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RESUMO

O uso darbST antes do inicio das sessdes de pungao folicular pode ser um valioso recurso
para aumentar o nimero e a qualidade dos odcitos coletados in vivo e dos embrides
produzidos in vitro. Avaliar o efeito do pré-tratamento da somatotropina recombinante
bovina (rbST) sobre producdo in vitro de embrides e na dindmica hormonal da
progesterona, estradiol, hormo6nio do crescimento e IGF-1 de fémeas bovinas. Doze
animais foram divididos em trés grupos experimentais: controle (n =4), 250mg (n=4) e
500mg (n =4) de rbST A Ovum Pick-Up (OPU) foi realizada em intervalos de 7 dias. Os
complexos cumulus-oécito (CCOs) foram classificados sob lupa estereomicroscépica. As
amostras de sangue (plasma) ocorreram 60 dias antes da primeira aspirac¢do, em intervalos
de 12 dias, com as coletas realizadas nos mesmos dias das aplicagdes de rbST. O periodo
de maturacao in vitro (MIV) foi de 24h. Posteriormente, os CCOs e os espermatozoides
foram incubados por 22h. Apds a fecundacdo in vitro (FIV), o desenvolvimento dos
blastocistos foi avaliado aos sete dias apds o inicio da FIV (D0). As dosagens hormonais
foram efetuadas utilizando kits comerciais de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Os dados para as varidveis foram submetidos ao teste de normalidade, a andlise
de variancia (ANOVA) ou ao teste ndo - paramétrico de Wilcoxon para comparagdo de
médias, na probabilidade de 5%. As concentragdes plasmdticas hormonais foram
submetidas ao Teste de normalidade Cramer-von Mises e para comparagdo de média foi
Student-Newman-Keuls (SNK) 5% de probabilidade. Dados qualitativos foram
comparados pelo teste do Qui-quadrado, para p<0,05. As andlises foram executadas
utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015). O pré-
tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) nas fémeas bovinas da raca
Girolando ndo influenciou na taxa de desenvolvimento embriondrio na producdo in vitro,
assim como ndo surtiu efeito sobre a dindmica hormonal de fémeas bovinas nas
concentragcdes plasmaticas de progesterona, estradiol e IGF-1 quando entre os grupos
tratados com 250 mg e 500 mg e o grupo ndo tratado, ndo havendo também variancia
significativa entre os dias de aplicagdo e OPUs.

Palavras-chave: Hormonios; PIV; rbST.



ABSTRACT

The use of rbST before to the initiation of follicular puncture sessions may be a valuable
resource for increasing the number and quality of oocytes collected in vivo and embryos
produced in vitro. To evaluate the effect of pre-treatment of bovine recombinant
somatotropin (brST) on the in vitro production of embryos and the hormonal dynamics
of progesterone, estradiol, growth hormone and IGF-1 of bovine females. Twelve animals
were divided into three experimental groups: control (n = 4), 250mg (n = 4) and 500mg
(n = 4) of tbST. Ovum Pick-Up (OPU) was performed at 7-day intervals. The cumulus-
oocyte complexes (COCs) were classified under a stereomicroscopic magnifying glass.
Blood samples (plasma) occurred 60 days before the first aspiration, at intervals of 12
days, with collections performed on the same days as the rbST applications. The in vitro
maturation period (IVM) was 24h. Subsequently, the COCs and spermatozoa were
incubated for 22h. After in vitro fertilization (IVF), the development of blastocysts was
evaluated seven days after the initiation of IVF (D0). Hormonal dosages were performed
using commercial kits according to the manufacturer's recommendations. The data for the
variables were submitted to the normality test, the analysis of variance (ANOVA) or the
non - parametric Wilcoxon test for comparison of means, in the probability of 5%. The
hormonal plasma concentrations were submitted to the Cramer-von Mises Normal Test
and the Student-Newman-Keuls (SNK) mean score was 5% of probability. Qualitative
data were compared by the chi-square test, for p<0,05. The analyzes were performed
using the Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015). The pre-treatment of
bovine recombinant somatotropin (brST) in Girolando cattle did not influence the rate of
embryonic development in in vitro production, nor did it have an effect on the hormonal
dynamics of bovine females in plasma concentrations of progesterone, estradiol and IGF
-1 when between the groups treated with 250 mg and 500 mg and the untreated group,
there was also no significant variance between the days of application and OPUs.

Keywords: Hormones; PIV; rbST.
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1. INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a produtividade dos rebanhos bovinos tem aumentado
significativamente e isso tem sido atribuido principalmente a intensa selecdo de
caracteristicas produtivas através do aperfeicoamento de biotécnicas de manejo
reprodutivo.

Desse modo, biotécnicas como a inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF),
transferéncia de embrides (TE) e producdo in vitro (PIV) de embrides vém sendo
desenvolvidas a fim de se maximizar o potencial reprodutivo de fémeas bovinas e
melhorar os indicadores de produtividade (Buratini Jr., 2006).

A produgdo in vitro (PIV) de embrides consiste na recuperacdo de odcitos
imaturos de foliculos ovarianos, sendo uma biotécnica que permite a intensificacdo do
uso de animais de alto valor genético obtendo resultados compardveis ou superiores
aqueles obtidos pela tecnologia tradicional de produgao in vivo de embrides (MERTON
et al., 2003).

A producdo de embrides in vitro (PIV) constitui-se nas seguintes etapas:
aspiracdo folicular post-mortem ou Ovum Pick-up (OPU), maturacdo in vitro (MIV),
fertilizacdo in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV) e, por fim a transferéncia de embrides
(TE) para as fémeas receptoras denominado de inovulag@o.

Em 2011, foi registrada no Brasil a producdo de 350.762 embrides bovinos no
ano, dos quais 90,7% foram produzidos in vitro (Viana, 2012). Nos ultimos anos, segundo
VIANA (2012), tem se observado um crescimento anual na produc¢do de embrides PIV
no Brasil e uma queda na produ¢do de embrides produzidos in vivo.

E importante ressaltar que em 2014 o Brasil foi considerado o maior produtor
mundial de embrides com 366.517 unidades produzidas por ano, cerca de 70% do total
mundial (IETS, 2014).

Contudo, as taxas médias de embrides obtidos in vitro ainda precisam ser
estudadas visando resultados mais satisfatdrios, levando em conta que a qualidade e a
viabilidade dos embrides obtidos in vitro sao inferiores a dos embrides obtidos in vivo
(REICHENBACH, 2003) com variacao de 50 a 80% (RIZOS et al., 2002).

A manipulacio da dindmica folicular em bovinos permitiu maior
disponibiliza¢do de complexos cumulus-oécito (CCOs). Alguns hormdnios vém sendo
utilizados com o intuito de sincronizar a onda folicular ovariana, incrementar a quantidade

de foliculos ovarianos para a OPU, a qualidade oocitaria apds a recuperagao por pungao
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folicular e melhorar o desenvolvimento in vitro de embrides (HANSEL et al., 1996;
GOODHAND et al., 1999).

Dessa forma, a qualidade e a integridade dos complexos cumulus-oé6cito (CCOs)
influenciam o sucesso da fertilizacdo in vitro, assim como a competéncia do

desenvolvimento até o estadio de embrido (TAKADA, 2008).
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1. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito do pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST)

sobre produgdo in vitro de embrides e na dinamica hormonal de fémeas bovinas.

2.2 ESPECIFICOS

Produzir embrides a partir dos CCOs recuperados.

Analisar a taxa de clivagem;

Analisar a taxa de blastocisto;

Avaliar o desenvolvimento e qualidade embrionéria;

Produzir embrides a partir dos CCOs recuperados.

Determinar as concentragdes plasmaticas: Progesterona (P4); Estradiol (E2);

Hormonio do crescimento (GH); Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1

(IGF-1).
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2. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producao in vitro (P1V) de embrioes

CCOs imaturos sdo obtidos por aspiracao folicular guiada por ultrassonografia
transvaginal ou por aspira¢do utilizando seringa e agulha em ovarios de animais abatidos,
estas estruturas sdo maturadas, fecundadas e cultivadas em laboratério podendo ser
transferidas para vacas denominadas de receptoras (PONTES et al., 2008; VIANA et al.,
2010).

Contudo, a PIV ainda é uma biotecnologia considerada de baixa eficiéncia, pois
os sistemas sdo sub-6timos (RIZOS et al., 2002), embrides in vitro resultam em menor
taxa de prenhez (33,52%) do que embrides in vivo (41,52%) derivados das mesmas
doadoras (PONTES et al., 2009). Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para que se
alcance resultados satisfatorios.

Embrides produzidos in vitro possuem estruturas diferentes dos produzidos in
vivo, apresentam mais lipideos, menos microvilosidades e debris celulares (RIZOS, 2002;
FAIR et al., 2002). Estes fatores influenciam nas taxas de gestacdo ap0s transferéncia de
embrides e menor tolerancia a criopreservacdao (PONTES et al., 2009).

Virios estudos utilizando distintos tratamentos hormonais em fémeas doadoras
tém sido desenvolvidos visando fundamentalmente o aumento da efici€éncia da produgao

in vitro de embrides (HANSEL et al., 1996; GOODHAND et al., 1999).

3.1.1 Puncao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia ou “Ovum Pick-

Up” (OPU)

A coleta de odcitos para a produgdo in vitro de embrides pode ser feita por
diversas técnicas, sendo post-mortem ou in vivo por meio da laparotomia, laparoscopia e
pela técnica da aspiracgdo folicular transvaginal guiada por ultrassom — OPU (VARAGO
et al., 2008).

A técnica de aspiracdo folicular transvaginal tem apresentado uma maior
flexibilidade e tem sido a melhor op¢ao para a recuperagdo de odcitos in vivo na espécie
bovina (Bols et al., 2004; Gongalves et al., 2007; Andrade et al., 2012), uma vez que
pode-se obter odcitos de fémeas a partir dos 6 meses de idade vacas prenhes até o terceiro

més de gestacao entre 2 a 3 semanas apds o parto (GALLI et al., 1996).



17

Com o auxilio de um aparelho de ultrassom e um transdutor linear acoplado a
um guia, a aspiracdo ocorre mediante introducdo de uma agulha no interior dos foliculos
ovarianos (AVELINO, 2002) pela manipulacdo transretal.

Um sistema de bomba a vacuo permite a recuperacdo dos odcitos e do liquido
folicular para um tubo coletor (GALLI, 1996) que serd transportado até o laboratdrio.

Devido a dindmica folicular em novilhas e vacas zebuinas e europeias serem
caracterizadas pela presenca de duas ou trés ondas desenvolvimento folicular
(CASTILHO et al., 2000), é possivel realizar a recuperagao de odcitos durante todo o
ciclo estral (KRUIP et al.,, 1994). Ainda é possivel dobrar os resultados mediante a
estimulagdo hormonal (GOODHAND et al., 1999).

A aspiracdo folicular, em geral, ndo promove danos ao sistema reprodutor
feminino, embora em alguns casos ja tenha sido relatada em algumas vacas doadoras que
estavam sendo submetidas a sessdes de aspiracdo quinzenais (THOMPSON, 2000). A
periodicidade pode variar desde a realizacdo de sessdes de aspiracdo de forma esporadica
em intervalos de duas semanas, durante varias semanas ou meses (NAGAI, 2001).

Ap0s a recuperacdo dos CCOs, realiza-se a sele¢do, com o auxilio de uma lupa
estereomicroscopica, levando em consideragdo o numero de camadas de células do
cumulus e o aspecto do citoplasma do odcito (LEIBFRIED e FIRST, 1979). Os trés
processos bioldgicos subsequentes que ocorreriam in vivo sdo realizados no laboratério e
compreendem as etapas de maturacdo, fecundacdo e cultivo embrionario in vitro

(VARAGO et al., 2008).

3.1.2 Maturacao in vitro

A partir do rastreamento e classificacio morfoldgica, os CCOs ainda nado se
encontram competentes a serem fecundados, sendo necessdrio mudancas citoplasmatica
e nuclear (GALLI et al., 2003) em condi¢des in vitro, 0 que consiste na maturacdao
oocitdria.

No entanto, a maturagdo oocitdria comeca logo apds o pico pré-ovulatério de
LH, no caso da aspiracdo folicular, este processo inicia-se com a remog¢ao dos CCOs no
interior do foliculo ovariano (HOSHI, 2003). Para que ocorra a maturacao nuclear, sao
necessdrias 18-22 horas para que a estrutura passe do estddio de dipléteno da préfase I da

primeira divisdo meidtica para o estddio de metédfase II. Modificagcdes no citoplasma
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consistem na reorganizac¢ao de organelas citoplasmaticas, migra¢ao dos granulos corticais
e alteracoes de sintese proteica (THOMPSON et al., 2000).

Outro evento que ocorre na maturagdo € a expansao das células do cumulus que
circundam os odcitos. Essas sdo células da granulosa especializadas, que estdo
metabolicamente associadas entre si e com o odcito. Projecdes celulares das células do
cumulus atravessam a zona pelicida e formam pequenas juncdes com o odcito (gap).
Essas juncdes sdo a unica entrada de substancias ou estimulos no plasma.

Essas competéncias se referem a capacidade do odcito de completar a divisao
meiotica, descondensar a cabeca do espermatozoide, formar os pré-nicleos e suportar o
desenvolvimento embriondrio subsequente (WARSSAMAN & ALBERTINI, 1994).

Para que todos os eventos de maturacdo ocorram in vitro, € necessario que os
meios utilizados durante este periodo mimetizem as condi¢des encontradas durante o
processo de maturacdo in vivo (SANGILD, 2000). Existem varios métodos diferentes que
podem ser utilizados e que ja foram testados durante a maturacio in vitro (MIV) em
bovinos, sendo que a grande maioria dos laboratérios tem optado pela suplementacdo do
meio de maturacdo com soro fetal bovino (SFB) e gonadotrofinas em condicdes
controladas de atmosfera gasosa e temperatura (RODRIGUES et al., 2000).

A eficiéncia da maturagdo in vitro pode ser influenciada por vérios fatores, como
temperatura, atmosfera gasosa, uso de soros, osmolaridade. Apds o periodo de MIV, os
CCOs completam sua maturacdo com a extrusdo do primeiro corpusculo polar e

subsequente fecundacdo (AVELINO et al., 2002).

3.1.3 Fertilizacao in vitro

Na fertilizacdo in vitro sdo utilizados sémen criopreservado que sofre um
processo de descongelacdo e, posteriormente, € submetido ao gradiente Percoll. Esse
processo tem como objetivo a separacao dos espermatozoides vivos pds-descongelacao.
Embora outros sistemas possam ser usados, como o swim-up (GALLI, 1996).

A partir destes resultados, se determina a concentracao de espermatozoides ideal
para cada grupo de estruturas em meio sintético. Em geral, a concentrag¢do usada para a
fertilizacdo in vitro é de 2 x 106 sptz/mL, calculada de acordo com a motilidade e
concentracao da fracdo viva de espermatozoides obtida apds a centrifugacao em gradiente

Percoll (YOUNG, 1998). O periodo de incubacdo dos CCOs com os espermatozoides

varia entre 20 a 22 horas.
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3.1.4 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro consiste na etapa de desenvolvimento do odcito fertilizado até
o estadio de blastocisto (SANGILD et al., 2000).

E neste periodo de desenvolvimento que ocorrem eventos como ativagio do
genoma embriondrio, processo de divisdo celular, compactacdo dos blastdmeros no
estddio de moérula, inicio da diferenciagdo embriondria com a formagdo da blastocele
(HOSHI, 2003).

As condicdes de cultivo in vitro influenciam nos indices da produciao de
embrides, razao pela qual inimeras pesquisas tem sido realizadas visando avaliar o efeito
que diferentes fatores, intrinsecos e extrinsecos, possam exercer sobre o metabolismo e
capacidade de desenvolvimento destes embrides, como por exemplo a composicdo dos
meios de cultivo e condi¢des de temperatura e atmosfera gasosa, a adi¢do de aminodcidos,
vitaminas, macromoléculas e fatores de crescimento, assim como o uso de soros (NAGAI,
2001).

O desenvolvimento embriondrio in vitro é avaliado no D7 (Dia 7) de cultivo
analisando a compactacdo dos blastomeros e inicio da formacao da blastocele, sendo feita
a selecdo e avaliacdo final dos embrides para a transferéncia a fresco ou para

criopreservacao.

3.2 Hormonio do Crescimento (GH) ou Somatotropina (ST)

O GH ou Somatotropina (ST) age estimulando as células somaticas, algo
necessario principalmente durante a fase de crescimento (ENRIGHT et al., 1993).

O hormonio € liberado pela adenohip6fise mediante uma série de estimulos
fisiolégicos que envolvem, entre outros fatores, agdes do fator liberadores, flutuagdes nas
concentracdes sanguineas de glucagon, insulina, fatores de crescimento semelhantes a
insulina 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2, respectivamente), hormonios estrogénicos (ENRIGHT et
al., 1993), além de processos metabdlicos e fisioldgicos (LUCY, 2000).

O GH pode influenciar na formacdo de proteinas e dcidos nucléicos
dos tecidos corporais (LAWRENCE & FOWLER, 2002). Esse estimulo a sintese

proteica é, provavelmente, resultante de um aumento na atividade dos ribossomos

envolvidos no processo de traduc@o. Outra forma de atuar do GH € de forma direta ou
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indireta, através do IGF-1, que estimula os processos anabdlicos como a divisao celular
e o crescimento do esqueleto.

No crescimento pés-natal, o GH ndo possui uma glandula-alvo, mas o érgdo com
maior concentragdo de receptores para o GH € o figado (LUCY et al., 1998). A ST quando
se liga ao seu receptor no figado estimula uma série de mudancgas metabdlicas que
influenciam no crescimento e metabolismo dos bovinos (ETHERTON ¢ BAUMAN,
1998). Estas mudancas aumentam a sintese e secrec¢ao do fator decrescimento semelhante
a insulina do tipo 1 (IGF-1), assim como a proteina carreadora do IGF-1 (JONES e
CLEMMONS, 1995).

Por sua vez, o IGF-1 estimula o crescimento e o desenvolvimento de varios tipos
Celulares. O efeito da ST no crescimento e na reproducdo € pela liberacdo de IGF-1
dofigado (JONES & CLEMMONS, 1995). Uma vez liberado pelo figado, o IGF-1, via
circulacao sanguinea, atua no receptor para o IGF-1 (IGF-1r) no tecido reprodutivo, como
os foliculos ovarianos, odcitos, células da granulosa, corpo liteo, ovidutos, endométrio,
miométrio, placenta, hipotdlamo e hipéfise (ARMSTRONG &WEBB, 1998; HEAP et al.
1996; SPICER et al., 1995).

3.3 Somatotropina Recombinante Bovina (rbST)

Os efeitos desejaveis da somatotropina podem ser obtidos através da
administracao exdgena de um andlogo sintético denominado somatotropina recombinante
bovina (rbST) que, quando biologicamente ativo, exerce funcdes similares (WALLIS,
1975; WOOD et al., 1989)

A somatotropina recombinante bovina (rbST) ou hormonio do crescimento
biossimilar foi um dos primeiros hormonios produzidos em escala comercial como
proteina recombinante (BAUMAN, 1999).

A meia-vida plasmatica do rbST é menor do que o GH end6geno (8 vs. 40 min.),
devido a diferengcas quanto a modificagdes pOs-traducionais (BYATT et al., 1992).
Porém, as preparacdes farmacoldgicas de rbST utilizadas comercialmente para o
incremento da producdo de leite sdo manufaturadas para a liberagcdo lenta do hormonio.

A 1bST causa crescimento de todos os tecidos corporais que apresentam essa
capacidade, através da promocao tanto no aumento do tamanho celular como no aumento
do nimero de mitoses que favorece o surgimento de um nimero maior de células (Lucci

et al., 1998).
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Sobre o sistema reprodutor, o hormoénio atua sobre os receptores do tutero e
ovério induzindo a produc¢do de IGF-1 (LUCY, 2000) e persiste circulando por até trés
semanas apos a aplicagdo (CUSHMANN et al., 2001).

A maior quantidade de receptores para o rbST € encontrada no figado, onde é
responsavel pela producdo de um fator de crescimento semelhante a insulina, o IGF-1, e
proteinas transportadoras de IGF (IGFPB) (GONG et al., 1997). Entretanto a maioria dos
outros tecidos também responde ao rbST.

A somatotropina recombinante bovina (rbST) possui influéncia nos mecanismos
relacionados ao crescimento e maturagdo folicular em vacas (LUCY et al., 1993;
PAVLOK et al., 1995).

SHIMIZU et al. (2008) apontam que o aumento da expressao de receptores para
a somatotropina em células da granulosa pode propiciar a entrada do foliculo antral no
estadio pré-ovulatdrio durante o final do desenvolvimento folicular, portanto, auxiliando
no processo de maturagdo de foliculos pré-ovulatérios.

Quando administrada em fémeas bovinas, a rbST aumenta a populacido de
foliculos ovarianos (GONG et al., 1991; 1993; KIRBY et al., 1997), aumentou a taxa de
clivagem e a produgdo de blastocistos e, quando associado ao FSH, melhorou a qualidade
dos odcitos obtidos de vacas da raca Gir (RAMOS et al., 2007) e tem sido demonstrado
um efeito positivo em odcitos e embrides bovinos quando adicionada aos meios de
maturagdo, fecundagdo e cultivo in vitro de embrides, aumentando a propor¢do de
embrides vidveis produzidos in vitro.

A adi¢dao de rbST (IZADYAR et al., 1998) ou de IGF-1 (MARKKULA e
MAKAREVICH, 2001) ao meio da maturacgdo in vitro atuou positivamente na matura¢ao
nuclear e na capacidade de desenvolvimento embriondrio.

Entretanto, Bols et al. (1998) e Iga et al. (1998) relataram que, embora o
recrutamento de foliculos tenha aumentado antes da aspiracdo em animais tratados com
rbST, o nimero e a qualidade dos ovdcitos, assim como o nimero de blastocistos
cultivados in vitro nao foi afetado. PAVLOK et al. (1996), isso se deve ao fato da rbST
melhorar a qualidade dos odcitos de animais tratados previamente.

Esses achados podem se tornar uteis, no melhor aproveitamento dos gametas
femininos, e favordaveis na aplicabilidade das biotécnicas de superovulagdo, aspiracao

folicular guiada por ultrassom e transferéncia de embrides.
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3.4 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-1)

A ST promove ainda a liberacdo do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo I (IGF-1) ou somatomedina C, numa acdo obtida pela sua interacdo com receptores
predominantemente encontrados no figado (LUCY, 2000). A partir do estimulo, a
producdo do IGF-1 € continua, portanto, ndo sendo armazenado e sua secrecao pode agir
de forma paricrina ou autécrina quando sintetizados por tecidos-alvo como utero e ovario
(MAGALHAES et al., 2012).

O IGF-1 tem papel no desenvolvimento folicular nos estdgios iniciais da
foliculogénese, controlando o processo de maturacdo oocitdria (FORTUNE, 2003). O
IGF-1 de origem periférica estd envolvido na modulacdo nutricional do eixo
neuroenddcrino reprodutivo e sabe-se que os niveis circulantes deste fator de crescimento
estdo elevados na puberdade, em ruminantes (BURTON et al., 1994), além de serem
necessdrios a producao animal.

Estudos comprovam que a adi¢do de IGF-1 em associagdo ao FSH durante o
cultivo in vitro promoveu o crescimento folicular de foliculos pré-antrais de bovinos,
camundongos, ratos € humanos (GUTIERREZ et al., 2000; LIU et al., 1998; ZHAO et
al., 2001; LOUHIO et al., 2000), estimulou a proliferacao e atividade esteroidogénica das
células da granulosa de camundongos (LIU et al., 1998) e precaveu a apoptose de
foliculos pré-antrais de suinos.

Considerando o estimulo a fun¢do esteroidogénica, o IGF-1 em ponderaveis
concentracdes plasmaticas promove incremento no desenvolvimento inicial do corpo
liteo e antecipa a segunda onda folicular, demonstrando sua participa¢do na dinamica
folicular de bovinos da raca holandesa (LUCY et al., 1994).

Viarios grupos relataram que tanto o rbST quanto o FSH e os estrogenos
estimulam a expressdo de IGF-1 nas células da granulosa. De fato, a administracdo de
rbST em animais duplicou os niveis de IGF-1 sanguineo (BAUMAN, 1999).

Na pratica, € dificil distinguir os efeitos diretos do rbST e de outros hormonios
metabdlicos na funcdo reprodutiva, mas a administracdo do rbST aumentou as
concentragdes circulantes do fator decrescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1)
e insulina, estimulando a proliferacdo, diferenciacdo e desenvolvimento celular, e

regulando a esteroidogénese e a apoptose nas células da granulosa (BAUMAN, 1999).
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3.5 Estradiol (E2)

O hormonio esteroide estradiol também pode ser responsivo a atividade do IGF-
1. Estudos em camundongos comprovam que a utilizacdo de 1 mg/mL de ST promoveu
a producio de estradiol, secrecdo de inibina e proliferacao das células da granulosa e da
teca (KOBAYASHI et al., 2000). Durante a fase antral os foliculos necessitam de melhor
atuacdo das gonadotropinas hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante
(LH), que aumentam a ac¢do esteroidogénica das células da granulosa e da teca
promovendo sintese e acimulo de estradiol. Além disso, peptideos produzidos localmente
atuam, através de mecanismos pardcrinos e enddcrinos, na regulacdo das exigéncias
foliculares (FORTUNE, 1994, MAGALHAES et al., 2012).

O FSH atua estimulando o recrutamento de foliculos e na emergéncia de uma
onda folicular onde, em espécies monovulatorias, apenas um foliculo € selecionado e tem
capacidade de ovular, enquanto os demais entram em processo atrésico (FORTUNE,
1994). A supressao dos foliculos que entraram em atresia se da pela secrecao de estradiol
e inibina pelo foliculo dominante (FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 2003).

Para Magalhaes et al. (2012) hé indicios que o IGF-1 tenha alguma funcao na
selecdo do foliculo dominante, enquanto que Fortune (2004) sugere que este atue de
forma conjunta com o FSH na promoc¢do nao s6 do crescimento folicular, mas também

na capacidade de sintese do estradiol.
3.6 Progesterona (P4)

Acredita-se que a ST atue diretamente em seus receptores nas células luteas
aumentando o peso do corpo luteo e, por assim, a pulsatilidade de progesterona (LUCY
et al., 1993; LUCY et al, 1994; LUCY et al., 1995; SCHEMM et al., 1990; GALLO &
BLOCK, 1991). Sauerwein et al. (1992) demonstraram, in vitro, que a incubac¢ao do corpo
liteo com IGF-1 aumentou a liberacdo de progesterona. Isso valida a importancia da
atuacdo deste fator no controle da secre¢do de progesterona.

A administracdo de rbST, de forma direta ou indireta, pode acelerar o
crescimento do CL e a secre¢do de P4 (Lucy et al., 1995), estimular a atividade secretdria
das glandulas endometriais e aumentar o desenvolvimento e a sobrevivéncia embriondria

(Moreira et al., 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local
O experimento foi conduzido no Laboratério de Reprodug¢dao Animal (LABRA)
da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA) com as colheitas dos CCOs por

aspiragdo transvaginal dos foliculos ovarianos de animais da raga Girolanda oriundas do

nudcleo de ruminantes do CCA/UEMA.

4.2 Grupos Experimentais

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica e Experimentacio
Animal — CEEA/UEMA, conforme protocolo n° 13/16. Os animais foram previamente
examinados por palpacdo retal, no intuito de eliminar fémeas com problemas clinico-
ginecoldgicos.

Os animais (n=12) foram divididos em trés grupos experimentais: controle Omg
(n =4),250mg (n =4) e 500mg (n = 4) de tbST, as aplicagdes ocorreram em intervalos
de 12 dias. Sendo realizadas cinco secdes de Ovum Pick-Up (OPU) em intervalos de 7

dias nos grupos experimentais (FIGURA 1).

10 20 30 40 50
OPU OPU OPU OPU OPU
\ 19 e \ 19 i \ 12 dias \ 12 dias \ 12 dias \ 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias

rbST rbST rbST rbST rbST rbST

Figura 1. Protocolo de aplicacao do rbST e as se¢cdes de OPU’s dos grupos experimentais.

4.3 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

4.3.1 Puncio folicular transvaginal guiada por ultrassonografia ou “Ovum

Pick-Up” (OPU)

As doadoras foram contidas em tronco de contengdo, submetidas a anestesia
epidural com 5,0 mL de cloridrato de lidocaina a 2%, com antissepsia da regido perineal
com 4gua, sabao neutro e dlcool a 70%.

A OPU foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Pieterse et al.

(1988) e adaptada por Seneda et al. (2003), com o uso da ultrassonografia (CHISSON
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D600 VET, US Products Eletromedicina, Brasil), com transdutor convexo de 5,0 MHz
acoplado a uma guia de aspiracao transvaginal (WTA Ltda., Brasil).

As aspiragdes foram realizadas com agulhas descartaveis 20 G (WTA Ltda.,
Brasil), acoplada a uma tubulagdo de silicone com 2 mm de didametro e 80 cm de

comprimento (WTA Ltda., Brasil), conectada a um tubo conico de 50 mL contendo 10

mL de meio LAV (1 mL de PBS, 12,5 Ul de heparina e 1% de soro fetal bovino).

A pressdo da bomba a vacuo (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada BV-003)
foi mantida entre 35 e 50 mmHg (fluxo de 15 mL de meio/min.). A guia de aspiragdo foi
introduzida na vagina, posicionada no fundo de saco vaginal, junto a férnix cervical e,
com o auxilio da manipulacdo transretal, os ovarios foram posicionados na linha de
puncdo indicada na tela do aparelho de ultrassonografia onde os foliculos acima de 2 mm

foram puncionados e aspirados.

4.3.2 Lavagem, Selecao e Transporte

O material aspirado nos tubos Falcom de 50 mL foi transferido para um filtro de
coleta de embrides (Nutricell®) e lavado com PBS a 37°C. O contetdo folicular aspirado
foi depositado em placas de Petri de 100 x 20 mm para a pesquisa sob lupa
estereomicroscopica.

Os complexos cumulus-oécito (CCOs) foram transferidos para placas de 30 x 15
mm contendo TCM 199 (com sais de Hanks) e classificados de acordo com a qualidade
morfologica em Graus I, II, IIl e IV, conforme LEIBFRIED e FIRST (1979). Somente os
CCOs GI, GII e GIII foram considerados viaveis.

4.3.3 Maturacao in vitro (MIV)

Os CCOs foram lavados quatro vezes em gotas contendo meio de MIV
(Nutricell®) em placas de Petri de 100 x 20 mm, sendo em seguida transferidos para
microgotas contendo 100 pL de meio de MIV em cada placa de Petri de 60 x 15 mm,
enumeradas e contendo dez gotas de MIV recobertas por 6leo mineral (SIGMA-
ALDRICH, EUA) a temperatura de 38,8°C, em atmosfera gasosa de 5% de COs,.

Grupos de até 15 CCOs foram colocados em cada microgota, sendo
individualizadas por animal. O periodo de MIV ocorreu em 24 horas contados a partir do

momento da coloca¢do dos CCOs em meio MIV.
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4.3.4 Fecundacao in vitro (FIV)

Os CCOs maturados foram lavados trés vezes em 1000 pL de meio de
fecundacio (FEC-Nutricell®) suplementado com 20 pL de heparina e 40 uL de solugdo
PHE (Nutricell®). O sémen era proveniente de uma tnica partida comercial de touro da
raca Gir Leiteiro PO e foi descongelado em dgua a 37°C por 30 segundos, sendo em
seguida depositado em um tubo criogénico de 1 mL, sobre um gradiente de Percoll de 90
e 45% (Nutricell®) e submetido a uma for¢a de centrifugacio de 968 g durante 10
minutos.

Ap6s a centrifugacdo, os espermatozoides (sptz) no fundo do tubo criogénico
foram retirados e colocados em 1 mL de meio de capacitacio (CAP; Nutricell®), sendo
submetidos novamente a centrifugacdo a 968 g por 5 minutos.

Apos a segunda centrifugacdo, o excesso de meio CAP foi retirado sendo
adicionada do mesmo volume de meio FIV (Nutricell®) suplementado com 20 pL de
heparina e 40 puL de solu¢do PHE. Em seguida, retirou-se 5 pL da suspensao e depositou
em 95 pL de dgua para a determinagdo da concentracao espermatica, pela contagem das
células espermaticas em camara de Neubauer.

A concentracdo espermdtica final foi ajustada para 25 x 10° sptz vivos/mL.
Posteriormente, os CCOs e os sptz foram coincubados em temperatura de 38,8°C por 22

horas em 5% de CO; em ar com umidade saturada.

4.3.5 Cultivo in vitro (CIV)

Os CCOs maturados Ap6s a FIV, os presumiveis zigotos passaram por trés vezes
lavagens em gotas de meio SOF (Nutricell®) e depositados em gotas de 100 pL, recobertas
por 6leo mineral. O desenvolvimento dos blastocistos deu-se pela avaliagdo aos sete dias

(D7) ap6s o inicio da fecundagao (DO).

4.4 Dosagens Hormonais

As fémeas foram divididas em trés grupos: controle (n=2), 250 mg rbST (n=3) e
500 mg rbST (n=3). As amostras de sangue (plasma) foram coletadas de cada fémea
doadora 60 dias antes da primeira aspiragdo, em intervalos de 12 dias, com as coletas
realizadas nos mesmos dias das aplicagdes de rbST e das aspiracdes foliculares (intervalos
de 7 dias), diretamente da veia ou artéria coccigea, em tubos a viacuo heparinizados do
tipo Vacutainer® (BD, EUA), e centrifugados (Centrifuga Fanen Exelsa Baby I, Modelo
206, Fanem, Brasil) a 3500 RPM por 15 min.
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O plasma foi aliquotado em duplicatas em microtubos de 2,0 mL (Axigen
Scientific MCT — 200B, EUA), e armazenados em freezer a -80°C com posterior
determinac¢do das concentragdes plasmdticas hormonais pelo teste ELISA, desenvolvido

de acordo com as especificacdes do fabricante.

4.5 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O estudo ocorreu inteiramente ao acaso com trés tratamentos (controle, 250mg e
500mg) em 12 repeti¢des (nimero de animais), tratadas previamente com a rbST, sendo
cinco aplicacdes ao longo de 60 dias, e 5 sessdes de OPU-PIV como fatores principais.
Na avaliacdo das concentragdes hormonais, o delineamento foi dado inteiramente ao
acaso em trés tratamentos (controle, 250 mg e 500 mg x animais) e 8 repeti¢cdes (nimero
de animais), seis aplicacdes de rbST prévias e cinco sessdes de OPU-PIV.

Os dados para as varidveis taxa de clivagem; taxa de blastocisto; total e propor¢ao
de embrides vidveis, propor¢do dos estadios de desenvolvimento e qualidade
embrionaria) foram submetidas ao teste de normalidade; os dados normais e os
normalizados mediante transformacdes matemdticas (logaritmica, arco seno) foram
submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) ou ao teste ndo - paramétrico de Wilcoxon
para comparagdo de médias, na probabilidade de 5%.

As concentracdes plasmdticas de progesterona (P4), estradiol (E2), hormo6nio do
crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) foram
submetidas ao Teste de normalidade Cramer-von Mises e para compara¢do de média foi
Student-Newman-Keuls (SNK) 5% de probabilidade.

Dados qualitativos foram comparados pelo teste do Qui-quadrado, para p<0,05.
As andlises foram executadas utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS

Institute Inc, 2015).



28

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas cinco sessdes de aspirag¢do folicular (OPU) intervalos de 7 dias,
em um total de 60 aspiragdes das 12 fémeas doadoras dos trés grupos experimentais:
Controle (n=4), 250 mg (n=4) e 500 mg (n=4).

Das cincos sessdes de OPU, obteve-se média e desvio padrao total dos CCOs (9,85
+6,83; 7,75 £ 3,09 e 8,50 £ 6,34) e CCOs vidveis (8,10 £ 5,26; 5,60 + 2,66 e 5,27 + 5,96)
de acordo com os tratamentos: controle, 250 mg rbST e 500 mg rbST, respectivamente.

As taxas de clivagem dos grupos em estudo sdo representadas na tabela 1. Os grupos
controle, 250 mg e 500 mg obtiveram, respectivamente, 51,85%, 51,78% e 56,86% na taxa

de clivagem in vitro no D3. Nao houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 1. Taxa de clivagem de CCOs de fémeas bovinas da raca Girolando utilizados para

a PIV de embrides, submetidas ou nao ao tratamento com rbST em intervalo de doze dias.

Desenvolvimento TRATAMENTOS
Embrionério Controle 250 mg 500 mg
Taxa de Clivados n %7t Clivados n %7+t Clivados n %t

Clivagem 8 162 5185 58 112 51,78 54 95 56,86°

®Nuimeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para p<0.05.
"Taxa de clivagem no D3 baseada no nimero total de estruturas colocadas em CIV.

Ramos et al. (2007) obtiveram resultados divergentes ao submeter vacas
zebuinas a protocolos com Omg de rbST e 160 mg de rbST (Boostin®, Coopers) obtendo,
respectivamente, 46,11% e 60,47%, o que ndo corrobora com o presente estudo que
utilizou doses de 250 mg e 500mg de rbST nos grupos e ndo houve diferenca estatistica
na taxa de clivagem. Tripp et al., 2000 e Bols et al., 1998 ndo obtiveram aumento nas
taxas de clivagem e producao de blastocistos apds a utilizacao de rbST in vivo.

Segundo Rieger et al. (1991), as doses hormonais de rbST necessarias para
conseguir estimular os ovarios devem ser maiores que as utilizadas para aumentar a
producdo de leite.

A administra¢do da rbST associada a outras gonadotropinas proporciona taxas
embriondrias in vitro satisfatérias, como Ramos et al., (2007) que obtiveram 50,34% de

clivagem utilizando protocolo com rbST e FSH sendo superior ao grupo controle. No
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entanto, Moraes Junior et al. (2008) observaram que a associa¢do e nao-associacdo de
rbST com FSH nao influenciou nas propor¢des de estruturas durante o desenvolvimento
embriondrio.

A somatotropina recombinante bovina causa crescimento tecidual, através da
promocao tanto no aumento do tamanho celular como no aumento do nimero de mitoses
que favorece o surgimento de um nimero maior de células (Lucci et al., 1998), a
associacdo desta a outros hormodnios poderia aumentar as taxas obtidas no presente
estudo.

As taxas de morulas e blastocistos in vitro estdo representadas na tabela 2. O
grupo 500 mg (47,36%) foi melhor estatisticamente em relacdo aos grupos controle
(33,95%) e 250 mg (30,35%) no desenvolvimento embriondrio no D7. Nao houve
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos controle e 250 mg de rbST submetidos ao

protocolo experimental.

Tabela 2. Taxa de desenvolvimento embriondrio de CCOs de fémeas bovinas da raca
Girolando utilizados para a PIV de embrides, submetidas ou nio ao tratamento com rbST

em intervalos de doze dias.

Desenvolvimento TRATAMENTOS

embriondrio Controle 250 mg 500 mg

Taxa de mérula  CIV n %t Clv n %t C1v n %t

e blastocisto 162 55 3395 112 34 3035 95 45 47,36

®Nudmeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para p<0,05.
"Taxa de desenvolvimento no D7 baseada no niimero total de estruturas colocadas em CIV.

Lucy et al. (1996), atribuem os efeitos diretos e indiretos a este hormonio, pois
a rbST aumenta as concentra¢des IGF-1, podendo melhorar a qualidade embriondria, o

que nao foi observado nesta pesquisa.

Moraes Junior et al. (2001) submeteram fémeas mesticas (Guzerd x Holandés)
ao mesmo tratamento com rbST do presente estudo obtendo 41,3%, 35,2% e 36,0% de
desenvolvimento embriondrio dos grupos controle, 250 mg e 500 mg, respectivamente,
nao corroborando aos dados obtidos ao submeter fémeas mesti¢as ao protocolo com rbST

onde o grupo 500 mg foi superior aos demais tratamentos.
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Coelho (1986), ao obter embrides no D7 de superovulagdo, também nao
observou diferenca (p> 0,05) nas médias de moérulas e blastocistos, nos animais da
subespécie Bos taurus taurus, assim como no nimero de moérulas e mérulas compactas
em Bos taurus indicus, evidenciando variabilidade individual no desenvolvimento e na

qualidade embrionéria.

Em relacdo ao estddio de desenvolvimento embriondrio (gréfico 1), a propor¢ao
de morulas entre os tratamentos (controle, 250 mg e 500 mg) ndo obteve diferenca
estatistica (p<0,05). A taxa de blastocisto inicial ndo apresentou diferenca estatistica entre
os grupos, sendo que o grupo 250 mg ndo apresentou blastocistos iniciais. A propor¢ao
de blastocistos para o grupo 500 mg ndo apesentou diferencga estatistica dos tratamentos
controle e 250 mg, porém os grupos controle e 250 mg foram estatisticamente diferentes

entre si.

Figura 2. Taxa de desenvolvimento embriondrio (%), com base no estddio de
desenvolvimento, para embrides produzidos in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo

por OPU de fémeas bovinas.
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®Colunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente, p<0.05.

Muitos autores tém relatado que o uso de rbST aumenta o nimero de embrides
viaveis (GONG et al., 1993; KUEHNER et al., 1993). NEVES et al. (2005) obtiveram
nos grupos controle, 250 mg e 500 mg, respectivamente, 39,37%, 63,11% e 54,03%, o
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que difere do presente estudo onde as aplicagdes de rbST nao influenciou na propor¢ao
de embrides vidveis.

Borges et al. (2001) obtiveram taxas de moérulas de 34,5% e 54,6% nos grupos
controle e 500 mg de rbST, respectivamente, corroborando ao presente estudo onde a
somatotropina recombinante bovina ndo influenciou na resposta superovulatoria.

Bezerra (2009) obteve um maior nimero de blastocisto inicial no grupo que
recebeu 500 mg de rbST em relacdo aos demais grupos, o que ndo corrobora no presente
estudo onde o efeito da rbST ndo influenciou na taxa de blastocistos iniciais. Resultado
similar foi obtido por Borges et al. (2001), onde a rbST nio influenciou na propor¢do de
blastocistos inicias nos grupos controle e 500 mg, 33,8% e 54,6%, respectivamente.

Ramos et al. (2007) obtiveram dos grupos controle e rbST (160mg) taxa de
blastocistos de 7,78% e 19,38%, respectivamente, onde foi evidenciada a superioridade
do grupo submetido ao protocolo hormonal, ndo corroborando com os resultados obtidos
no presente estudo, onde a dose de 500mg nao proporcionou taxas superiores aos demais
grupos.

De acordo Ramos et al. (2007), este aumento pode estar relacionado a influéncia
direta ou indireta no microambiente folicular e ou no proprio odcito.

Um fator que pode ter contribuido para a ndo influéncia da rbST sobre as
estruturas colhidas e embrides vidveis, foi a dose utilizada, pois, segundo RIEGER et al.
(1991), em vacas da raca holandesa, para estimulo dos ovarios sdo necessdrias doses
maiores que 500 mg de rbST. De modo geral, fémeas zebuinas necessitam de menor dose
hormonal para estimulagdo ovariana quando comparada com fémeas de racas europeias.
Na presente pesquisa a raga foi Girolandas e a dose utilizada 250mg e 500mg.

Hasler et al. (2003) indicam que o efeito da administracdo de rbST sobre a
superovulagcdo pode nao ocorrer quando as fémeas foram superovuladas repetidamente, o
que pode explicar as baixas propor¢des nos grupos, pois as novilhas experimentais foram
submetidas a protocolo hormonal anteriormente.

Nao foi obtido taxas de blastocistos expandidos nos grupos controle e
submetidos as aplicacOes de rbST. Borges et al. (2001) submeteram fémeas mestigas
(Holandés x Zebu) em dois grupos: controle e 500mg de rbST, onde ndo houve influéncia
do hormonio obtendo 2,2% e 6,0%, respectivamente, de blastocistos expandidos.

Estes dados evidenciam que existe ampla variabilidade particular no
desenvolvimento e na qualidade embriondria, assim como variagdes entre as doadoras

(idade, racga, nutri¢ao).
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Em relagdo a qualidade morfolégica do embrido (grafico 2), a propor¢ao de
embrides grau 1 no grupo controle foi estatisticamente superior aos grupos tratados com
rbST, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos 250 mg e 500 mg. A proporcao
de embrides grau 2 ndo diferiu entre os grupos em estudo. Para embrides grau 3, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos controle e 500 mg, porém o grupo 250 mg

diferiu aos demais tratamentos.

Figura 3. Taxa de desenvolvimento embriondrio (%), com base na qualidade
morfoldgica, para embrides produzidos in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo por

OPU de fémeas bovinas.
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#Colunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente, p<0.05.

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 e 500mg de rbST, no sexto dia do ciclo estral. Os autores constataram que tanto a
administracio de 250 como de 500mg de rbST aumentaram a qualidade embrionaria.

Moraes Junior (2008) submeteu fémeas da raca Nelore ao tratamento de FSH
associado ou nao com 250 mg de rbST, nao obtendo resultado divergente entre os grupos,
0 que corrobora ao presente estudo onde o grupo 250 mg ndo sofreu influéncia da rbST.

Maffili et al. (2001) descreveram que o uso da rbST, em associagdo com a
superovulagdo ndo aumentou a quantidade de embrides produzidos, mas melhorou o

desenvolvimento e a qualidade dos embrides. Além da categoria animal, raca e dose,
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outros fatores podem ter interferido nos resultados como a idade, a época do ano e o
nimero de superovulacdes (CUSHMAN et al., 2001).

Nao foi possivel utilizar os dados obtidos da absorbancia, e consequentemente
as concentracdes plasmdticas dadas em ng/mL, do horménio do crescimento (GH) devido
a dificuldade na leitura da placa do kit ELISA culminada por falha do espectrofotometro.

As concentragdes médias de progesterona durante o periodo de aplicacdo de
rbST e OPUs em fémeas bovinas estdo representadas na Figura 4 e demonstraram
variacdo (p<0,05) entre os dias de coleta das amostras. Estas foram inferiores a 8 ng/mL
para todos os animais dos trés grupos monitorados durante o periodo das aplicagdes do
horménio, com posterior emergéncia para valores superiores a 10 ng/mL durante o

periodo das OPUs.
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Figura 4. Média das concentracdes plasmaticas de progesterona de fémeas bovinas nao
tratadas ( ¢ ) e tratadas com 250mg ( m ) ou 500mg ( A ) com somatotropina
recombinante bovina nos dias de sua aplicagado e aspiracdo Ovum pick-up.

Neste estudo, ndo foi observada diferenca estatistica nas concentragdes
plasmaticas de progesterona entre os grupos tratados com diferentes doses de rbST e o
grupo nao tratado. Estes dados corroboram com os resultados obtidos por Da Silva Haas
et al. (2007) que, com a aplicacdo unica de 250 mg de rbST em novilhas mesticas
receptoras de embrido durante o estro, ndo observaram efeito na concentragdo sérica de
progesterona entre o sexto e o oitavo dia.

Entretanto, Borges et al. (2001) obtiveram médias das concentra¢des plasmaticas
de P4 para o grupo tratado com dose de 500 mg de somatotropina recombinante bovina

inferiores ao do grupo ndo tratado, utilizando novilhas mesticas holandés-zebu. Segundo



34

Foxcroft et al. (2000), o clearance hormonal da progesterona pode ocorrer devido ao
aumento no metabolismo e no fluxo sanguineo hepdtico causado pela rbST.

Gallo & Block (1991), no entanto, reportaram aumento nas concentragdes sérica
de P4 com a utilizacdo de doses de 320 mg e 600 mg de rbST por 28 dias em vacas
Holandesas em lactacdo, em concordancia ainda com Schemm et al. (1990) que,
utilizando vacas da mesma racga e durante a lactacdo, obtiveram concentracdes séricas de
progesterona superiores em relagdo ao grupo ndo tratado, fazendo uso da somatotropina
recombinante bovina em 25 mg com doses didrias durante 200 dias.

Esses dados podem sugerir que o possivel aumento na concentragdo sérica de P4
de pode estar relacionado com a frequéncia de administracdo exégena do hormonio.

A capacidade de incremento nas taxas de estradiol plasmatico da somatotropina
recombinante bovina ainda € controversa. Alguns estudos utilizando tratamentos com
diferentes doses de administracdo de tbST comprovam tanto seu efeito sobre o aumento
(DE LA SOTA et al., 1993; LUCY et al., 1993), a diminuicdo (LUCY et al., 1994; LUCY
et al., 1995) e inexistente (GONG et al., 1991, 1993; JIMENEZ-KRASSEL et al., 1999;
KIRBY et al., 1997) nos niveis de estradiol plasmatico e no liquido folicular.

Nesta pesquisa, entre os grupos experimentais tratados e ndo tratados com
somatotropina recombinante bovina e entre os dias das aplicacdes e OPUs nado foi
observada diferenca estatistica nas concentragdes plasmaticas médias de estradiol (Figura
5), ou seja, a somatotropina recombinante bovina ndo surtiu efeito positivo ou negativo
sobre o estradiol plasmaético.

As concentracdes plasmdticas médias de estradiol dos animais variaram no
grupo controle de 100 a 137 ng/mL; grupo tratado com 250 mg de tbST de 75 a 333,3
ng/mL; e grupo tratado com 500 mg de rbST de 75 a 333,3 ng/mL durante todo o periodo
experimental.

Em um estudo realizado utilizando ovérios de abatedouro com isolamento e
cultivo in vitro das células da granulosa de bovinos com meio adicionado de rbST nao foi
observado efeito significativo desse hormdnio sobre a produ¢do de estradiol frente ao
grupo nao tratado (JIMENEZ-KRASSEL & IRELAND, 2002).

In vivo, Schemm et al. (1990) também ndo observou efeito positivos da rbST
sobre a flutuacdo sérica de E2. Em contrapartida, Andrade et al. (1996) em experimento
utilizando a rbST em protocolos de indugao e sincronizagdo de cio de bovinos constatou

aumento nos niveis plasmaéticos de E2, hipotetizando sua acdo sobre a foliculogénese.
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Figura 5. Média das concentracdes plasmadticas de estradiol de fémeas bovinas nio
tratadas ( 4 ) e tratadas com 250mg ( m ) ou 500mg ( A ) com somatotropina
recombinante bovina nos dias de sua aplicagdo e aspiracdo Ovum pick-up.

Os niveis circulantes de IGF-1 ndo tiveram interacdo significativa entre os
tratamentos e entre os periodos de aplicacdo/OPUs (P<0,05), exceto durante a dltima
OPU, onde o grupo tratado com 500mg de rbST obteve média de 23,33 ng/mL, estando
abaixo das outras médias encontradas durante o periodo experimental (frequentemente

superiores a 50 ng/mL).
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Figura 6. Média das concentragdes plasmaticas de IGF-1 de fémeas bovinas nao tratadas
(#) e tratadas com 250mg ( m ) ou 500mg ( A ) com somatotropina recombinante bovina
nos dias de sua aplicacdo e aspiracdo Ovum pick-up. *° Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05).
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Neste trabalho, as maiores amplitudes das concentragdes séricas médias de IGF-
1 foram encontradas na proporcao de 225 ng/mL (OPUV), 350 ng/mL (OPUV) e 133,33
(AIV) para os grupos controle, 250mg e 500mg, respectivamente, indicando
homogeneidade entre os grupos na concentragdo sérica dessa varidvel (Figura 3).
Entretanto, estes dados diferem dos encontrados por PAULETTI et al. (2005) que,
trabalhando com vacas holandesas prenhes, administraram 500 mg de rbST 35 dias
antecedendo o parto, em intervalos de 14 dias, e observaram valores médios na segunda
semana de 203,89 ng/mL para o grupo tratado vs 80,00 ng/mL para o grupo controle.

MOREIRA et al. (2002) acompanharam bezerras Simbrasil por 150 dias, ap6s
aplicacdo de 250mg de rbST em intervalos de 14 dias, e observaram aumento nas
flutuagdes séricas de IGF-1, com média de 188,6 ng/mL.

Todavia, os achados deste estudo corroboram com os encontrados em estudo
utilizando vacas com periodo seco de aproximadamente 60 dias, onde o pico de
concentracdo de IGF-I sérico foi de 163 ng/mL aos 34 dias pré-parto e de 40 ng/mL duas
semanas pré-parto (VEGA et al., 1991), sem qualquer tratamento hormonal.

E vilido ressaltar que esse aumento é dependente, também, do plano de nutrigdo,
incluindo porcentagem de energia e proteina na dieta. Animais bem nutridos respondem
ao tratamento com rbST, elevando os niveis séricos de IGF-I, enquanto animais com
alguma restri¢do nutricional exibem pouco ou nenhum aumento nas concentragdes de
IGF-I (BREIER et al., 1988).

Segundo Pinto Andrade et al. (1996), a acdo da somatotropina sobre a funcdo
ovariana estao relacionadas a utilizacao de nutrientes e ao padrdo de aporte conduzidos a
estes tecidos. A diminui¢do no consumo ou baixa qualidade de alimentos pode reduzir a
magnitude dessas respostas (RAUSCH et al., 2002), onde as concentracdes séricas do
IGF mudam em resposta a condi¢ao nutricional (LUCY, 2000).

Isso pode sugerir que a resposta nula da somatotropina recombinante bovina
sobre os niveis circulantes de IGF-1, neste trabalho, pode advir da condicdo de escore
corporal dos animais utilizados nos grupos experimentais, que estavam entre 2 — 2,5,
segundo o escore da condi¢do corporal entre 4 € 5 (1 = muito magra, 5 = muito gorda) de

Ferreira & Torres (1993).
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6. CONCLUSAO

A administragdo de somatotropina recombinante bovina (rbST) em intervalos de
12 dias por 60 dias ndo surtiu na taxa de desenvolvimento embriondrio na producdo in
vitro de fémeas bovinas da raca Girolando.

Sobre a dinamica hormonal de fémeas bovinas nas concentragdes plasmaticas de
progesterona (P4), estradiol (E2) e IGF-1 quando entre os grupos tratados com 250 mg e
500 mg e o grupo ndo tratado, ndo houve também variincia significativa entre os dias de

aplicacdo e OPUs.
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