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A INFLUENCIA DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA
NA RESPOSTA SUPEROVULATORIA E QUALIDADE
EMBRIONARIA EM GADO BOS INDICUS

RESUMO

A eficiéncia das diferentes biotécnicas aplicadas a reproducdo da fémea bovina esta
intimamente relacionada a qualidade dos foliculos ovulatérios. A somatotropina
recombinante bovina (r-bST) tem sido descrita como estimuladora dos foliculos e odcitos.
Nesse trabalho avaliou-se sua influéncia na resposta superovulatéria e na qualidade dos
embrides de vacas Bos indicus, localizadas no agreste meridional de Pernambuco. Foram
utilizadas 20 vacas, 10 no grupo controle e 10 no grupo tratamento (BST). Os animais do
grupo BST foram medicados com 500 mg de r-bST e as controles com solucdo fisioldgica
estéril de sete em sete dias somando-se quatro aplicacbes até o inicio do protocolo de
superovulacao (SOV). Este se iniciou em dia aleatdrio do ciclo estral com a introdugdo do
implante intravaginal de Progesterona (P4), associado a 2 mg de Benzoato de Estradiol,
sendo considerado D0O. No D4 se iniciou a estimulagéo folicular com 200 mg do Hormonio
Foliculo Estimulante, em oito doses decrescentes, com duas aplicacdes diarias. No D6 foi
aplicado 0,5 mg de Cloprostenol, sendo a P4 retirado no D7 e 24 horas depois aplicado
1500 Ul de Gonadotrofina Coridnica Humana, e inseminacdo feitas 12 e 24 horas depois.
Nos D15 e 16 foram realizadas as coletas dos embriGes, pelo método ndo cirurgico,
avaliados, classificados e armazenados para avalia¢do do total de células por fluorescéncia.
Todos os animais passaram por acompanhamento da dindmica folicular nos dias de
tratamento, da coleta e durante o protocolo de SOV e coleta dos embribes, sendo avaliados
de sete em sete dias 0 seu escore de condicdo corporal (ECC). Os resultados obtidos foram
analisados por ANOVA com nivel de significancia de 5%. O grupo BST apresentou
diametro folicular e nimero de foliculos mais elevados em alguns momentos e reducéo do
ECC (p<0,05), sendo observada elevacdo numérica (p>0,05) no nimero de corpos luteos,
embrides totais e viaveis, além de uma maior propor¢do de estadios embrionarios mais
maduros. Assim, conclui-se que o r-bST possivelmente potencializa os resultados da SOV,
apesar de ndo atingir o objetivo final que seria um maior nimero de embrides, mesmo
sendo visto nestas condi¢fes experimentais um aumento numérico dos mesmos. Mais
estudos com relacdo a forma de aplicacdo e a dose utilizada sdo necessario, devido a alta
variabilidade dos resultados.

Palavras-chave: Horménio do crescimento, dinamica folicular, transferéncia de embrido,

superovulacao, Nelore.



THE INFLUENCE OF RECOMBINANT BOVINE SOMATOTROPIN
(R-BST) ON SUPEROVULATORY RESPONSE AND EMBRYO
QUALITY OFE BOS INDICUS CATTLE

ABSTRACT

The efficiency of different biotechnologies applied to reproduction of the bovine female is
closely related to the quality of ovulatory follicles. The recombinant bovine somatotropin
(bST-r) has been described as stimulating follicle and oocyte. In this work we evaluated its
influence on superovulatory response and embryo quality in Bos indicus cows, located at
State of Pernambuco, Brazil.. Twenty cows, 10 in control group and 10 in treatment group
(BST) were used. The animals in the BST group were treated with 500 mg of r-bST and
controls with sterile saline solution every seven days totaling four applications until
beginning of superovulation protocol (SOV). This began on a random day of estrous cycle
considered DO, with the introduction of intravaginal Progesterone device (P4) combined
with 2 mg of estradiol benzoate. At D4 it started follicular stimulation with 200mg of
Follicle Stimulating Hormone in eight decreasing doses, with two daily applications. At D6
0.5 mg of cloprostenol was administered, with the P4 being removed in D7 and 24 hours
after 1500 IU of Human Chorionic Gonadotropin was administered, and artificial
insemination was performed 12 and 24 hours later. In D15 and 16 collections of embryos
were carried out by non-surgical method, evaluated, classified and stored for later
evaluation by fluorescence microscopy. All animals underwent monitoring of follicular
dynamics in the days of treatment, collection and during the SOV protocol and collection
of embryos; body condition score (BCS) was evaluated every seven days. The results were
analyzed by ANOVA with a significance level of 5% . The BST group showed follicular
diameter and number of follicles significante higher at some moments and it was seen a
significant reduction of ECC (p<0.05). In other hand, only a numeric increase (p<0.05)
was observed in the number of corpus luteum, total and viable embryos. It was observed a
higher proportion of embryonic development stages more mature in BST group. So it was
concluded that r-bST favors a strengthening of the SOV, however not targeting the
ultimate goal, or a greater number of embryos, although numerically this occurred. Further
study are necessary on application form and dosage used, based upon high variability of
the results showed in other studies.

Keywords: Growth hormone, follicular dynamics, embryo transfer, superovulation,
Nelore.
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1. INTRODUCAO

A busca continua por maior produtividade e consequente lucratividade em todos 0s
setores socioecondémicos no mundo, incluindo a producdo animal, leva ao estudo de
medidas que aumentem a eficiéncia produtiva. Na pecuéria uma das principais alternativas
é a otimizacdo reprodutiva do rebanho (VIANA, 2006).

Neste contexto as biotécnicas aplicadas a reproducdo animal tém sido de enorme
importancia e produzido efeito positivo nos programas de melhoramento animal
(FREITAS, 2007), além de propiciarem um répido avanco na qualidade genética do
rebanho mundial. No Ultimo senso realizado pelo IBGE (2012) o Brasil detinha 211,2
milhGes de bovinos, ocupando o segundo lugar no “ranking” mundial e sendo o maior
rebanho comercial do mundo. Mesmo assim o principal sistema de servigco é o regime de
monta natural, que tem um crescimento genético e produtivo lento. Por isso, na pecuaria
brasileira técnicas visando aperfeicoar programas de melhoramento genético e ampliacfes
de rebanhos puros tém sido rapidamente adotadas, visto que existe uma grande demanda
por animais geneticamente superiores (AGUIAR, 2008).

Dentre as biotécnicas, a inseminacdo artificial (IA) merece destaque, pois foi a
primeira a ser desenvolvida e serve como ferramenta para muitas outras, contribuindo para
a rapida disseminacgdo genética dos machos (RENESTO, 2004). Porém com o advento da
transferéncia de embrido (TE) por superovulacdo (SOV) e da fecundacéo in vitro (FIV), a
genética das fémeas passou a ser mais amplamente disseminada, possibilitando o
nascimento de mais de uma cria por ano, nos bovinos, e sendo uma importante ferramenta
para 0 melhoramento zootécnico (REICHENBACH et al., 2002). A TE é uma técnica ja
bem difundida mundialmente, com consideravel producdo brasileira de embrides in vivo
(38975), responsavel por 14,8% da producdo mundial (STROUD; CALLESEN, 2010).
Porém existem inumeros fatores que interferem nos resultados de cada tratamento, sendo a
variabilidade na resposta das doadoras ao tratamento superovulatério um dos maiores
problemas (BARROS; NOGUEIRA, 2004; BARUSELLI et al., 2006).

Desta forma, praticas que possibilitem melhoria na qualidade e quantidade de
foliculos e odcitos, nos protocolos utilizados para a realizacdo dessas biotécnicas
possibilitariam uma melhoria nos resultados obtidos. Alguns autores estdo estudando o
analogo sintético recombinante da Somatotrofina bovina (r-bST), hormdnio do crescimento

(GH) amplamente utilizado para aumentar a producdo leiteira, como um potencializador da
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dindmica folicular (GONG et al., 1993; GONG et al., 1996; LIU et al, 1998; BURATINI
et al., 2000; LUCY, 2000; CUSHMAN, 2001; BACHELOT et al, 2002; ; BARUSELLI et
al, 2006; MARTINS et al, 2008; MORAIS, 2008; SILVA et al, 2009;VASCONCELOS,
2009). O fato de foliculos dominantes diferirem dos outros foliculos antrais recrutados a
um tempo similar, mesmo estando expostos ao mesmo ambiente gonadotrofico, sugere que
as gonadotrofinas ndo sdo exclusivamente responsaveis pelo controle da foliculogénese, e
que outros mecanismos podem estar envolvidos e desempenhar importante papel neste
ambito (GONG, et al., 1993).

Buratini et al. (2005) e Webb et al. (2007) provaram que os fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF), mediadores da a¢cdo do GH, sdo de grande importancia para o0s
estagios iniciais da foliculogénese, de modo que eles regulam a foliculogénese pré-antral,
podendo ser definidos como facilitadores do desenvolvimento folicular através de seu
sinergismo com o hormdnio foliculo estimulante (FSH). Foi observado que foliculos pré-
ovulatérios maiores geram corpos liteos maiores, que secretam maiores quantidades de
progesterona (P4), melhorando assim o desenvolvimento embrionario inicial e
consequentemente aumentando a taxa de prenhez em fémeas bovinas (VASCONCELOS.,
2009), além de estarem intimamente relacionados com uma melhor qualidade oocitéria, o
que garante uma maior quantidade de &cidos ribonucleicos mensageiros (RNAm) para
proteinas responsaveis pela manutencdo da viabilidade da gestacdo (MOTA, 2008).

Porém, em revisao de literatura realizada por Vasconcelos (2009) sobre o efeito do
r-bST na reproducdo bovina, demonstra-se que existem muitas divergéncias entre autores,
incluindo o protocolo para a utilizacdo da droga. Sa Filho et al. (2009), por exemplo,
levantaram a hip6tese de um possivel efeito deletério no uso de altas doses de bST, devido
a uma elevada concentracdo plasmatica de IGF-I.

Diante deste preambulo e levando-se em consideracdo a importancia da pecuaria
para a regido em estudo, objetivou-se estudar a variacdo da resposta superovulatéria e da
qualidade embrionaria em vacas Bos indicus (Nelore), submetidas a consecutivas

aplicacdes do r-bST, na regido do agreste meridional de Pernambuco.
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2. OBJETIVOS

2.1  Geral
e Avaliar a qualidade dos embrides e a resposta superovulatoria, em vacas Bos
indicus (Nelore), no agreste Meridional Pernambucano, tratadas cumulativamente
com r-bST.

2.2  Especificos

o Avaliar a dinamica folicular, no protocolo de superovulagdo, das vacas tratadas
cumulativamente com aplicacdo do r-bST;

o Mensurar a resposta superovulatdria das vacas tratadas com doses consecutivas de
somatotropina bovina; e

o Avaliar a influéncia das aplicacbes consecutivas de r-bST na qualidade dos

embrides coletados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.1 Oogénese e foliculogénese

Durante o crescimento pré-natal, os precursores dos 00citos, oogonias, entram em
mitose, atingindo ao nascimento um numero aproximado de 120.000, na vaca. No periodo
do nascimento, as oogbnias entram na profase da primeira divisdo meidtica, sendo entdo
denominadas odcitos, e permanecem em tal fase de repouso até pelo menos a puberdade,
apos a qual a meiose € retomada de maneira sequencial em poucas células em cada ciclo
estral. Junto com o seu desenvolvimento o crescimento folicular ocorre sequencialmente
durante toda a fase reprodutiva e envolve primeiramente o aumento do volume
citoplasmatico e da atividade dentro do odcito, posteriormente evolui de foliculo
primordial para primario, secundério, terciario e ovulatorio ou de Graff, respectivamente,
parte através do estimulo das gonadotrofinas (FSH e Horménio luteinizante - LH) e parte
independente das influéncias desses hormonios (crescimento inicial, foliculo primordial
para primario) (SWENSON, 1996).

Estudos com relagdo ao inicio do desenvolvimento folicular, demonstram a
existéncia de fatores secretados pelo préprio oécito como desencadeadores do
desenvolvimento folicular inicial. Inumeros fatores de crescimento sintetizados pelas
células foliculares atuam modulando o efeito dos hormoénios e regulando o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, tais como: Fator de Crescimento de
Diferenciacdo-9, Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1), Kit Ligand , Fator
de Crescimento Epidermal , Proteina Morfogenética do Osso-15 , Fator de Crescimento
Fibroblastico , Fator de Crescimento Keratindcito , Neurotrofinas, Peptideo Intestinal
Vasoativo e Ativina (MARTINS et al., 2008).

Sobre influéncia das gonadotrofinas, durante o ciclo estral, ocorrem ondas
foliculares, que sdo compostas por uma fase de recrutamento ou emergéncia (grupo de
foliculos primordiais e primarios iniciam seu crescimento), selecionado apenas um que
potencialmente podera chegar a ovular (fase de selecdo ou divergéncia), passando esse a
exercer dominancia (fase de dominancia), suprimindo o crescimento dos demais foliculos,
que sofrem atresia, inibindo entéo o recrutamento de um novo grupo (MORAES JR, 2008).
O FSH, quando atuante nas células da granulosa dos foliculos em crescimento, favorece a
aromatizagdo dos androgenos produzidos pelas células da teca interna, convertendo-os em

estrogeno, pela agdo da enzima aromatase. O estrégeno, por sua vez, estimula a expressdo
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de receptores de LH nas celulas da teca interna e a liberacdo do hormoénio regulador de

gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo e consequentemente a liberagcdo do LH. Assim, o

foliculo dominante fica sob o controle do LH até seu crescimento final (CUNNINGHAM,

1993).
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Figura 1 - Esquema demonstrando interagdes hormonais no controle da

funcdo reprodutiva da fémea (PTASZYNSKA. 2007).

Como relacdo aos diametros maximos dos foliculos dominantes, na sua fase de

crescimento final, sdo observadas variacGes quando comparada fémeas Bos indicus e Bos

taurus. Nas Bos taurus em ciclos com duas ondas de crescimento folicular sdo descritos

didametros de 17,1 e 16,5 mm para a primeira e segunda onda. Ja em Bos indicus 0s

didametros relatados sdo de 11,3 a 12,1 mm, respectivamente (GINTHER et al.,

FIGUEIREDO et al., 1997).

1989;
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3.2 Transferéncia de embrido por superovulagdo

Dentre as varias tecnologias utilizadas, a TE se destaca por ser um campo em
constante mudanca e expansdo, sendo uma das biotécnicas mais importantes para alavancar
0 melhoramento genético (BARROS; NOGUEIRA, 2004). A primeira realizada com
sucesso em mamiferos foi com coelhos em 1890 (HEAPE, 1891), sendo 70 anos mais
tarde, obtido o primeiro sucesso em bovino (WILLETT et al.,, 1951). Em pesquisa
realizada por Stroud e Collesen (2012) foram documentados 263.036 TEs bovinos em todo
0 mundo.

Sua expansdo veio pela necessidade de maximizar a utilizacdo de fémeas com
conhecido mérito genético (doadoras), aproveitando uma maior quantidade de foliculos,
que normalmente se tornariam atrésicos, levando varios pesquisadores a desenvolver
protocolos superovulatorios, sendo possivel superovular uma fémea, insemina-la e
posteriormente transferir seus embrides para receptoras, animais de menor valor genético e
comercial (GONCALVES et al, 2008). Possibilitando as doadoras produzir mais bezerros
do que poderiam via acasalamento natural, do mesmo modo que a IA permite que touros
geneticamente superiores procriem mais bezerros que conseguiriam naturalmente. Além
desse, existem outros motivos para se implementar um programa de TE, como:

e realizar teste de progénie em fémeas;

e resgatar a genética de um rebanho, ap6s grandes perdas, mais rapidamente;

e servir como ferramenta para a formagdo de um banco de germoplasma,
criando um banco de embrides criopreservados;

e permitir a utilizacdo de fémeas com problemas em manter a gestacéo, caso
ndo seja um problema genético;

No entanto, na maioria das vezes é utilizada para introduzir nova genética em um
rebanho, pois fornece menor risco de biosseguranca em relacdo a introdugdo de animais
vivos, ou para geracdo de renda atraves da venda de embrides provenientes de
acasalamentos valiosos (WRATHALL et al., 2005).

A TE, na realidade, € um passo no processo de remoc¢éo de um ou mais embrides de
uma doadora até transferi-los para uma ou mais receptoras. Podendo ser considerada, no
sentido mais amplo, um processo composto por Vérias etapas, tais como: superovulagdo e
inseminacdo das doadoras, coleta dos embrides, isolamento, avaliacdo e armazenamento a
curto prazo dos embribes, micromanipulacdo e andlise genética dos embrides,

congelamento e transferéncia dos embrides propriamente dito (TROXEL, 2007).
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Dentre os fatores que interferem nos resultados em um programa de TE alguns
podem ser controlados, reduzindo sua interferéncia, como: a sanidade e o estado
nutricional do rebanho; a técnica utilizada na colheita e transferéncia; e 0 manejo dos
animais. Porém a variabilidade de resposta das doadoras de embrides aos tratamentos SOV
€ 0 maior problema encontrado nos programas comerciais de TE (ARMSTRONG, 1993;
BARROS; NOGUEIRA, 2001; BARUSELLLI et al., 2006).

3.2.1 Protocolo de Sincronizacao

Com o passar dos anos e gragas ao uso de dispositivos de P4 aplicados por via
vaginal e subcutanea em associacdo com fontes de estrogeno, que juntos promovem atresia
folicular e originam nova onda em aproximadamente quatro dias apds o inicio do
tratamento (BO et al., 2003), ndo é mais necessario a deteccdo de cio para a realizacdo dos
protocolos, e 0os mesmo podem ser iniciados em qualquer momento do ciclo estral
(VASCONCELOS, 2009).

Inimeros sdo os trabalhos realizados na tentativa de se estabelecer um protocolo de
sincronizacdo e superovulacao ideal. Um realizado com a necessidade de observacdo de
cio seria a aplicacdes de FSH quatro dias apds o implante de P4 e aplicacdo de estrogeno,
com intervalos de 12 horas entre doses reduzidas. Posteriormente administrado
prostaglandina F2a (PGF2a) dois dias apos a primeira dose de FSH e 12 horas depois
sendo retirado o implante de P4, sendo as doadoras submetidas a 1A 12 e 24 horas ap0s a
deteccdo do cio (BARROS; NOGUEIRA, 2004) (figura 2).

Retirada do
Implante Implante
Vaginal 4
Ao PGF2q
BE l Detecgio A _
l FSH do Cio / \ Colheita
Implante de P4 l l
1 1 1 1 1 1 1 1 1 [
1 1 1 1 1 1 1 T 1 »
DO D4 D5 D6 D7 D? 2412 72+24 D15

Figura 2-Desenho esquematico do protocolo de sincronizacdo de estro e superovulacdo com
necessidade de observacéo de cio.

Na tentativa de atrasar o pico pre-ovulatério de LH, para que os foliculos se

desenvolvam mais e criem quantidade suficiente de receptores para este horménio, pois ja
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foi demonstrado que sua formacdo é tempo-dependente, estando relacionada com a
maturidade folicular (LIU et al., 1998), aumentando assim o nimero de foliculos ovulados
e consequentemente de embrides (VAN DE LEEMPUT et al., 1997), foram criadas
estratégias, que ainda viabilizaram a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) apds a
SOV (BARROS; NOGUEIRA, 2004; BARUSELLI et al., 2006)

Protocolos com 0 momento da ovulacéo retardada por seis a 12 horas e estimulada
com indutores de ovulacdo como LH ou GnRH, foram testados. Porém néo foi visto um
aumento significativo no nimero de embriGes viaveis em relacdo a protocolos com
deteccdo do estro. Mas, foi possivel sincronizar o0 momento da ovulagdo, permitindo a
utilizacdo da IATF. Sendo criado um novo tratamento hormonal, o qual mantém por 36
horas apos a aplicacdo de PGF2a a P4 exdgena, sendo induzida a ovulagéo 12 horas ap0s a
remocao da P4 (figura 3). Uma vez que a ovulacdo ocorre entre 24 e 36 horas apés a
administracdo de LH a IATF € realizada 12 e 24 h apds a injecdo de LH, evitando a
inconveniéncia da deteccdo do estro (BARROS; NOGUEIRA, 2004). Com resultados
semelhantes ao protocolo citado anteriormente, uma outra alternativa seria uma
modificacdo no tempo de permanéncia da progesterona exdgena, sendo esta retirada 24
horas, em vez de 36, apdés a PGF20, com a manutencao da aplicagdo do indutor de
ovulagdo no dia 9 (48 horas ap6s a PGF2a), obtendo bons resultados em fémeas Nelore

(ZANENGA et al., 2003; BARUSELLLI et al., 2006) (Figura 4).

Retirada do
Implante Implante
Vaginal
a%ma PGF2a
BE l Inducéo da _
l FSH ovulagao/\ Colheita
Implante de P4 l
i —— } ; >
DO D4 D5 D6 D7 D75 D8 D8,5 D9 D15

Figura 3-Desenho esquematico do protocolo de sincronizagdo de estro e superovulagdo com
manuten¢ao da P4 por 36 horas apos PGF2a.
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Retirada do
Implante Implante
i A
VagJ]rmaI PGE2g
1A
BE l Inducéo da _
l FSH ovulacédo / \ Colheita
Implante de P4 l l
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Figura 4-Desenho esquematico do protocolo de sincronizagdo de estro e superovulagdo com
P4 sendo retirada 24 apos a PGF2a.

3.2.2 Superovulagdo

O tratamento superovulatério objetiva suprir a deficiéncia de FSH antes que o
foliculo dominante promova a reducdo da concentracdo enddgena dessa gonadotrofina,
através da producdo de inibina pela granulosa. Assim, os efeitos da dominancia folicular
sdo neutralizados, a divergéncia impedida e o desenvolvimento simultdneo de vérios
foliculos com caracteristicas semelhantes daqueles selecionados para ovularem, torna-se
possivel. E importante frisar que o tratamento deve ser iniciado no momento da
emergéncia da onda folicular, seja espontanea ou induzida (GONCALVES et al, 2008).

Apesar de existirem varios estudos em relacdo aos protocolos de superovulacéo,
ainda ndo se consegue atingir indices satisfatérios (VASCONCELOS., 2009). A baixa
resposta superovulatéria e a baixa recuperacdo de embriGes vidveis por colheita ainda
podem estar relacionados a fatores individuais, tais como: raga, causas genéticas ou
fisiolégicas (GINTHER et al., 1989; ARMSTRONG, 1993), estado nutricional
(SARTORI;MOLLO, 2007), reagdo imunogénica por repeticdes sucessivas de tratamento
superovulatério (VASCONCELOS., 2009) e a fatores relacionados ao tratamento:
momento de se iniciar com relagdo a fase do ciclo estral; tipo de gonadotrofina utilizada;
relagdo FSH e LH nos preparados; duracéo do tratamento; dose de gonadotrofina e a via de
administracdo (GINTHER et al., 1989; ARMSTRONG, 1993).

Uma das possibilidades propostas para se diminuir os transtornos citados acima foi
a ablacéo folicular, ou seja, a aspira¢do do foliculo dominante ou todos os foliculos acima
de 5mm de diametro. Apos este procedimento haveria a emergéncia de uma nova onda

folicular e consequentemente o inicio do protocolo de superovulagdo. Porém, esse processo
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se mostrou de baixa praticidade e antiecondémico, pois requer mao-de-obra qualificada e
equipamento especifico e de alto custo (GONCALVES et al, 2008).

Os agentes superovulatérios mais usados em vacas sdo o FSH, ja consagrado, e
mais recentemente a gonadotrofina coribnica equina (eCG) voltou a ser utilizada. A
desvantagem do uso do FSH € o alto numero de manejos necessarios (duas vezes ao dia
durante quatro dias). Outras pesquisas mostraram ser viavel a redugdo para trés aplicagdes
de FSH (mantendo a concentracdo aplicada) em vacas Nelore, com vantagem de reduzir o
numero de manejos. Os mesmos autores ja haviam demonstrado anos antes, que uma unica
aplicacdo de eCG produziu numero semelhante de embriGes transferiveis comparado ao
grupo tratado com FSH, por até 3 superovulagdes consecutivas (MARTINS et al., 2008).

3.2.3 Inseminacéo Artificial

A maioria dos programas de TE utilizam duas inseminac¢fes com intervalo de 12
horas entre elas, 12 e 24 horas depois da administragéo do indutor da ovulagédo (BARROS;
NOGUEIRA 2005; BARUSELLI et al., 2006), porém alguns trabalhos buscando
potencializar o protocolo se testou uma maior quantidade de inseminag¢Bes, mantendo o
intervalo de 12 horas. Comparando os resultados entre duas ou trés insemina¢6es Nogueira
et al., (2007), ndo encontraram diferencas entre os tratamentos.

J& outras pesquisas com o intuito de minimizar custos testaram a utilizacdo de uma
unica 1A, em momentos diferentes, 16 horas (BARUSELLI, 2006) ou 24 horas apés a
administracdo de LH (BARROS; NOGUEIRA, 2004), nos quais apesar de ocorrer uma
diminuicdo numérica (52,4 x 58,3% e 57,7 x 66,2, considerando uma x duas inseminacoes,

respectivamente), ndo ouve diferenca significativa.

3.2.4 Colheita dos Embrides

No inicio da utilizacdo da TE a colheita dos embrides era realizada nos ovidutos ou
uteros de doadoras através do abate ou cirurgia. A partir do ano de 1976, comecou a se
realizar a recuperagdo transcervical de embrides de vaca, blfala e égua. Esta por sua vez
recebeu destaque, uma vez que as técnicas cirargicas invariavelmente levam a formacéo de
aderéncias, alem disso, ha menor risco de vida e de saude para a doadora com métodos
néo-cirurgicos (JAINUDEEN et al., 2004).

O procedimento transcervical é realizado através da utilizacdo de um cateter de

Foley, que ajudado por um mandril, para guiar sua passagem através da cérvix por
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manipulagéo retal, podendo ser posicionado no corpo uterino ou em cada corno por vez,
passando-se a inflar o baldo do cateter, sendo antes realizada uma anestesia peridural.
Depois é realizada a lavagem do Utero, com solucdo salina tampdao-fosfato (PBS) aquecido,
permitindo sua passagem por uma recipiente de coleta, a medida que o Utero é massageado
delicadamente, conforme figura abaixo. (JAINUDEEN et al., 2004)

Meio de
Anestesia lavagem
epidural

L

Cateter de Foley oY

mo ulerino /

-

Ph———y Pinca
hemostalica

I\

Ar para o balao

Recipiente de coleta

Figura 5 - Recuperacdo, via transcervical, de embriGes do Utero de uma vaca
nos dias 6-8 ap6s o cio (JAINUDEEN et at., 2004).

Esse procedimento pode ser realizado através do método aberto ou fechado. No
primeiro a lavagem ¢é efetuada em fracGes de 40 a 50 mL de solucgdo salina tampdao-fosfato
(PBS), com o auxilio de uma seringa descartavel acoplada diretamente ao cateter
posicionado no corno uterino. Quando obtidas essas fracfes sdo depositadas em um
recipiente graduado, com capacidade para 500 a 1000 mL. J& pelo sistema fechado de
coleta, que difere do anterior por impedir que o PBS entre em contato com o ambiente
exterior. Neste, 0 meio de lavagem introduzido no corno uterino é recolhido através de um
sistema composto por dois tubos de plastico flexiveis, sendo que um € o recipiente
contendo o meio de coleta e o outro, um filtro para a obtencdo dos embrides. Esse meio de

coleta deve fluir por gravidade através do tubo acoplado ao recipiente, bem como através
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do cateter em direcdo ao corno uterino, sendo necessario que o recipiente seja posicionado
cerca de um metro acima da garupa do animal. Apés a lavagem do corno uterino, 0 meio
de coleta retorna através do outro tubo plastico para o filtro acoplado nesse tubo retendo os
embrides juntamente com dez a 30 mL do meio de lavagem (REICHENBACH et al.,
2002).

inflado
Balao do
catéter
de

s No in bl > coleta
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corpos lateos
(supcrovulagao) E Como uterino

Figura 6 — Desenho esquemdtico de introdugdo e controle do posicionamento do cateter de colheita
(REICHENBACH et al. 2002)

Por meio desse método os embrides devem ser colhidos entre o sexto e oitavo dia,
pois nesse periodo encontram-se flutuando no lumen da ponta dos cornos uterinos,
permitindo sua captacdo através da técnica de lavagem dos cornos uterinos
(REICHENBACH et al., 2002). Sendo encontrado, nesse periodo, entre os estagios de
Moérula inicial a Blastocisto expandido, segundo a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (ROBERTSON;NELSON, 1998).

3.2.5 Avaliagdo embrionaria

Apos a lavagem uterina o lavado obtido deve ser colocado em placas de Petri, sendo
realizadas repetidas lavagens do filtro coletor até retirada de todo o muco presente, com
PBS. O liquido obtido deverd ser colocado em placas de Petri para localizagdo dos
embrides (GAMBARINI, 2004).
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Através do esteromicroscopio, ou lupa, é possivel mensurar tamanho e formato do
embrido, visualizar células do trofoblasto ou botdo embrionério. A partir dessas
observacdes é possivel classificar os embrides em diferentes graus de qualidade e estagio
durante o cultivo in vitro, para avaliacdo de indices de sobrevivéncia e eclosédo ou, antes da
inovulagéo, para mensuragédo de taxa de prenhez. Podendo ser classificado em umas escala
de 1 a 4, dependendo da proporcdo de células extrusas, consideradas invidveis, e
heterogeneidade da coloracdo entre as celulas embrionarias, que podem caracterizar
degeneracdo embrionaria (ROBERTSON; NELSON, 1998).

Segundo recomendac6es da IETS (ROBERTSON;NELSON, 1998) os embrides podem
ser classificados com relacdo a seu estagio de desenvolvimento como: ndo fertilizados; de
2 a 12 células; moérula inicial; morula; blastocisto inicial; blastocisto; blastocisto
expandido; blastocisto eclodido; blastocisto expandido eclodido; recebendo cédigo de 1a 9

respectivamente, conforme figura 7.
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Figura 7 - Desenho esquematico dos difetentes estagios embrionarios segundo IETS (1998)
(REICHENBACH et al. 2002)

Em relagdo a sua qualidade podem ser descritos como excelentes ou bom, regular,

pobre, morto ou degenerado, conforme quadro abaixo.
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Tabela 1 - Critérios para avaliacdo de embrides bovinos segundo os parametros de qualidade propostos pela

IETS (1998)

Cadigo
Da Avaliagéo
IETS

Principais Caracteristicas Morfoldgicas

=

1 Excelente
ou
Bom 3.

2 Regular 1.

ok w

3 Pobre

=

ok~ w

4 Morto ou

wNE o

degenerado

4.
S

' Estadio de desenvolvimento corresponde ao esperado;

' Massa embrionaria simétrica e esférica com blastbmeros
individuais que sdo uniformes em tamanho, cor e densidade;
" Forma regular, a ZP ndo deve apresentar superficie
concava ou plana, deve lisa, preferencialmente intacta,
especialmente se 0 embrido é destinado a exportacéo;

' Células extrusadas da massa celular do embrido
compreendem menos de 15% do material celular total.

' Estadio de desenvolvimento corresponde ao esperado;

" Forma regular, ZP intacta ou ndo, irregularidades
moderadas na

forma geral da massa embrionaria ou no tamanho, cor e
densidade das células individuais;

" Celulas extrusadas da massa celular do embrido
compreendem

mais de 15% do material celular total;

" Pelo menos 50% das células compdem uma massa
embrionaria

viavel, intacta.

' Estadio de desenvolvimento nao corresponde ao esperado;

" lrregularidades maiores na forma geral da massa
embrionaria ou

no tamanho, cor e densidade das células individuais;

" Menos de 75% das células degeneradas;

" Pelo menos 25% das células compdem uma massa
embrionaria

viavel, intacta.

" Estadio de desenvolvimento ndo corresponde ao esperado,
embrido em degeneracao;

' Massa embrionéria de menos de 25% de todo material
celular

presente no interior da ZP;

" O6citos ou estruturas unicelulares degeneradas.

(Fonte: REICHENBACH et al.,

2002).

A microscopia de fluorescéncia € outra ferramenta de avaliacdo embrionéria, que torna

possivel localizar estruturas intracelulares marcadas por compostos especificos que se

combinam com certas substancias presentes na estrutura celular e que florescem ao serem

excitados por radiacfes de determinados comprimentos de onda, geralmente a ultravioleta.

Podendo assim ser avaliada a quantidade de células viaveis em um embrido, sendo um

importante pardmetro na avaliagdo da qualidade de embrides (COSTA, 2010).
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Figura 8 - Fotos de dois embriGes em diferentes estagios e quantidade, marcados
com Hoechst e avaliados em microscopio de fluorescéncia (Bertolini,
M. 2014)

3.3 Hormonio do Crescimento

O hormdnio do crescimento (GH) tem como resultado bem elucidado o estimulo do
crescimento linear dos o0ssos longos e o equilibrio nitrogenado positivo,
concomitantemente com o efeito lipolitico (SWENSON, 1996), tendo como funcéo
estimular as células somaticas, sendo necessario principalmente durante a fase de
crescimento. O GH é uma proteina que possui 191 aminoacidos com duas pontes
dissulfeto, tendoa glicina como o aminoacido mais importante presente em sua
constituicdo e atividade bioldgica, quando esta é substituida por outro aminoacido, o GH é
convertido de potencializador para um supressor ou um antagonista de GH (MORAES JR,
2008; MARTINS et al., 2009).

O GH é liberado pelos somatotropos da hipéfise por intermédio do horménio de
liberacdo do hormonio do crescimento (GHRH), de origem hipotaldamica, atraves do
sistema porta hipofisario (SWENSON, 1996). Além desse mecanismo a sua liberacao pela
adenohipofise decorre mediante uma série de fatores, tais como: blogueio pela
somatostatina (SRIF ou GHIH), flutuacBes nas concentracdes sanguineas de glucagon,
insulina, IGF-I e IGF-Il, hormdnios estrogénicos, além dos processos metabdlicos e
fisiolégicos (LUCY, 2000).

O figado é estimulado através do GH, secretando as somatomedinas, mediadores da
acao do GH, sendo eles sinergicos. Entretanto o proprio GH pode ajustar o0 metabolismo
tecidual (LAWRENCE; FOWLER, 2002; SWENSON, 1996). Suas atuacOGes ocorrem,
provavelmente, pelo aumento na atividade dos ribossomos no processo de tradugéo.

Exercendo efeitos metabdlicos importantes, como a inibicdo do transporte de glicose para
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os tecidos periféricos (resisténcia a insulina), elevacdo da glicemia (atividade
diabetogénica), e concomitante elevacdo da taxa de oxidacdo de lipideos (atividade
lipolitica) e aminoacidos (LAWRENCE; FOWLER, 2002).

Além de agdes no crescimento e na nutricdo dos animais, a GH tem importante
funcgéo reprodutiva, pois, uma variedade de receptores RNAm para GH foram encontrados
no hipotalamo, hipofise, corpos ldateo, foliculos ovarianos, ovidutos, endométrio,
miométrio e a placenta (KIRBY et al., 1996; BASTOS, 2008). A tabela abaixo demonstra a

presenca de RNAmM em deferentes espécies e estruturas ovarianas (SILVA et al, 2009)

Tabela 2- Expressdo de RNAm para o IGF-1, IGF-1I e receptores de IGF em foliculos do ovario de

mamiferos.
Estrutura IGF-I IGF-I1 IGF-RI IGF-RII
Foliculo primordial +(c,p),-MO) +(@©),-b) +(p)-(b)
Foliculo primario +(c,p),-MO) -(b) + (b, p)
Foliculo secundério +(c,b,m,p), -(b) + (b, p)
Foliculo antral em Crescimento
Oocito +(p),-(sm)  -(bs), + (b, p) - (s)
Clamulos + (s, m) +(s),-(b) +(p,b)-(s)
Granulosa + (s, m) +(s),-(b) +(p,o,b,s) +(o,b)
Teca + (p)’ - (51 m) + (S’ bv 0, p) + (01 b)v - (S) + (O’ b)
Foliculo pré-ovulatorio
Oaocito - (s, m) -(s) -(9)
Cumulos + (s, m) +(s) +(s)
Granulosa +(s,m), _(p) +(p,s) +(s,p) +(p)
Teca - (s, m, p) +(9) - (8) + (p)
(+) A expresséo positiva de mMRNA, (-) Expresséo negativa do mRNA. (SILVA, 2009)

b: bovina, c: caprinos, m: muar, 0: ovinos, p: primatas, s: suinos.

A utilizacdo farmacologica do GH é através de sua forma recombinante, conhecida
como somatotropina recombinante bovina, do inglés recombinant bovine somatotropin (r-
bST) ou horménio do crescimento biossimilar, um dos primeiros horménios produzidos em
escala comercial como proteina recombinante. O r-bST ja é bastante utilizado para
aumentar a producao de leite com a aplicagdo de 500mg de r-bST em intervalo de 14 dias,
aumentando, a producdo, em 3 a 5 kg/dia (RIBEIRO FILHO, 2009). Porém vem sendo
estudada sua utilizacdo também com o intuito de sincronizar a onda folicular ovariana,
incrementar a quantidade de foliculos ovarianos e melhorar a qualidade oocitéaria ap6s a
recuperacdo por puncdo folicular, e o desenvolvimento in vitro e in vivo de embrides
(VASCONCELOS, 2009).

Como a r-bST atua em muitos 6rgdos, os IGFs podem ter origem sistémica ou local,

no caso dos foliculos ovarianos, pelas células da granulosa e da teca, agindo por
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mecanismos enddcrino, paracrino ou autocrino, sofrendo interferéncia por influéncias de
alteracdes ambientais, principalmente nutricionais (RIBEIRO FILHO, 2009).

A meia-vida plasmatica do r-bST € menor do que o GH enddgeno devido a
diferencas quanto a modifica¢bes pos-traducionais. Porém, as preparacdes farmacoldgicas
de r-bST utilizadas comercialmente para o incremento da producdo de leite sdo
manufaturadas para a liberagdo lenta do hormonio no organismo animal, o que permite
persistir em circulacdo por até trés semanas ap0s a aplicacdo, sendo sua maior influéncia
na reproducdo feita de modo indireto, através do IGF-1 (LUCY et al., 2000). Ocorrendo,
segundo alguns autores, 0 aumento no numero de foliculos médios, ao redor do terceiro dia
apos a sua administracdo, intimamente relacionado com o aumento dos niveis circulantes
de GH, IGF-I e insulina, porém em outros trabalhos esta alteracio no foi encontrada (SA
FILHO, 2006)

Vaérios estudos relataram que tanto o r-bST quanto o FSH e os estrgenos
estimulam a expressdo de IGF-1 nas células da granulosa (ATHANASSIOUS, 2000). E
este, por sua vez, quando aumentado favorece a maturacdo de o0citos bovinos,
incrementando as taxas de clivagem o que demonstra que o IGF-I é eficiente em promover
a maturacdo dos odcitos (PONCHIROLLI, 2006). Sa filho et al. (2009) afirmam que o
tratamento com r-bST em bdfalas foi capaz de aumentar a populacao folicular, nimero de
foliculos aspirados e nimero de odcitos recuperados, porém ndo aumentou a qualidade
oocitaria e a producdo in vitro de embrides.

Tal substancia atua também desempenhado papel importante no reconhecimento
materno da gestacdo. Isto ocorre devido a dependéncia parcial dos embrides ao IGF-I no
sentido de secretar fatores essenciais ao processo de sinalizacdo pelo embrido da sua
presenca no utero (LUCY et al., 1995). Alem disso o GH, IGF-I e a insulina, muitas vezes,
estimulam a proliferacdo celular, aumentando a taxa de producdo embrionaria in
vitro (MOREIRA et al., 2002). Sendo a quantidade de células embrionarias e a taxa de
ocorréncia de morte celular fortes indicativos da qualidade de embrifes produzidos in

vitro.

3.3.1 Oogénese, foliculogénese e 0 Hormoénio do Crescimento
As gonadotrofinas compdem os fatores mais importantes de sobrevivéncia do
desenvolvimento folicular, ao redor e além da fase antral, porém do foliculo primordial

para o inicio do desenvolvimento do antro tem sido considerado independente a esses
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horménios, ndo sendo ainda completamente esclarecidos. Talvez horménios metabdlicos,
como o GH, desempenhem um papel essencial neste processo (MARTINS et al., 2009).
Silva (2008) afirma que o GH aumenta o desenvolvimento de pequenos foliculos para as
fases dependentes de gonadotrofinas e estimula a maturacéo dos odcitos.

Estudos demostram que a aplicacdo in vivo de GH recombinante aumentou
significativamente o nimero de foliculos primarios, secundarios e antrais que expressam
caracteristicas favoraveis para reproducédo, concluindo que o horménio do crescimento esta
presente no controle das fases iniciais da foliculogénese (MARTINS et al., 2009). Segundo
Bachelot et al. (2002) estudos relatam que em ratos Knockout para receptores do GH e
para proteinas de ligacdo do GH, o nimero de foliculos por ovério é muito reduzido e a
resposta ovulatéria as gonadotrofinas foi trés vezes menor, e em camundongos deficientes
nessas proteinas, o numero de foliculos primordiais foi elevado, enquanto os primario,
secundarios e antrais eram muito baixos.

Bao & Garveric (1998) ressaltaram que a expressdo de enzimas e receptores
gonadotréficos participam da esteroidogénese, e que mudangas na expressdo de RNAmM
para receptores de gonadotrofinas (FSH e LH) estdo ligados as enzimas esteroidogénicas e
aos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-I e IGF-I1) associados aos diferentes
estadios de crescimento e atresia folicular. A presenca de RNA para receptores do GH,
para seus mensageiros, IGFs, e para proteinas carreadoras das IGFs em quase todas as
fases de desenvolvimento folicular, inclusive nos foliculos primordiais e primarios, reforca

a importancia de tais fatores para o desenvolvimento folicular (SILVA, 2009).

3.3.2 Superovulagdo e 0o Hormonio do Crescimento

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de elevar o numero de
foliculos recrutados, ja que o pool folicular presente na fase de recrutamento é pré-
requisito para melhorar a resposta aos protocolos de superovulacdo e consequentemente
melhorar a eficiéncia reprodutiva dos animais domesticos (FORTUNE, 2003). Algumas
alternativas sao, o flushing nutricional (curto periodo de superalimentacdo) (GONG et al.,
2002) e o0 uso do r-bST (Somatotropina Bovina Recombinante) (GONG et al., 1996;
BURATINI et al., 2000) mostraram ser os principais fatores capazes de influenciar
positivamente o numero de foliculos recrutados e/ou a resposta aos protocolos de SOV.

O relato de que vacas em lactacdo, submetidas a tratamento com r-bST, no inicio do

periodo pos-parto, aumentaram a incidéncia de parto gemelar sugeriu papel relevante desse
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hormonio no controle do crescimento e desenvolvimento folicular ovariano em bovinos
(CUSHMAN et al., 2001). Isto é suportado pela evidéncia de que parto gemelar na vaca
estd associado com concentracOes periféricas elevadas de IGF-1, que como ja foi citado, €
tido como o peptideo mediador da acdo do GH e regulador local da funcdo ovariana
(FONSECA, 1999).

O envolvimento do GH na regulacdo do crescimento e desenvolvimento folicular
tem sido relatado (GONG et al., 1993; WEBB et al., 1994). A r-bST, quando associada a
horménios comerciais de superovulacdo, age no ovéario melhorando as respostas
superovulatérias, aumentando o namero de foliculos recrutados com didmetro entre 2 e 5
mm (GONG et al., 1996), estimulando o crescimento e desenvolvimento folicular (WEBB
et al., 1994) e controlando a funcdo do corpo lateo (LUCY et al., 1995).
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A influéncia da somatotropina recombinante bovina na resposta superovulatoria e

qualidade embrionaria em gado Bos indicus

The influence of recombinant bovine somatotropin on superovulatory response and

embryo quality in Bos indicus cattle
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Augusto B. Afonso, V"""Gustavo F. Carneiro.

RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo estudar o efeito de pré-tratamentos consecutivos
com somatotropina recombinante bovina (r-bST) sobre a resposta superovulatéria de vacas
Bos indicus avaliando-se nimero de foliculos e de embriGes recuperados, diametro folicular e
qualidade embrionéria no agreste meridional de Pernambuco. Foram utilizadas 20 vacas
nelore divididas em dois grupos, BST (2000 mg de somatotrofina) dividia em quatro vezes
com intervalos de sete dias e Controle (solucdo fisiolégica), coincidindo a Ultima aplicagdo
com o inicio do protocolo de superovulacdo. Este se iniciou em dia aleatdrio do ciclo estral
com a introducdo do implante intravaginal de Progesterona (P4), associado a 2 mg de
Benzoato de Estradiol, sendo considerado DO. No D4 se iniciou a estimulagéo folicular com
133mg do Horménio Foliculo Estimulante, administrando em doses decrescentes por quatro
dias, com duas aplicacdes diarias. Ja no D6 foi aplicado 0,5 mg de Cloprostenol, sendo o
dispositivo de P4 retirado no D7 e 24 horas depois aplicado 1500 Ul de Gonadotrofina

Coridnica Humana, e as inseminagdes artificiais feitas com 12 e 24 horas depois. Nos D15 e
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D16 foram realizadas as coletas dos embrides, pelo método ndo cirurgico, avaliados,
classificados e armazenados para posterior contagem de células por microscopia de
fluorescéncia. Todos os animais passaram por acompanhamento da dinédmica folicular nos
dias de tratamento, da coleta e durante o protocolo de SOV e coleta dos embrides, sendo
avaliados de sete em sete dias o seu escore de condicdo corporal (ECC). Os resultados obtidos
foram analisados por ANOVA com nivel de significancia de 5%. O grupo BST apresentou
didmetro folicular e nimero de foliculos mais elevados em alguns momentos e reducdo do
ECC, (p<0,05), sendo observada elevagdo ndo significativa (p>0,05) no nimero de corpos
luteos, embrides totais e embriBes viaveis, além de uma maior propor¢do de estagios
embrionarios mais maduros. Assim comclui-se que o r-bST favorece a uma potencializacao
dos resultados da SOV, sendo necessarios mais estudos com relagdo a forma de aplicacdo, a
dose utilizada e o nimero de coletas devido a variabilidade de seus resultados.
Palavras-chave: Hormoénio do crescimento, dindmica folicular, transferéncia de embrido,

superovulacao, Nelore.

ABSTRACT

This work aimed to study the effect of consecutive pre-treatment with recombinant bovine
somatotropin (r-bST) on superovulatory response of Bos indicus cows by evaluating the
number of follicles and recovered embryos, follicular diameter and embryo quality in the
agreste of Pernambuco. Twenty Nellore cows were divided into two groups: bST treatment
from 500 mg somatotropin and a control from saline as placebo medicated four times at 7
day-interval, with the last dose coinciding with the start of the superovulation protocol. This
began on a random day of the estrous cycle with the introduction of an intravaginal
progesterone device, associated with an 2 mg dose of estradiol benzoate, day 0. On D4

follicular stimulation began with 200 mg dose of follicle stimulating hormone, in decreasing
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doses for 4 days , with twice daily applications. On D6 0.5 mg cloprostenol was administered
, the Progesterone device removed on D7 and 24 hours later 1500 IU of human chorionic
gonadotropin was injected, with inseminations performed 12 and 24 hours later. On D15 and
D16 embryo collection was performed by nonsurgical method, evaluated, classified and
stored for later evaluation by fluorescence microscopy. All animals underwent monitoring of
follicular dynamics in the days of treatment, collection and during the SOV protocol and
collection of embryos; body condition score ( BCS) was evaluated every 7 days. The results
were analyzed by ANOVA with a significance level of 5% . The BST group showed a
significant follicular diameter and number of follicles at some moments and also showed a
significant reduction of BCS (p<0.05). In other hand, only a numeric increase (p>0.05) in the
number of corpus luteum, total and viable embryos was observed. Also it was observed a
higher proportion of embryonic development stages more mature in BST group. So it is
concluded that r-bST favors a strengthening of SOV, although it was not targetted the
ultimate goal, a greater number of embryos, however numerically this occurred in this study
conditions. Further studies on the application form and dosage are necessary, due to high
variability in different experiments.

Keywords: Growth hormone, follicular dynamics , embryo transfer , superovulation , Nellore

INTRODUCAO

A transferéncia de embrides (TE) por superovulacdo € uma das biotécnicas mais
procuradas como alternativa para potencializar o melhoramento genético dos rebanhos, tendo
a América do Sul importante papel na produgdo mundial de embrides bovinos (BARROS &
Nogueira, 2007). O Brasil, pais detentor do maior rebanho comercial do mundo (IBGE,

2012), foi responsavel por 14,8% dos embrifes produzidos in vivo transferidos em todo o
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mundo, que teve 263.036 transferéncias realizadas no ano de 2010 (STROUD &
CALLESEN, 2012).

Mesmo em constante avango, a TE ainda apresenta resultados insatisfatorios
(VASCONCELOQS, 2009), sendo o principal entrave a variabilidade de resposta das doadoras
aos tratamentos superestimulatérios (ARMSTRONG, 1993; BARROS & NOGUEIRA, 2001,
BARUSELLLI et al., 2006). Com a utilizacdo da ultrassonografia, avangos foram obtidos na
compreensdo da fisiologia ovariana, favorecendo o surgimento de diversos protocolos que
diminuiram tal variacéo (BO et al., 2003). Porém ainda s&o necessarias praticas melhoradoras
da qualidade e quantidade de foliculos e od6citos, nos protocolos utilizados, que
possibilitariam um avanco nos resultados obtidos. Alguns autores estdo estudando o analogo
sintético recombinante da somatotrofina bovina (r-bST), horménio do crescimento
amplamente utilizado para aumentar a producdo leiteira, como um potencializador da
dindmica folicular (GONG et al., 1993; GONG et al., 1996; LIU et al, 1998; BURATINI et
al., 2000; LUCY, 2000; CUSHMAN, 2001; BACHELOT et al, 2002; ; BARUSELLI et al,
2006; MARTINS et al, 2008; MORAIS, 2008; SILVA et al, 2009;VASCONCELOS, 2009).
O fato de foliculos dominantes diferirem dos outros foliculos antrais recrutados a um tempo
similar, mesmo estando exposto ao mesmo ambiente gonadotréfico, sugere que as
gonadotrofinas podem ndo ser exclusivamente responsaveis pelo controle da foliculogénese,
demonstrando que outros mecanismos estdo envolvidos e desempenham importante papel
neste &mbito (GONG, et al., 1993).

Esse hormdnio protéico sintetizado e secretado pela hipofise anterior (FONSECA,
1999; CURSIO, 2005) interage com receptores nas membranas de muitos tecidos, tais como
figado, rim, musculo, dentre outros, estimulando a liberagdo de somatomedinas ou fatores de

crescimento semelhante a insulina (IGFs). A interacdo dessas somatomedinas livres com seus



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

45
receptores na superficie de diversos tecidos resulta em efeito mitogénico (NOMAN e
LITWACK, 1987).

Os IGFs regulam a proliferacdo e a diferenciacdo de varios tipos celulares e tém
efeitos metabdlicos semelhantes a insulina, com capacidade de atuar por via enddcrina, assim
como por mecanismos paracrino e/ou autdcrino (HAFEZ e HAFEZ, 2004). Um dos seus
sitios de acdo seriam os foliculos ovarianos, pois expressam quantidades consideraveis de
receptores, assim como RNAm para todos componentes do sistema IGF (PONCHIROLLI,
2006; VASCONCELQS, 2009)

Diante deste preambulo, objetivou-se estudar a variacdo da resposta superovulatéria
e da qualidade embrionaria em vacas Bos indicus (Nelore) submetidas a consecutivas

aplicacdes do r-bST na regido do agreste meridional de Pernambuco.

MATERIAIS E METODOS
Local do experimento e animais

O experimento foi desenvolvido juntamente com a iniciativa privada na regido do
agreste meridional do estado de Pernambuco, em uma fazenda localizada no Municipio de
Canhotinho-PE (latitude -08° 52' 56" e Longitude -36° 11' 28"), no periodo de Julho a
Setembro de 2013. Foram utilizadas 20 vacas Nelore, entre 4 e 7 anos, multiparas, ciclicas e
com periodo de descanco médio de 180 dias, pré-selecionadas por exame clinico e
ginecoldgico auxiliado por avaliagdo ultrassonografica transretal consideradas aptas a
reproducdo. Os animais foram criados em regime extensivo, alimentadas com pastagem
Brachiaria decumbens, sal mineral e agua ad libitum. O escore de condicdo corporal (ECC)
médio foi de 2,8 + 0,2 (escala de 1-5), e 0 peso corporal médio de 419,5 + 56,4 kg, para 0s

dois grupos.
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Grupos experimentais, dindmica folicular e protocolo de Superovulacéo

Os animais foram separados em dois grupos, 10 com utilizagdo do r-bST por via
subcutanea aplicado na prega caldal em lados alternados em cada aplicacéo (grupo BST) e 10
sem utilizagdo (grupo Controle). O grupo Controle recebeu aplica¢do de solucao fisioldgica
(placebo), nos mesmo momentos das aplicagdes de 500 mg r-bST do grupo BST, pela mesma
via e volume, as quais ocorreram 21 dias antes do primeiro dia do protocolo (D-21) e foram
repetidos de sete em sete dias até o inicio do protocolo descrito a baixo, totalizando quatro
aplicacdes ( D-21, D-14, D-7 e DO).

As vacas foram submetidas a avaliacdo ultrassonogréafica dos ovérios durante as
aplicacdes do r-bST, durante todo o protocolo de SOV (descrito abaixo) e no primeiro dia da
coleta dos embriGes. Foi acompanhada a dindmica folicular avaliando-se o numero de
foliculos e dimensionado o maior eixo, dos foliculos com didmetro maior de 5 mm. Foi
utilizado ultrassom modo B, com transdutor de 5 mHZ (Pie Medical Akyla®).

O protocolo de SOV se iniciou com a introducdo do implante de progesterona
(dispositivo intravaginal bovino-DIB, Coopers Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), associado a
2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE) (Gonadiol, Coopers Saude animal, S&o Paulo, Brasil)
em qualquer dia do ciclo estral, correspondendo ao DO do protocolo. No D4 se iniciou a
aplicacéo de 133 mg FSH-p (Folltropin-V®, Bioniche Animal Health, Ontaro, Canadd) de 12
em 12 horas, em doses decrescentes ate 0 D7. No D6 foi realizada a administracdo de 0,5 mg
de Cloprostenol (Ciosin®, Coopers Satude Animal, S&o Paulo, Brasil ), sendo o dispositivo de
Progesterona retirado no D7 e 24 horas depois aplicado 1500 Ul hCG (Vetecor, Hertape
Callier, Barcelona, Espanha). Foram realizadas duas inseminagdes artificiais, transcervical,
com sémen da mesma partida de um reprodutor da raca Nelore proveniente de central de

sémen comercial, que ocorreram 12 e 24 horas ap6s administragdo do hCG, Figura 1.
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Colheita e avaliagdo dos embrides
As coletas dos embrides foram realizadas nos D15 e D16 pelo método néo cirurgico,
sendo submetidos 5 animais de cada grupo por dia. As lavagens uterinas foram realizadas
utilizando 1000 mL Solucdo Salina Tamponada Fosfatada (DPBS) (Nutricell, Sdo Paulo,
Brasil), em circuito fechado com fluxo descontinuo (REICHENBACH et al., 2002). As
estruturas recuperadas foram classificadas de acordo com o manual da Sociedade

Internacional de Transferencia de Embrides (IETS) (ROBERTSON & NELSON, 1998).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos & analise de varidncia, nos casos em que houve
significancia no teste F, as médias foram comparadas pela diferenga minima significativa
(d.m.s.) pelo teste de Tukey. Para todas as andlises estatisticas realizadas foi adotado o nivel
de significancia (p) de 5%. Para as variaveis numero de corpos luteos, foliculos anovulatérios,
estruturas recuperadas, embrides grau 1 e 2, embrides grau 3 e 4 foi empregado o teste t de
stundents com nivel de 5 % de siguinificancia. Em algumas variaveis a estatistica realizada
foi sob a forma descritiva (percentis) (CURI, 1997). Os dados foram analisados por meio do

programa computacional Sigma Stat 3.1.

RESULTADO e DISCUSSAO

Ao compararmos 0s resultados entre os grupos com relacdo as variaves foliculares,
diametro folicular e numero de foliculos, foram constatadas diferencas significativas, nos
momentos D4 (p<0,041) e D7 (p=0,002), e D4 (p<0,024) e D5 (p<0,031), respectivamente,
onde o grupo BST mostrou resultados mais elevados (Grafico e Tabela 1). Isso demonstra que
0 GH aumentou o numero de foliculos, e diametro, presentes nas fazes iniciais de

desenvolvimento, o0 que é corroborado por muistas pesquisas in vivo (GONG et al., 1993;
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WEBB et al., 1994; SILVA, 2009; MARTINS et al, 2009) e in vitro (KIKUCHI et al., 2001,
GILCHRIST, 2008). Levando a uma possivel melhora na qualidade embrionaria, pois é
sabido que foliculos maiores provavelmente geram corpos IUteos mais capazes, melhorando o
desenvolvimento embrionério inicial e, consequentemente, aumentando a taxa de prenhez em
fémeas bovinas (VASCONCELOS, 2009). Alem disso o fato de ndo ser observada diferenca
significativa do dia da IA, apesar de numericamente ocorrer aumento, pode ser justificado
pela presenca do FSH no momento da divergéncia levando a um resgate de foliculos que
naturalmente ndo cresceriam, 0s quais podem conter oocitos com atividade inferior aos dos
foliculos do grupo BST que j& viam com um crescimento favoravel. Tais interferéncias estdo
possivelmente relacionadas a acdo do sistema IGF, onde uma maior biodisponibilidade da
IGF-I leva a uma maior desenvolvimento oocitario e folicular, tendo papel critico na selecdo
do foliculo dominante (GINTHER et al., 2007; FORTUNE et al., 2004). Estando presente
ainda nas secregdes da tuba uterina, favorecendo o desenvolvimento do odcito e do possivel
embrido (PONCHIROLLI, 2006).

Analisando o efeito da aplicacdo do r-bST nas vacas com relacdo ao numero de
embrides entre os grupos foi constatado que ocorreu um aumento numérico de embrides do
grupo BST (67) para o grupo Controle (44), porém ndo ocorreu diferenca significativa
(p>0,05). O mesmo foi observado com relacdo ao numero de embrides em suas diferentes
classificacbes, de foliculos anovulatérios e corpos luteos (Tabela 2), Corroborando com
trabalhos que ndo observaram aumento no numero de embrides (BORGES et al., 2001,
MORAIS JR et al., 2008; VASCONCELOQOS, 2009). Porém, segundo Nagano et al. (2004) a
resposta a diferentes tratamentos com r-bST, embora seja geralmente positiva, varia com
relacdo a sua magnitude. Desta forma, este resultados sdo semelhantes aos observados por
Gong et al. (1993 e 1996), Herrler et al (1994) e Nagano et al. (2004), nos quais o0 uso do r-

bST aumentou o0 nimero total de embriGes e embribes viaveis, onde o aumento € justificado
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pelo maior numero de pequenos foliculos nos ovérios do grupo BST (ROMERO et al 1991;
GONG et al., 1996), fato este observado em nossos resultados. Isso pode ser explicado por
acdo direta do GH ou por aumento das concentracfes de IGF-1, que podem também interferir
na taxa de fecundagdo, através de acles ja descritas anteriormente (LUCY et al., 1995;
MOREIRA et al., 2002).
Com relacdo ao estadio embrionario foi observado proporcbes conforme Tabela 3,
onde a maior taxa de estruturas coletadas encontravam-se nos estadios de morula (37,3%) e
blastocisto expandido (16,4%) para o grupo BST e morula (47,7%) e blastocistos iniciais
(29,5%) para o grupo Controle, tendo 44,7% entre blastocisto e blastocisto eclodido o grupo
BST e apenas 15,9% o grupo Controle. Isso demonstra a existéncia de variabilidade no
desenvolvimento e na qualidade embrionaria, assim como variacBes entre as doadoras
(LINDNER & WRIGHT, 1983). Porém o grupo BST apresenta uma maior propor¢do nos
estadios mais desenvolvidos, que vai ao encontro com o descrito por Moreira et al. (2002) e
Ramos et al (2007), em estudos in vitro, com a adi¢cdo de GH e IGF-1 ao meio de cultivo de
embrides bovinos, e Maffili et al (2001) em estudo com superovulagdo em comundongas,
demonstrando aceleracdo da cinética de desenvolvimento embrionério. Foi observada também
uma reducdo proporcional dos blastocistos iniciais (10,4% - BST x 29,3% — Controle),
corroborando por Nagano et al. (2004) e indo contra o encontrado por Moreira et al. (2002)
que verificou um aumento de blastocistos. Outros trabalhos realizados in vivo, com
superovulacdo em bovinos, ndo observaram diferencas entre os estadios embrionarios,
demonstrando alta variabilidade entre estudos (BORGES et al., 2001; MORAIS JR et al.,
2008; VASCOCELOS 2009).
Analisando o escore de condicdo corporal nos grupos em diferentes momentos foi
constatado que ocorreu uma diminuicédo significativa no grupo BST, entre o D-21 e o D7

(p<0,017), nédo evidenciado no grupo Controle, explicado pela agdo metabolica de tal fator de
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crescimento, que parece ndo ser suficientes para interferir negativamente nos resultados. Pois
este exerce efeitos metabolicos importantes, como a inibi¢do do transporte de glicose para 0s
tecidos periféricos (resisténcia a insulina), elevacdo da glicemia (atividade diabetogénica),
concomitante elevacdo da taxa de oxidacdo de lipideos (atividade lipolitica) e aminoacidos
(LAWRENCE & FOWLER, 2002).

Os resultados favoraveis encontrados pela utilizagdo do r-bST, em relacdo a alguns
trabalhos, podem ser justificadas por uma provavel manutencdo de concentracbes mais
elevadas de tal horménio, devido as aplicacdes mais frequentes. Isso estd de oncordo com o
descrito por Rieger et al. (1991), onde doses maiores que as utilizadas para aumentar a
producdo leiteira devem ser utilizadas para conseguir-se estimular os ovéarios. Em adicdo a
forma de aplicacdo, sendo realizada 21 dias antes do inicio do protocolo, pois é sabido que
sdo necessarios em torno de 60 dias para que um foliculo primordial ativado, atinja o tamanho
ovulatério (LUSSIER et al., 1987). Dessa forma, a manutencdo de altas doses de IGF-I
induzidas pelo r-bST nos periodos pre-superovulacdo possibilitam um tempo maior de
desenvolvimento dos oocitos e foliculos em ambiente mais favoravel para o seu

desenvolvimento.

CONCLUSAO

Em vacas Bos Indicus, da raca Nelore, submetidas a protocolos de SOB, a utilizacéo
do r-bST, em doses repetidas, favorece a uma potencializacdo do numero de foliculos,
maiores que 5 mm, do didmetro foliculares e a uma aceleracdo da cinética embrionaria. Poréem
0 presente estudo constatou ndo haver diferencas significativas ao final do protocolo, apesar
de numericamente os resultados serem favoraveis. Podendo existir a interferéncia de outros
horménios, como o FSH. Sendo necessario mais estudos com relagdo a forma de aplicacédo e a

dose utilizada, devido a variabilidade de seus resultados.
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Tabelal- Medias dos diametros foliculares (BST e Controle) de vacas Bos Indicos, da raca Nelore

submetidas a superovulacdo.

Dias do Protocolo

Tratamento

D14 D-7 DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D15
Diametro BST 64 106 73 97 69 80 84 77 91 106* 114 125
Controle 57 75 80 82 78 60 46° 68 82 96 111 83
NeFoliculos _ BST 180 180 210 200 170 090 160° 510° 910 1460 17,30 0,890
Controle 0,90 090 140 1,30 1,40 0,70 0,60b 3,30b 6,80 11,20 1550 0,80

® | etras diferentes existe diferenca entre grupos
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Gréfico 1 — Distrubuicdo das medias dos diametros foliculares (BST e Controle) de vacas Bos Indicus, da raga

Nelore submetidas a superovulacéo
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Tabela 2 — Total, medias (x) e percentes de Corpos Luteos, foliculos anavulatérios, estruturar
recuperas, numero de blastdémeros (BST e Controle) de vacas Bos Indicus, da raca Nelore submetidas
a superovulagéo.

Grupo Experimental

BST CONTROLE
total X % total X %
Corpos Luteos 139 13,9 (5,3) - 109 10,9 (#4,5) -
Foliculos anovulatérios 9 0,9(¢1,4) - 8 0,8(%£1,13) -
Estruturas recuperadas 67 6,7 (x6,3) - 44 4,4(%5,6) -
Embridesgrau le 2 48 4.8 716% 32 3,2 72,7%
Embribes grau 3 e 4 19 1,9 28,4% 12 1,2 27,3%

% |_etras diferentes entre grupos existe diferenca significativa (P<0,05).
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1 Tabela 3 — Percentagem dos estagios embrionarios dos grupos BST e Controle de vacas Bos Indicus, da raca
2 Nelore submetidas a superovulacéo.

Grupo Experimental

BST CONTROLE

D6 D7 TOTAL % D6 D7 TOTAL %

Nao fertilizado 0 0 0 0,0 2 1 3 6,8
De 2 a 12 células 1 0 1 15 0 0 0 0,0
Morula Inicial 3 1 4 6,0 0 0 0 0,0
Morula 11 14 25 37,3 20 1 21 47,7
Blastocisto Inicial 2 5 7 10,4 11 2 13 29,5
Blastocisto 0 7 7 10,4 0 3 3 6,8
Blastocisto Expandido 0 11 11 16,4 3 3 6,8
Blastocisto Eclodido 0 12 12 17,9 1 1 2,3
Total 17 50 67 100 33 11 44 100
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Normas para publicagao

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas
referentes a drea de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverdao ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho A4 210 x
297mm com, no mdaximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens superior,
inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo
de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisdao bibliografica e 8 para nota,
incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pdgina, sendo que nao poderao
ultrapassar as margens e nem estar com apresentagao paisagem.

3.0 artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tdpicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com
Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdao; Conclusdo e
Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdao; Informe Verbal;
Comité de FEtica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovagao de um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente pode
ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo
Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tdpicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducao;
Desenvolvimento; Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacao; Fontes de
Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacdao de um comité de ética institucional ja na submissao.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo
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5. A nota (Modelo .doc, .pdf) deverd conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com
introducdo; metodologia; resultados e discussao e conclusdo; podendo conter tabelas ou
figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovagao de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode
ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo
Animal).

6. Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no
endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos
no titulo. O nome cientifico sé deve ser empregado quando estritamente necessario.
Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

8. As citacdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maiusculas seguidas do
ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formacao
congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
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