura variando de 22 a 35°C e precipitagdo pluviométrica
média anual de 1404 mm (Geoprocessamento, UEMA, 2004). O experimento foi realizado nos
meses de julho e outubro de 2007.

Foram utilizadas oito vacas puras de origens (PO) da raca Nelore, ndo lactantes, com
escore da condi¢do corporal variando de 3,0 a 3,5, em escala de 1 a 5, onde 1 corresponde ao
animal muito magro e 5 ao muito gordo (Dirksen et al., 1993). Os animais foram previamente
examinados no intuito de eliminar fémeas com problemas clinico-ginecoldgicas e mantidas em
pastagem de Brachiaria brizanta, sem suplementacao, com dgua e sal mineral a vontade.

Protocolo de Superovulacdo

Todas as doadoras receberam dois implante auriculares com 6mg de Norgestomet

(Crestar®, Intervet, Boxmeer, Holanda) e 2 mg de Benzoato de Estradiol (RIC-BE®, Syntex,
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Buenos Aires, Argentina) associados a 250 mg de rbST (Boostin®, Schering-Plough Satide
Animal Industria e Comércio Ltda.) em um dia aleatério do ciclo estral, denominado de dia zero
(DO).

As superovulacdes foram realizadas com 133 mg do FSH (Folltropin®; Bioniche Canada
Inc., Ontdrio, Canadd) divididas em oito doses decrescente, aplicadas duas vezes ao dia, por
quatro dias consecutivos. Na 5* e 6* administragdo de FSH as doadoras receberam 150 pg de D-
Cloprostenol (Prolise®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) e na 8* aplicagdo foi retirado o
implante auricular. No D8 foram administrados 200 pg de um andlogo do GnRH (Fertagyl®,
Intervet, Boxmeer, Holanda). A inseminacdo artificial, realizada com sémen de uma tnica
partida de um touro, foi efetivada 12 e 24 horas apds aplicacdo do GnRH. Dois tratamentos, um

com rbST e outro sem rbST foram definidos e estdo apresentados nas figuras 1 e 2.

Retiradado
Implante Implante
auricular PGP
. T ‘
BE l GnRH
1 FSH 1A 1A Colheita
Norgestomet I l l
; 1 —
D‘O D4 D5 D6 p7r p8 D8 D9 D15
T M T M M
rbST |
PGF2.
M

Figura 1. Protocolo de superovulaciao com FSH e rbST
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Figura 2. Protocolo de superovulaciao com FSH e sem rbST

Avaliagdo Ultra-sonogrdfica e Colheita de Embrioes

No D15 do programa, apds a contencao dos animais, 0s corpos liteo foram quantificados
através de ultra-sonografia, utilizando um aparelho Pie Medical, munido de um transdutor linear
de 6/8 MHz. A seguir, foram feitas a anestesia epidural e higiene da regido perineal, procedendo-
se entdo a colheita das estruturas. Utilizou-se um cateter de duas vias com um baldo em sua
extremidade (sonda de Foley, n° 20) sendo este inflado apds passagem pela cérvix e posicionado
no corno uterino, vedando a passagem entre este e o corpo uterino, impedindo o refluxo de
liquidos. O meio utilizado para lavagem foi o PBS (Phosphate Buffer Solution) aquecido a 37°C,
utilizando cerca de 500 mL para lavagem de cada corno uterino. O liquido recolhido foi passado
em filtro apropriado, onde ficaram retidos as estruturas em cerca de 50 ml do meio. Repetido o
processo no outro corno uterino, o conteido foi colocado em uma placa de Petri, para
identifica¢do e captura estruturas, com um auxilio de uma lupa estereoscépia sob aumento de

40X. As estruturas capturadas foram colocadas em outra placa de Petri com meio de
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manipulacdo (HOLDING Embriocare) e em seguida foram avaliados e classificados segundo as
normas da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).

Ap6s a avaliacdo, os embrides (moérulas e blastocistos) de graus I e II, foram colocados em
outra placa contendo meio de congelagao (etilenoglicol), onde permaneceram por 10 minutos. A
seguir, foram envasados em palhetas de 0,25 mL contendo cinco colunas, duas de PBS nas
extremidades e trés mais internas de etilenoglicol, sendo que a coluna central contendo o
embrido. As palhetas, ap6s vedadas com lacradores plasticos e identificadas, foram congelados

utilizando-se uma maquina modelo TK 3000®.

Delineamento Experimental
O delineamento foi inteiramente ao acaso, com dois tratamentos (com rbST e sem rbST) e
oito repeticdes (nimero de doadoras do experimento), no sistema cross-over. O intervalo entre

os tratamentos foi de 90 dias (primeira etapa em julho e a segunda etapa em outubro).

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SAS — “Statistical analysis System” ( SAS, 1997).
Para obtencdo de médias e desvios-padrdo para todas as varidveis estudadas (total de estruturas,
embrides vidveis, estruturas ndo fertilizadas, degeneradas, estidios de desenvolvimento e
qualidade embriondria). Foi utilizado o teste ndo-paramétrico Wilcoxon, com probabilidade de

5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 16 superovulacdes realizadas, 14 (87,5%) responderam trés ou mais ovulagdes ao
tratamento com FSH. Estes dados foram similares aos encontrados por Borges et al. (2001), onde

cerca de 88,5% dos animais (n=23) responderam ao tratamento com FSH. Como pode ser
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verificado na tabela 1, as médias das varidveis estudadas ndo obtiveram diferencas (p>0,05) de

corpo liteos entre os dois grupos estudados, com rbST (11,1£1,9) e sem rbST (13,7£3,9).

Tabela 1 - Médias e erros padrao dos corpos liteos e estruturas recuperados de vacas da raca
Nelore, superovuladas com FSH, associado ou nao a rbST.
Averages and errors standard of the corporas lutea and recovered structures of cows

of the Nelore breed, superovulated with FSH, associate or not to rbST.

Variaveis FSH
Variables Com rbST Sem rbST
Corpos ltteos 11,1£1,9% 13,743,9?%

Corpora litea
Estruturas recuperdas 9,5+3,0* 7,6£22%

Recovered structures

Embrides vidveis 8,1+2,6% 5,016
Viable embryos

N3o fertilizados 0,3+0,2*% 0,5+0,3%
No fertilizeded

Degenerados 1,0+0,5% 0,5+0,3%
Degenerated

*Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05; teste de Wilcoxon)

O numero dos corpos liteos diagnosticados, nos dois tratamentos (11,1+1,9 e 13,7£3,9),
diferem dos encontrados por Kuehner et al. (1993) onde o grupo tratado com 500mg de rbST foi

maior em relacdo ao grupo controle (18,1 x 13,4; p<0,05). Em novilhas a utilizacdo da rbST,
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nao s6 incrementou o desenvolvimento inicial do corpo ldteo, como também antecipou a
segunda onda folicular, demonstrando, a fun¢do que a rbST exerce sobre os ovarios, modulando
a dindmica folicular (Lucy et al., 1994). Lucy et al. (2000) relatam que a tbST age no corpo
luteo, devido a presenca de receptores para somatotropina. Este fato ndo foi verificado no
presente trabalho, pois todas as doadoras passaram pelos dois tratamentos, onde o grupo sem
rbST apresentou maior nimero de corpos liteos em relacdo ao grupo com rbST, indicando pouca
presenca de receptores nos ovarios. Essa variacdo, segundo alguns autores (Lucy et al., 1993, De
La Sota et al., 1993; Kirby et al., 1997) ¢ influenciada pela raga.

As médias das estruturas totais colhidas (9,5+3,0 e 7,6+2,2) e dos embrides viaveis
(8,1£2,6 e 5,0+1,6) nos tratamentos com rbST e sem rbST, ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05). As médias relatadas no presente estudo foram também observado por
Cushman et al. (2001) que obtiveram um total de 7.9+1.3 estruturas colhidas e 6.1+1.3 embrides
transferiveis. A rbST nao influenciou positivamente no grupo tratado (p>0,05), diferindo de
pesquisas realizadas por outros autores (Gong et al. 1993; Gong et al., 1996; Moreira et al.,
2002) onde a rbST influenciou positivamente no recrutamento dos foliculos, no aumento do
nimero de foliculos ovulatérios e, conseqiientemente, no de embrides vidveis. Resultados
semelhantes também foram relatados por Neves et al. (2005) em trés grupos experimentais:
controle, com 250mg e com 500mg de rbST. O nimero de estruturas recuperadas pelos autores
foi 8,47+5,60; 9,36+8,37 e 8,86+6,88 ¢ de embrides vidveis 3,33+2,61; 5,91+9,31 e 4,79+5,79,
respectivamente. Segundo ainda esses autores, a utilizacio do rbST antes do inicio da
superovulagdo ndo aumentou (p>0,05) as médias das estruturas colhidas e embrides vidveis dos
grupos tratados.

Segundo Gong et al. (1996) o aumento do nimero de embrides colhidos apds tratamento
com FSH deve-se ao aumento do nimero de pequenos foliculos nos ovérios induzido pelo

tratamento com rbST, onde a producdo de embrides apds superovulacdo € diretamente
32



proporcional ao nimero de pequenos foliculos, com 3-6 mm de didmetro, presente nos ovarios
ao inicio do tratamento. Nagano et al. (2004), observam diferencgas significativas entre os grupos
tratados e controles para as varidveis estruturas totais (10,25 = 2,5; 7,125 + 3,2) e embrides
vidveis (8,4 £2,0; 5,5 £ 2,4), diferindo dos relatados por Borges et al. (2001), onde as médias
das estruturas totais 15,3+ 9,5 e 17,4+ 10,9 e embrides viaveis 8,5+8,3 ¢ 11+10,0 foram menores
em animais tratados com relagdo ou controle.

Um fator que pode ter contribuido para a nao influéncia da rbST (p>0,05) sobre as
estruturas colhidas e embrides vidveis, foi a dose utilizada, pois, segundo Rieger et al. (1991),
para conseguir estimular os ovarios sdo necessdrias doses maiores que 500 mg de rbST. A raga é
outro fator que também pode influenciar nos resultados (Hazier et al., 1983; Segerson et al.,
1984; Breuel et al., 1991).

Neste experimento ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre embrides
degenerados e nao fertilizados para os tratamentos com rbST (0,3+£0,2 e 0,5+0,3) e sem rbST
(1,0£0,5 e 0,5+0,3), corroborando com os dados de Nagano et al (2004) e contrapondo-se aos
resultados de Moreira et al. (2002), que atribuiram a tbST o aumento da taxa de fertilizacdo e
melhoria na qualidade dos embrides. O fato € que a rbST nao influenciou (p>0,05) nas médias
dos embrides degenerados e ndo fertilizados. Lucy et al. (1995), atribuem os efeitos diretos e
indiretos a este hormonio, pois a tbST aumenta as concentragdes IGF-I, podendo melhorar a
qualidade embriondria. Estes efeitos nao foram observados nos resultados desta pesquisa. As
médias referentes aos estddios de desenvolvimento dos embrides recuperados para os

tratamentos com rbST e sem rbST, estdo distribuidos na tabela 3.
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Tabela 2 - Médias e erros padrio dos estddios de desenvolvimento dos embrides recuperados de
vacas da raga Nelore superovuladas com FSH, associada ou ndo a rbST.
Averages and errors standard of stadiums of development of the recovered embryos of

cows of the superovulated Nelore breed with FSH, associate or not to rbST.

Variavéis FSH

Variables Com rbST Sem rbST
Moérulas 0,5+0,2° 2,3+1,9°
Morulae

Blstocistos iniciais 22+42.1% 1,3+0,9%
Early blastocystes

Blastocistos 47+1,6% 2,5+0,5%
Blastocysts

Blastocistos expandidos 0,6+0,3% 0,5+0,5%
Expanded blastocystes

*Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05; teste de Wilcoxon)

A 1bST nao afetou (p > 0,05) os estadios de desenvolvimento embriondrios entre dois
tratamentos quando colhidos sete dias apds a primeira inseminagdo. As maiores médias, tanto no
tratamento com rbST com e sem rbST referem-se aos estadios de blatocisto inicial (2,2+2,1 e
1,3+0,9) e blastocisto (4,7+1,6 e 2,5+0,5). Coelho (1986), ao obter embrides no sétimo dia de
superovulagdo, também nao observou diferenca (p > 0,05) nas médias de morulas compactas e
blastocistos jovens, nos animais da subespécie Bos taurus taurus, como também no nimero de
morulas e morulas compactas em Bos taurus indicus, demonstrando a variabilidade individual no
desenvolvimento e na qualidade embriondria. Variagdes de 24 a 48 horas na idade dos embrides

podem ocorrer no desenvolvimento embriondrio (Lindner e Wright, 1983). Deste modo, é
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importante considerar o dia das colheitas dos embrides em funcdo da raca do animal trabalhado.

As médias e erro padrao da qualidade dos embrides recuperados, estdo na tabela 4.

Tabela 3 - Médias e erros padrao da qualidade dos embrides recuperados em vacas da raca

Nelore superovuladas com FSH, associada ou ndo a rbST.

Averages and errors standard of cows of the Nelore breed embryonic quality

superovulated with FSH, associate or not to rbST.

Variavéis FSH

Variables Com rbST Sem rbST
Grau 1 7,3+£2,5° 5,0+0,8°
Degree 1

Grau 2 0,5+0,3° 1,1+0,5°
Degree 2

Grau 3 0,2+0,1° 0,5+0,5%
Degree 3

“Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05; teste de Wilcoxon)

A qualidade dos embrides ndo foi favorecida pela administragdo da rbST (p>0,05). A tbST
também ndo antecipou a emergéncia da onda folicular, melhorando a qualidade do foliculo, e,
conseqiientemente, a qualidade embrionaria. Neste sentido, Maffili et al. (2001) relataram que o
uso doa rbST, em associacdo com a superovulagdo ndo aumentou a quantidade de embrides
produzidos, mas melhorou o desenvolvimento e a qualidade dos embrides.

Além da raga e dose, outros fatores que também podem ter interferido nos resultados foram
a idade dos animais (Desaulniers et al., 1995), a época do ano e o nimero de superovulagcdes
(Cushman, et al., 2001).
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contribuido para os resultados variados do presente trabalho em relagdo aos citados sdo: a
raca (Hazier et al., 1983; Segerson et al., 1984; Breuel et al., 1991),
CONCLUSAO
O tratamento prévio de vacas da raga Nelore, superovuladas com FSH, em associacdo com
dose unica de 250mg de rbST, no DO, ndo modificou a resposta ovariana, no que se refere a
estruturas colhidas, embrides vidveis, estruturas degenerados e nao fertilizados, os estadios de

desenvolvimento e qualidade embriondria, no sétimo dia apds a inseminacao.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Um maior e melhor entendimento das particularidades das espécies domésticas quanto as
alteracoes hormonais enddcrinas e a dindmica folicular € necessdrio para adequar o tratamento
superovulatério para cada uma delas, visando uma melhoria na maturagdo folicular e,
conseqiientemente, melhora na producao de embrides. O hormodnio de crescimento surge como
uma possibilidade para o avango da técnica de superovulagdo nas diferentes espécies domésticas.
Portanto os resultados ainda bastante divergentes, entre os mais renomados grupos de pesquisa,
sendo indicativo da necessidade que outros estudos com nimero de animas maior devam ser

conduzidos em diferentes regides, faixa etdria e espécie bovina.
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