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RESUMO

HAAS, Giorgia Thais da Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2004. Taxa de gestacdo e concentracao sérica de progester ona em receptor as de
embrido bovino tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST).
Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Conselheiros. Carlos Antonio de Carvalho
Fernandes e Ciro Alexandre Alves Torres

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de gestacéo e concentracéo sérica de
progesterona, em novilhas receptoras de embrido, tratadas com dose Unica de rbST.

Foram selecionadas 52 novilhas como receptoras, distribuidas aleatoriamente em dois

tratamentos (T1 e T2), onde T1 corresponde a 22 novilhas que n&o receberam rbST

(controle), e T2 a 30 novilhas que receberam 250 mg de rbST por via subcutanea, na

fossa isqueo-retal, durante o estro. As novilhas de ambos tratamentos foram inovuladas

com embrides recém coletados entre o sexto e oitavo dia do ciclo estral. No momento da
transferéncia dos embrides, coletou-se sangue da veia ou artéria coccigea para andise
da concentracdo sérica de progesterona pela técnica de radioimunoensaio. A taxa de
gestacdo foi determinada por ultra-som, 28 dias ap0s a deteccdo do estro das receptoras.

Observou-se um total de 14 novilhas gestantes (46,6%) nos animais do tratamento 2 e

11 novilhas gestantes nos animais do tratamento 1. Nenhum efeito (P>0,05) foi

evidenciado com o uso da rbST sobre a taxa de gestacdo. A concentracdo média de

progesterona no dia da inovulagéo dos embrides foi de 1,71 + 0,74 ng/mL para o grupo
de animais do T1 (Controle) e de 1,48 = 0,72 ng/mL para 0 grupo de animais do T2

(rbST), ndo sendo observado diferenca (P<0,05). Concluiu-se que a aplicacdo de 250

mg de rbST, em novilhas receptoras de embrido na deteccdo de estro, ndo afetou a

concentracdo sérica de progesterona, nem tampouco a taxa de gestagao.
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ABSTRACT

HAAS, Giorgia Thais da Silva, M.S., Federal University of Vicosa, december 2004.
Pregnancy rate and concentration progesterone in recipient embryo bovine
treated with recombinant bovine somatotropin (rbST). Adviser: Eduardo
Paulino da Costa. Committee members: Carlos Anténio de Carvalho Fernandes and
Ciro Alexandre Alves Torres.

The purpose of this work was to evaluate the effects of rbST on the gestation
rate and in the endogenous progesterone concentrations in embryo recipient heifers.
Fifty two recipients were selected randomly and allocated in two treatments: (i) The
first (T1) - 22 heifers with no application of rbST (Control trestment); (ii) and the
second one with 30 heifers, were treated with a single subcutaneous injection of 250 mg
rbST (rbST treatment), applied at detected estrus. Heifers from both treatments received
fresh embryos, on day six or eight from the detected estrus. At the same time, blood
samples were collected from the coccygeal vein or artery so as to perform the
progesterone analysis using the radioimmunoassay technique. Twenty eight days after
detected estrus, heifers were ultrasonically scanned per rectum to determine the
pregnancy rate. No significant difference (P>0.05) was observed in the pregnancy rate
between control (50%) and rbST (46.6%) treated heifers, or in the progesterone
concentration, with mean values of 1.71 £ 0.74 ng/mL, and by 1.48 £ 0.72 ng/mL for
control and rbST treated animals, respectively. In conclusion, the application of 250 mg
rbST, at detected estrus in heifers, was not effective to increases pregnancy rate and

progesterone concentration.
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1. INTRODUCAO

A pecuéria naciona tem amplamente utilizado novas tecnologias com o intuito
de aumentar a eficiéncia produtiva do rebanho. Dentre as tecnologias, a transferéncia de
embrides (TE) tém assumido um papel de destague nos Ultimos anos por permitir uma
rapida e relativamente simples multiplicacdo de animais de alto valor genético (Fonseca
& Maffili, 2002).

Dentre os principais problemas associados ao avanco da técnica de TE, pode-se
citar o dto indice de perda embrionaria, que ocorre, principalmente, nas trés primeiras
semanas de gestagéo (Sreenan & Diskin, 1987). De fato, observa-se que as taxas de
gestacdo com o uso de embrides oriundos de procedimentos de TE sG menores que
prenhezes concebidas naturalmente (Peterson & Lee, 2003). Considerando-se que ataxa
de sobrevivéncia embrionaria pos-transferéncia de embrides envolve complexas inter-
relacbes entre embrido, ambiente uterino e corpo liteo (Thatcher et al., 1995), as
menores taxas de gestacdo utilizando-se TE podem estar associadas ao
subdesenvolvimento de alguns embrides, a assincronia Utero-embriondria e a ma
qualidade do corpo liteo (CL) das receptoras (Sreenan & Diskin, 1987). Isto resulta, em
Ultima andlise, em falhas no mecanismo de reconhecimento materno da gestacdo
(Thatcher et a., 1995). Portanto, maior énfase a qualidade dos animais receptores de
embrides parece ser de grande importancia em programas de TE (Fernandes, 1994).

O estabelecimento e a manutencdo da gestacdo, bem como o crescimento
embrion&rio em bovinos, estdo correlacionados a habilidade do corpo Iiteo (CL) em
secretar progesterona (Ps). Qualquer deficiéncia deste horménio poderia contribuir para
perdas embrionarias (Staples & Hansel, 1961).

A producdo de P, esta relacionada a producdo de citocinas trofobléasticas pelo
embrido (interferon-0 e fator ativador de plaguetas derivados do embrido) (Kerbler et
a., 1997). Estas citocinas, por seu turno, sdo fundamentais no periodo de

reconhecimento materno da gestacdo, pois blogueiam os mecanismos luteoliticos e,



juntamente com a secregdo continua de P4, promovem a manutencéo da gestacdo (Mann
et al., 1995).

A fim de prevenir maiores perdas embrionérias precoces, Lucy et al. (1995)
sugerem que o0 hormoénio de crescimento (somatotropina recombinante bovina, rbST)
seria capaz de agir em diferentes etapas do processo de lutedlise e do reconhecimento
materno da gestacdo, atuando no corpo |Uteo, no Utero e no embrido.

A administragdo de somatotropina potencializa a secrecéo de bST e IGF-1 (fator
de crescimento semelhante a insulina-tipo 1) (Bilby et al., 1999). Este processo, de
forma direta ou indireta, pode desencadear uma série de eventos, como: acelerar o
crescimento do corpo IUteo e a secrecdo de progesterona (Lucy et al., 1995), estimular a
atividade secret6ria das glandulas endometriais bem como aumentar o desenvolvimento
e a sobrevivénciaembrionaria (Moreiraet a., 2002).

A rbST vem sendo amplamente utilizada para promover aumento na producéo
leiteira e apresenta efeitos na funcdo reprodutiva. O uso de rbSTem protocolos de TE
tem sido testado tanto em doadoras quanto em receptoras de embrido, porém,
apresentando resultados bastante contraditorios. Neste contexto, objetivou-se avaliar os
efeitos da aplicagdo de rbST em novilhas receptoras de embrido, na deteccéo do estro

prévio a TE, sobre ataxa de gestacéo e concentracdo sérica de progesterona.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Perdas Embrionéarias

O estabelecimento da gestacdo na vaca envolve uma complexa série de
interacdes entre o embrido, 0 ambiente uterino e o corpo lUteo. Os principais fatores
responsaveis pela sobrevivéncia do embrido, apos a transferéncia, sdo intrinsecos ao
proprio embrido, adquiridos no Utero da doadora ou da receptora ou por meio da
manipulacdo in vitro. De uma maneira geral, as maiores perdas embrionarias ocorrem
devido a anomalias cromossdmicas, 0 efeito da doadora, a idade e qualidade dos
embrifes, 0 método e local da transferéncia, a sincronia entre a doadora e receptora, o
estado nutricional e a concentracdo sérica de progesterona das receptoras (Sreenan &
Diskin, 1987).

A morte embrionéria e fetal € reconhecidamente a maior causa de reducéo da
fertilidade na espécie bovina (Diskin & Sreenan, 1980). Considera-se que tanto para
novilhas e vacas, as taxas de fertilizagdo e de nascimentos estéo, respectivamente, em
torno de 90% e 50-55% (Sreenan et al., 2001). Desta forma, estima-se que ocorra em
média 40% de perdas embrionérias e fetais, sendo que na técnica de TE, as perdas sdo
muito maiores em relacdo a0 acasalamento natural e inseminagdo artificial (IA)
(Peterson & Lee, 2003).

Analisando o padréo e a extensdo das perdas embrionarias e fetais entre os dias
28 e 84 de gestacéo, Silke et a. (2002) ndo observaram diferencas entre novilhas e
vacas (6,05 e 7,17%, respectivamente), como também ndo relataram qualquer relacédo
entre as perdas e fatores produtivos (producdo leiteira, percentagem de gordura, proteina
e lactose no leite) e genéticos. Foi observado que as maiores perdas embrionarias

provavelmente ocorreram nos primeiros 28 dias pos |A (Silke et al., 2002).



Dunne et al. (2000) avaliaram ataxa de sobrevivéncia embriondria e fetal no 14°
(por meio de laparotomia), 30° e 270° dias apods IA, e observaram taxas de 68, 76,
71,8%, respectivamente, desta forma, nenhuma diferenca foi observada indicando que
grande parte das perdas embrionérias ocorre ao redor do 14° dia pés IA. Sreenan et al.
(2001) consideram gue poucos embrides sdo perdidos imediatamente apods a fertilizacéo
até o 8° dia de gestacdo, a maior perda (70-80%) ocorre entre 0 8° e 0 16° dia, cercade
10% entre 0 16° e 0 42° dia e 5-8% do 42° dia até o parto.

Segundo Peterson & Lee (2003), a maior causa para perdas embriondrias esta
mai s relacionada a qualidade da receptora (habilidade de levar a gestacdo a termo) que a
gualidade do embrido. As diferencas na taxa de gestacéo estdo mais relacionadas aos
fatores uterinos que aos ovarianos, pois as secregdes uterinas sdo responsavels pelo
crescimento e desenvolvimento do embrido (Peterson & Lee, 2003).

Sendo assim, observa-se que a perda embrionéria precoce é elevada, e uma taxa
de mortalidade alta tem obviamente, grande impacto econdmico na bovinocultura,

aumentando o interval o de partos e retardando o progresso genético.

2.2. Bases Fisiologicas do Ciclo Estral

O periodo médio entre dois estros consecutivos é denominado ciclo estral, o qual
possui duracdo média de 21 dias na espécie bovina (Binelli, 2000). A vaca apresenta em
média duas a trés ondas de crescimento folicular (B6 et al., 2000). Na primeira onda de
crescimento folicular, a fase de crescimento vai desde a emergéncia até em torno do 8°
dia apds o estro; a fase estatica ocorre entre 0 8° e 0 10° dia e a fase de regressao ocorre
apos 0 10° dia. Em torno do 10° dia do ciclo estral ocorre & emergéncia da segunda onda
de crescimento folicular e o processo se reinicia (Vasconcelos, 2000). O estrogeno (Ez)
produzido pelo FD da ultima onda de crescimento folicular induz mudancas associadas
ao estro e induz o pico de horménio luteinizante (LH) resultando na ovulagéo (Binelli,
2000).

Um atrés dias apds o estro ocorre a emergéncia da primeira onda de crescimento
folicular (Vasconcelos, 2000). Cada onda de crescimento folicular é precedida por um
aumento na concentracdo do hormdnio foliculo estimulante (FSH) (Stevenson, 1997).
Nos dias subseguentes, parte destes foliculos cresce de quatro a seis milimetros de

didmetro, sendo que, dois a cinco foliculos maiores do grupo continuardo a crescer,



enquanto os outros regridem (Vasconcelos, 2000). Dos primeiros, pelo menos um
continua o desenvolvimento, tornando-se o foliculo dominante (FD), principal
responsavel pela secrecdo crescente de estradiol (Binelli, 2000).

Apbs a ovulacdo forma-se o corpo IGteo (CL), que se desenvolve rapidamente
secretando quantidades crescentes de P, atingindo o pico maximo de producéo ao redor
do dia 10 do ciclo estral (Stevenson, 1997). Por volta do décimo sexto dia do ciclo
estral, o processo de lutedlise culmina com a regressao do CL e a conseqliente queda
das concentracdes plasméticas da P, (Binelli, 2000), conseqglientemente ocorre aumento
na fregquiéncia dos pulsos de LH, o que leva a ovulacdo do FD (Stevenson, 1997). No
entanto, enquanto o corpo luteo (CL) estiver ativo (durante a fase IGtea e durante a
gestacdo), ou sgja, produzindo progesterona (P), ocorre um feedback negativo da P,
sobre a secrecdo de LH, ndo ocorrendo, desta forma, a ovulacdo (B6 et al., 2000).

Em ciclos estrais normais, se a regressdo do CL ocorrer enquanto o FD da
segunda onda continua funcional (fase de crescimento ou estatica), o FD sera o
ovulatério (ciclo estral com duas ondas). No entanto, se o foliculo ja tiver iniciado a
fase de regress8o no momento da lutedlise, havera o crescimento de outro FD da
terceira onda de crescimento folicular (Vasconcel os, 2000).

Como salientado anteriormente, para que ocorra a ovulacdo € necessario a queda
na concentracdo de P, em decorréncia da regressdo do CL, pelo mecanismo chamado de
lutedlise, cujo agente luteolitico é a prostaglandina (PGF2,) (Webb et a., 2002). A
PGF,, é secretada da regido intercaruncular da superficie do epitélio uterino, por uma
série de reacBes enzimaticas a partir dos fosfolipideos (Okuda et a, 2002).
Resumidamente, os fosfolipideos pré-sensibilizados pela P, sdo convertidos em
diacilglicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (1P3) pela enzima fosfolipase C (Abayasekara
& Wathes, 1999). O DAG é convertido em acido araquidénico pela lipase
diacilglicerideo (Abayasekara & Wathes, 1999). Os fosfolipideos também sdo
convertidos diretamente em &cido araquidodnico pelafosfolipase A2 (Burns et al., 1997).
O IP3 causa um aumento do célcio intra-celular e a ativacdo da proteina-kinase C
(PKC), sendo a principal responsavel pela ativacéo da ciclooxigenase 2 (COX 2) (Burns
et al., 1997). A COX 2 converte o &cido araquidénico em PGG,, que é entdo convertida
em PGH, por uma endoperoxidase, que por sua vez é convertida em PGF,, pela PGF

sintase (Okuda et al., 2002). Tanto a PGF,,; quanto as outras prostaglandinas produzidas



neste processo sa0 liberadas imediatamente na circulacdo apds a sua biotransformacéo
(Okudaet a., 2002).

O mecanismo de lutedlise, causado pela sintese e liberacdo de PGF,,, esta muito
bem elucidado na espécie ovina. Na auséncia de um CL funcional, o E,, produzido pelos
foliculos, estimula a formacdo de receptores de ocitocina (OT) no endométrio e na
hipéfise, e também estimula a producdo hipofisaria de OT. Contudo, durante a fase
luteal, a concentracdo sérica elevada de P, reduz a concentracdo endometrial e
hipofisaria dos receptores de OT, via inibicdo da acdo do E,, além de causar mudancas
conformacionais nos receptores de OT. No fina dafase |Utea, a queda da acdo da P, em
decorréncia do down-regulation dos seus préprios receptores, tanto no endométrio
quanto na hipdfise, resulta no retorno da agdo do E, sobre esses tecidos. O retorno da
acao do E; estimula a hipdfise a secretar pequenas quantidades de OT, por meio de
pulsos intermitentes de alta freqiéncia e, simultaneamente ocorre o up-regulation dos
receptores endometriais de OT (McCraken et al., 1999).

Peguenas doses (sub-lutealiticas) de PGF,, sdo liberadas pelo Utero devido a
interacdo da OT hipofisaria com os receptores endometriais de OT (McCraken et al.,
1999). Um pulso inicia de PGFp, mesmo sendo de baixa magnitude, pode
potencialmente iniciar a liberagcéo de OT luteal, agindo via receptor de PGF,, atamente
sensivel localizado no CL, iniciando, assim, a secrecéo suplementar de OT de origem
luteal a qual ird amplificar a liberacdo endometria de PGF.,. A PGF,, torna-se
suficientemente alta para ativar os receptores pouco sensiveis no CL, inibindo a
secrecdo de P, e estimulando a liberagcdo adiciona de OT luteal, e portanto, refor¢ando
ainda mais a sintese e secregdo de PGF,, endometrial (Tsai & Wiltbank, 1997). Esse
sistema de “alca fechada” continua até que o mecanismo de resposta do receptor de
PGF,, torne-se dessensibilizado, culminando, desta forma, com a liberacdo suplementar
de OT luteal (McCraken et a., 1999).

Acreditava-se que 0 mecanismo de lutedlise na espécie bovina fosse semelhante
a0 gue ocorre na espécie ovina. Contudo, Kotwica et al. (1997) demonstraram que na
vaca 0s mecanismos podem ser diferentes. Estes autores aplicaram oito mg (miligramas)
de CAP-527 (antagonista especifico da OT) por 30 minutos (lentamente), a cada quatro
horas, a partir do 15° dia do ciclo estral até o aparecimento dos primeiros sinais de estro
ou até 0 22° dia do ciclo. Observou-se que o bloqueio dos receptores de OT ndo impede

a ocorréncia da secrecdo pulsétil de PGF,;, nem da lutedlise, comparando-se aos



animais controle. Verificaram ainda que, a duragéo do ciclo estral dos animais tratados
foi semelhante a dos animais controle, evidenciando desta forma que, aparentemente na
espécie bovina, a OT pode ndo ser determinante para a lutedlise, e ssm, como um
modulador, regulando a amplitude da secrecéo de PGF,, (Kotwica et al., 1998).

A atencdo voltou-se entdo para o E,, como o principal responsavel pelalutedlise.
Experimentos anteriores ja haviam demonstrado sua importancia na lutedlise: Thatcher
et al. (1986) demonstraram que injecoes de E, no 13° dia do ciclo estral estimulavam a
liberac8o de PGF,,, levando a lutedlise 96 horas ap6s sua aplicacéo, enquanto que nas
novilhas ndo tratadas, a lutedlise demorava 125 horas para ocorrer. Hughes et al. (1987),
citado por Binelli (2000), demostraram que a irradiagdo dos foliculos ovarianos, uma
forma reversivel de impedir a producéo folicular de E,, retarda a lutedlise e prolonga o
ciclo estral. Entretanto, o mecanismo de agdo do E, no estimulo da secrecéo de PGF, €
na lutedlise ainda néo esta elucidado (Binelli, 2000). Deve ser ainda enfatizado que,
aém da OT e do E,, outros fatores, tais como o TNFa (fator de necrose tumoral tipo
(), noradrenalina e PAF (fator ativador de plaguetas) podem estar envolvidos na
regulacdo da sintese de PGF,, (Okuda et a., 2002).

2.3. Reconhecimento Mater no da Gestagao

Se 0 ovacito liberado ndo for fertilizado, a lutedlise ird ocorrer e o ciclo estral iré
se repetir. Contudo, se o ovécito for fertilizado, o processo luteolitico tem que ser
bloqueado (ao redor do dia 16 do ciclo estral) para que a gestacdo seja mantida.
Reconhece-se entdo um periodo critico no ciclo reprodutivo da vaca, definido entre os
dias 15 e 17 do ciclo estral, pois neste periodo a vaca deve gjustar sua fisiologia
apropriadamente, saindo de um estado de ciclicidade para um estado gestacional (o
processo de reconhecimento materno da gestacdo). Para que isso ocorra, a lutedlise deve
ser bloqueada, no entanto, depende da habilidade do embrido em enviar sinais anti-
luteoliticos e da capacidade do endométrio em responder a estes sinais, impedindo entdo
aproducdo e liberacdo de PGF,, (Binelli, 2000).

O bloqueio dos mecanismos |uteoliticos pel os fatores produzidos pelo embrido e
a secrecdo continua de P, luteal promovem o estabel ecimento da gestacdo (Mann et al.,

1995). A manutencéo da concentracéo elevada deste hormdnio no plasma materno esta



relacionada com a habilidade do concepto em secretar fatores essenciais para o
reconhecimento da gestacdo (Kerbler et a., 1997).

Na vaca gestante, as células trofoblasticas embrionérias secretam de forma
parécrina o interferon-tau (IFN-t) no limen uterino, entre os dias oito e 10 do ciclo
estral, alcancando o pico entre os dias 12-14 na ovelha e 14-17 em bovinos (Wathes &
Lamming, 1995). Este fator € 0 mais importante no reconhecimento materno da
gestacao em vacas (Thatcher et al, 1997).

Existe uma relagdo positiva entre a concentracdo de P4 e a sintese do IFN-t
(Kerbler et a., 1997). A aplicacdo intra-uterina de proteina trofoblastica no momento da
implantacdo, diminui a mortalidade embrionaria (Martal et al., 1997).

Segundo revisdo de Binelli et al. (2000), para que ocorra a manutencdo da
gestacdo, o IFN-t liga-se a0 seu receptor especifico (IFN-O tipo I) localizado nas
células epiteliais do endométrio materno, causando a dimerizacdo do receptor, com
consequente fosforilacdo de tirosinas kinases da familia JAK (Janus-Kinase). Desta
forma, os receptores fosforilados atraem fatores citoplasméticos chamados STAR
(proteina esteroidogénica regulatéria aguda). Os residuos de tirosina das proteinas
STAR sdo fosforilados pelas JAK e formam um complexo (2° mensageiro) que migra
para 0 nlcleo causando a ativacdo de genes, os quais podem promover a producéo de
uma série de proteinas (ainda ndo identificadas) que provavelmente iréo atuar em pontos
“chaves’ da producéo de PGF,;, tais como: inibindo as enzimas PKC, fosfolipase A2,
COX 2 ou inibindo os receptores de OT e E,. Outra possibilidade seria que esta ligagéo
poderia causar a repressdo de determinados genes, tais como 0 gene da COX 2. Desta
forma, a sintese e liberacdo de PGF,, € inibida e o CL e a producdo de P, é mantida,
levando, conseguientemente, a manutencao da gestacéo (Binelli et al., 2000).

A secrecdo de INF-0O pelo trofoblasto induz a sintese de uma proteina com
reacdo cruzada a Ubiquitina (UCPR) pelo endométrio. Entretanto, a sua funcdo ainda
ndo esta esclarecida. Sabe-se que, em rebanhos com altas taxas de gestacdo, as
concentragdes de INF-IJ e UCPR sdo superiores a rebanhos com baixa fertilidade
(Peterson & Lee, 2003).

Outro fator produzido no inicio da gestacdo e que inibe a lutedlise é o fator
ativador de plaquetas derivado do embrido (EDPAF) (Martal et al., 1997). A secrecéo
do EDPAF ocorre no periodo de pré-implantacéo (Battye et al., 1991), estando

envolvido em processos reprodutivos, incluindo a fecundacdo (Roudebush et al., 1990)



e a implantagdo (Ryan et a., 1990). O EDPAF € um importante sinal para o
reconhecimento materno da gestacéo (Kim & Fortier, 1995), sendo que, sua aplicacdo
adicional, poderia contribuir para a continuacéo da gestacdo apds a transferéncia de
embrides (O'neill & Saunders, 1984). A acéo deste fator aumenta a concentracdo
plasmética de P,, quando infundido no Utero de novilhas entre os dias nove e 11 ou 14 e
16 do ciclo estral (Hansel, 1988). Sua producdo crénica poderia suprimir a secregdo de
PGF,, estimulada pela oxitocina (Kim & Fortier, 1995), conforme verificado por Battye
et a. (1992) em ovelhas. Este mecanismo poderia ocorrer por meio do blogueio da
PKC, a qual esta envolvida no metabolismo do &cido araquidénico, para a producéo de
PGF,, (Lafrance & Goff, 1990). A progesterona também blogqueia a acdo da enzima
PAF acetilhidrolase (PAF-AH) produzida pelo endométrio (Ammit & O’ neill, 1997), a
gual inativa o PAF secretado pelo embrido (Takashi et al., 1997).

Componentes do sistema IGF-1 também podem ter um importante papel no
reconhecimento materno da gestacdo. Os embrides séo parcialmente dependentes do
IGF-1 parater 0 seu desenvolvimento melhorado e desta forma produzir adequadamente
fatores essenciais para sinalizar sua presenca ao Utero. Além disto, grande quantidade de
RNAmM para IGF-1 é encontrada no endométrio, no momento do reconhecimento
materno da gestacdo (Lucy et al., 1995).

2.4. Corpo L uteo e Sintese de Progesterona

O Corpo Luteo (CL) é um elemento chave para muitos processos reprodutivos
incluindo o comprimento do ciclo estral, reconhecimento materno da gestacéo e
sobrevivéncia embriondria em todas as espécies de mamiferos (Milvae et a., 1996). O
CL é composto por células ndo esteroidogénicas (células endotéliais, células vasculares,
fibroblastos, entre outras) e por células esteroidogéncias (pequenas e grandes células
luteais), as quais variam em quantidade de acordo coma fase luteal. As pequenas células
luteais (PCLSs) sdo derivadas da teca interna do foliculo, enquanto as grandes células
luteais (GCLSs), sdo primariamente derivadas das células da granulosa e em estagios
mais tardios do ciclo estral s&o desenvolvidas a partir das PCLs (Pate, 1996).

A progesterona, principal horménio sintetizado pelo corpo IUteo, orquestra os

eventos fisiol 6gicos e enddcrinos preparando a fémea para escapar da lutedlise e levar a



termo uma gestacdo. Esta condicdo ocorre devido a mudangas no ambiente uterino
condizente para 0 crescimento e desenvolvimento do concepto (Geisert et a.,1992).

O substrato utilizado pelas células luteinicas para a sintese de P, € o colesteral,
sendo que em bovinos, tanto a lipoproteina de alta densidade (HDL) quanto a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) podem ser utilizadas para este processo (Milvae
et a., 1996). Uma vez que o colesterol tenha sido transportado para a matriz
mitocondrial, a enzima citocromo P450ssc atua na conversdo do colesterol a
pregnenolona, a qual, posteriormente, € transportada para o reticulo endoplastmatico
liso (REL), onde a enzima 30-hidroxisterdide desidrogenase a converte em
progesterona. Apds a sintese, a progesterona deixa a célula aparentemente por difusdo,
ndo havendo evidéncias que ela possa ser estocada em altas quantidades no interior do
tecido luteal (Niswender et al., 2000).

Segundo Mann & Lamming (1995), o aumento na concentracdo de P, pode ser
um fator importante para o aumento da taxa de gestacéo, pois maiores quantidades desse
esterGide poderiam exercer funcdo luteoprotetora e prevenir a regressao luteal. Peters
(1996) afirma gue a manutencdo da secrecdo de progesterona por um corpo |Uteo viavel
€ imprescindivel no inicio da gestacéo e, provavelmente, a lutedlise prematura € uma
das causas principais de morte embrionaria. Além disso, a manutencéo do nivel elevado
desse hormonio no plasma materno esta relacionada com a habilidade do concepto em
secretar fatores essenciais para o reconhecimento da gestacéo (Kerbler et a., 1997). Em
funcdo disso, é provavel que, se um embrido ndo receber suficiente estimulo mediado
pela progesterona o seu desenvolvimento sera prejudicado, possuindo menos condicdes
de produzir os interferons trof obl &sticos necessérios para bloguear o processo |uteolitico
e manter agestacdo (Mann et al., 1995).

Durante os estagios iniciais da gestacdo, a progesterona estimula secrecfes
endometriais necess&rias para 0 desenvolvimento do embrido e controla o
desenvolvimento dos mecanismos luteoliticos. Em animais acasalados que
subseqlientemente sofrem lutedlise, as concentragdes de P, sGo menores durante a
segunda metade da fase luteal que em vacas gestantes (Mann & Lamming, 1995). Estes
achados sugerem que as concentracfes plasméticas de P, podem ser um fator vital na
determinacdo do sucesso ou falha da gestacdo (Santos et al., 2004).

Segundo Wathes & Lamming (1995) as concentracdes plasmaticas de P, iniciam
seu declinio por volta do 14°-15° dia, ao contrario das concentragbes de PGF2[] e

oxitocina as quais comegam a elevar-se causando lutedlise e retorno do animal ao estro.
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A €elevacdo das concentracbes plasmaticas de P, neste periodo, poderia ser uma
estratégia para aumentar a possibilidade de estabel ecimento e manutencéo da gestacéo,
pois corrigiria uma assincronia hormonal entre o ambiente uterino e os fatores
enddcrinos necessérios para o desenvolvimento do embrido (Thatcher et al., 1994).

Muitas pesquisas tem sido realizadas com o intuito de avaliar a concentragdo de
P, com a subsegliente taxa de gestacdo. Northey et a. (1985) ao avaiarem a
concentracdo de progesterona no dia da transferéncia de embribes observaram que
receptoras que se tornaram gestantes possuiam concentracdo de P, superior a ndo
gestantes (4,16+£0,26 e 3,25+0,29 ng/ml, respectivamente). No entanto, Hasler et al.
(1980) em um estudo envolvendo 528 receptoras de embri&o, ndo obtiveram diferencas
na concentracdo plasmatica de P, no dia da inovulagdo embrion&ria em animais
gestantes ou ndo. Corroborando, Spell et al. (2001) observaram que a concentracdo
plasmética de P, no momento da transferéncia de embrides foi semelhante entre
receptoras gestantes ou ndo. Além disto, os autores reportaram que a concentracdo de Py
no momento da TE ndo € preditiva da subseqiiente taxa de gestacdo, pois encontraram
valores de P, bastante flutuantes entre receptoras gestantes, variando entre 0,58 a 16
ng/ml.

Segundo Staples & Hansel (1961), para 0 desenvolvimento embrionario
proceder normalmente, as concentracdes de P, deveriam estar em patamares limiares ou
adequados, significando que, em rebanhos de fertilidade normal, desde que as
concentracoes de P, atinjam tais patamares, incrementos nas concentracbes desse

horménio podem néo ter efeitos significativos sobre a taxa de gestacéo.

2.5. O Uso darbST como Agente L uteotr ofico

A somatotropina (ST) ou hormbnio de crescimento (GH) é um hormdnio
proteico sintetizado pelas células aciddfilas (somatotréficas) da parte distal da hipofise
anterior, apos o estimulo do GHRH (horménio liberador de GH), e inibido pela
somatostatina (fator inibidor de GH), ambos produzidos pelo hipotdamo. Apo6s sua
sintese, a ST é transportada pelo sangue para varios 0rgéos corporais aonde exerce seu
efeito biol6gico (Bauman, 1992). Sua funcdo cléssica € a regulacéo e diferenciacéo de

véarios tipos celulares e controle do anabolismo de érgaos e tecidos (Bauman, 1999).
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Na década de 70, o surgimento da tecnologia do DNA recombinante,
possibilitou a producdo em larga escala de moléculas de somatotropina recombinante
bovina (rbST) em uma forma altamente purificada, permitindo assim, aidentificagdo e o
melhor conhecimento de seus efeitos fisioldgicos (Prosser & Mepham, 1990). Desta
forma, uma das descobertas mais estudadas e discutidas € a habilidade da rbST em

aumentar em até 37% a producdo |eiteira em ruminantes (Baldi, 1999).

Os efeitos da somatotropina nos tecidos animais vao aém das glandulas
mamérias, pois trata-se de um fator de crescimento enddcrino capaz de afetar varios
tecidos, inclusive os que influenciam a reproducéo (Bauman, 1999). O uso darbST em
vacas leiteiras tem sido associado com diminuicdo da eficiéncia reprodutiva, como o
aumento do nimero de dias abertos e reducdo da freqliéncia do estro comportamental
(Santos et al., 2004). No entanto ha relagdo antagbnica entre producdo leiteira e a
reproducdo, desta forma, ndo € de se surpreender que a rbST provoque reducdo na taxa
de prenhez (Lucy , 2001). Em contrapartida, efeitos benéficos na performance
reprodutiva sdo observados com a utilizagdo da rbST em protocolo de inseminagdo
artificial em tempo fixo (IATF) (Santos et a., 2004), bem como, a utilizacdo em

receptoras de embri&o com aumento nataxa de gestacéo (Moreiraet al., 2002).

A incidéncia de parto gemelar em vacas submetidas ao tratamento com rbST,
sugeriu o papel desse hormonio no controle do crescimento e desenvolvimento folicular
ovariano navaca (Butterwick et al., 1988). Este fato é suportado pelo aumento de IGF-1
(fator de crescimento semelhante a insulina tipo- 1) em gestacfes gemelares, sendo esse
peptideo, um mediador da acéo do hormonio de crescimento e regulador da funcéo local
ovariana (Adashi et a., 1985).

Como visto, 0 eixo somatotrOpico possui papel importante no processo
reprodutivo, sendo o figado o principal sitio para agdo da somatotropina (Liebermann &
Schams, 1994), levando a um aumento na expressdo do IGF-1, o qual propaga-se para
estimular inimeros processos fisiol dgicos e metabdlicos (Bauman, 1999).

A rbST pode melhorar a fertilidade por meio de diversos mecanismos, 0s quais
ainda ndo estdo totaimente elucidados (Lucy et al., 1995). A rbST potencidiza a
secrecao de bST e IGF-1 desencadeando uma cascata de eventos (Bilby et al., 1999) que
de forma direta ou indireta, pode acelerar o crescimento do corpo IUteo e a secrecéo de
progesterona durante a fase luteinica do ciclo estral (Lucy et a., 1995); aumenta a
populacdo de foliculos antrais pequenos (Pavlok et al., 1996); estimula a maturacéo de
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oocitos (Izadyar et al., 2000) e aumenta a taxa de fertilizacdo (Izadyar et a., 1996).
Além disto, reduz as concentraces séricas de estradiol ao redor do 17° dia do ciclo
estral (Lucy et al., 1994); atenua a producéo de PGF2 [1, por modular a expressao da
fosfolipase A2 e ciclooxigenase-2, e aumenta 0 desenvolvimento e a sobrevivéncia
embrionaria (Moreira et al., 2000). A somatotropina também parece estimular a
atividade secretéria das glandulas endometriais (Moreira et al, 2002; Thatcher et al.,
2001) levando a melhoria no desenvolvimento embrionério e conseqliente incremento
na taxa de gestacéo (Wathes et al., 1998).

O sitio de maior concentracdo de receptores para bST (Lucy et al., 1994) e IGF-
1 (Pate, 1996) encontra-se no CL quando comparado a outros tecidos reprodutivos
como Utero, oviduto e foliculos (Lucy et al., 1994), o que pode indicar que este pode ser
alvo para agdo direta e indireta da bST (Lucy et a, 1993). Liebermann & Schams
(1994) observaram, sob condicBes in vitro, a atuacéo direta da bST na funcéo secretoria
do corpo Iiteo microdialisado, especificamente, durante os estégios iniciais da fase
luteal.

No CL uma maior quantidade de receptores para bST encontra-se nas grandes
céulas luteais (Lucy et al., 1993), sendo tal fato confirmado in vitro pelo aumento da
producdo de oxitocina por estas células quando estimuladas pela bST (Fields et al.,
1992). Adicionamente, a bST pode influenciar indiretamente a funcéo luteal pelo
aumento da expressdo de IGF-I, o qual estimula a secrecdo de progesterona (Pate,
1996), além de inibir a morte celular, permitindo a manutencéo do peso luteal (Lucy et
a.,1993). De acordo com Veldhuis et a. (1986), o IGF-1 possui um papel importante no
aumento da captacdo e absorcao de lipoproteinas e na esteroidogénese da célula da
granulosa e luteal, estimulando, dessaforma, a sintese de Py

A acdo estimulatoria da rbST no CL pode ocorrer se o tratamento coincidir com
o inicio do desenvolvimento do CL, pois seu efeito esta relacionado a mudancas
celulares levando a um remodel amento nas células com aumento do nimero das grandes
células luteais (Lucy et a.,1994). O mecanismo para explicar tais acontecimentos ainda
ndo estd totalmente descoberto, possivelmente, pode ser devido a um aumento na
diferenciacdo das células da granulosa, efeito direto nas grandes células luteais ou
aumento da diferenciacéo de pequenas para grandes células luteais (Lucy et a., 1995).
O aumento na concentracéo de P, pode ocorrer tanto por um aumento no peso do CL
quanto pela agéo da IGF-1 em estimular a esteroidogénese (Lucy et al., 1995).
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A somatotropina também pode causar um retardo na regressdo do CL durante a
lutedlise devido a diminuicdo das pequenas células luteais, as quais parecem iniciar o
processo de lutedlise (Lucy et a., 1995) e pela diminuicdo da secrecdo de estradiol do
foliculo pré-ovulatério retardando a lutedlise por diminuir a liberagdo de PGF, uterina
(Moreira et al., 2002). No entanto, De La Sota et a. (1993) demonstraram que a
regressdo do CL, apos a administracdo de PGF,, ndo foi afetada pelo tratamento com
rbST, sugerindo que bST pode ndo apresentar uma atividade de protecdo ao CL.
Contudo, atenuacdo da sintese de PGF,; no momento de reconhecimento materno da
gestacdo pode ser um dos fatores responsaveis pelo incremento na taxa de gestacdo
obtidos com a utilizacdo de somatotropina (Moreira et a., 2002). O tratamento com
rbST favorece respostas antiluteoliticas, umavez que o RNAm das PGES aumenta tanto
em vacas ciclicas quanto em gestantes, enquanto que 0 RNAm das PGFS diminui no
tecido endometrial das vacas gestantes tratadas com rbST (Thatcher et al., 2004).

Outro local para acdo da bST e IGF-1 é o embrido (lzadyar et al., 2000). A
utilizacdo do horménio de crescimento, IGF-1 ou ambos, em cultura de células
embrionéria de bovinos, acelera o desenvolvimento embrionério, no oitavo dia apds a
fertilizagdo, bem como aumenta o nimero de células por embrido, resultando em maior
secrecdo de interferon-tau (Mann & Lamming, 2001) no momento do reconhecimento
materno da gestacdo (Binelli et al, 2001). O aumento no desenvolvimento embrionério
ocorre devido o fato da bST estimular a proliferacéo e/ou diferenciacdo das células, bem
como, modular o seu metabolismo por aumentar o transporte de glicose. Assim,
aumento da concentracdo plasmatica destes horménios pode resultar em atas
concentracfes destes dentro do oviduto e endométrio, as quais podem estimular o
desenvolvimento embrionario (Palma et al., 1997). O IGF-1 também pode regular a
atividade secretéria das glandulas endometriais, melhorando, assim, o ambiente uterino
em sustentar uma gestacdo (Wathes et al., 1998).

Apesar de haver poucos receptores para rbST nos foliculos, Gong et al. (1991)
evidenciaram aumento quantitativo nestes, quando novilhas foram tratadas com rbST, o
que pode estar relacionado a um efeito indireto causado pelo aumento do IGF-1 no
sangue e fluido folicular. A presenca de IGF-1 no fluido folicular e sua producdo pelas
células da granulosa implicam na regulagdo do foliculo ovariano. Desta forma, a bST
indiretamente pode aumentar o nimero de foliculos menor que nove milimetros de
diametro e influenciar o intervalo entre ondas foliculares, pois acelera a emergéncia da

segunda onda folicular resultando em ata incidéncia de ciclos com 3 ondas seguindo a
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inseminacdo, o qual esta relacionado com aumento da taxa de concepcdo (Kirby et al.,
1997). De acordo com Gong et a (1994) a bST age sinergicamente com o FSH, em
promover a biossintese de progesterona e estrogeno.

Baseado no exposto, 0 objetivo deste experimento foi avaliar os efeitos da
aplicacéo de 250 mg de rbST em novilhas receptoras de embrido, na detecgéo do estro

prévio a TE, sobre ataxa de gestacdo e concentracdo sérica de progesterona.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Periodo, L ocal e Condicfes Climéaticas

O presente trabalho foi realizado no periodo de 10 de Fevereiro a 21 de junho de
2004, na Fazenda Agua Limpa, municipio de Fama, Sul do Estado de Minas Gerais,
Brasil. Apresenta latitude sul 21° 25’ 457, longitude oeste 45° 56'50” e altitude 882m.
Segundo a classificagdo Kdeppen, o clima é considerado CWA (temperatura moderada
com verdo quente e chuvoso), com temperaturas médias anuais entre 21-23°C e regime
de chuvas com média de 1600 mm/ano.

3.2. Doadoras

Foram utilizadas 12 vacas como doadoras de embrides, sendo quatro da raca
Simental e oito da raca Red Angus, com peso corpora acima de 500 Kg. Selecionou-se
animais que apresentaram ciclos estrais com intervalos regulares (21+3 dias) e
clinicamente normais ao exame ginecoldgico (palpacdo transretal, ultra-sonografia e
vaginoscopia). Os animais receberam a mesma alimentacdo durante todo o periodo
experimental, visando um balanco energético positivo segundo o NRC (1996) e
manutencdo de um escore corporal de trés a quatro (numa escala de um a cinco,
segundo Ferreira, 1990). Os animais foram mantidos em piquetes, na presenca de um
rufido, para o auxilio na deteccdo de estro, o qual foi observado duas vezes ao dia,
durante 30 minutos. A condicdo adotada para se considerar o animal em estro foi o
reflexo de imobilidade.

16



3.3. Superovulacao e | nseminacgdo das Doador as

Apbs a constatacdo de ciclo estral regular, os animais receberam, em dia pré-
estabelecido, um implante intravagina de progesterona (CIDRO—Pfizer). No dia
seguinte, aplicou-se um andogo de GnRH, 0,1 mg de acetato de buserelina
(Conceptal O—Intervet), visando & eliminagdo de um possivel foliculo dominante e o
surgimento de uma nova onda de crescimento folicular.

Apbs quatro dias da aplicacdo do andlogo do GnRH iniciou-se a superovulagao.
Adotou-se oito doses decrescentes, em intervalos de 12 horas, perfazendo um total de
200 Ul (NIH-FSH-S1) de FSH (Folltropin-VO Vethrepharm Inc) para estimulagdo. A
lutedlise foi induzida com 0,5 mg de Cloprostenol sodico (CiosinO—Coopers) no
momento da 72 aplicacéo de FSH. Concomitante a 82 aplicacdo, removeu-se o implante
de progesterona. Apds a deteccdo do estro, foram realizadas duas inseminacfes, a
primeira entre 10 a 12 horas e a segunda entre 20 e 24 horas ap0s o inicio do estro.

3.4. Coleta, Manipulacdo e Avaliacdo dos Embrides

Os embrides foram coletados pelo método ndo cirdrgico, sete dias apds o inicio
do estro das doadoras, conforme descrito por Fernandes (1994). No laboratério da
prépria fazenda, os embrides foram rastreados com o auxilio de um microscépio
estereoscopico, com aumento de 15 vezes, e, uma vez identificados, foram transferidos
para outra placa contendo solugio de manipulagio (Holding SolutionO |CP-Emcare).
Posteriormente, foram classificados, no aumento de 80X, quanto ao seu estégio de
desenvolvimento e qualidade, segundo Lindner & Wright (1983) e entdo envasados em
pahetas de 0,25 mL em meio PBS (tampdo salina fosfato) de Dulbeco & Vogt,
modificado por Whittingham (1971). Os embrides permaneceram ao abrigo de luz solar
e ventos até o momento dainovulacdo.

Apbs o procedimento de coleta dos embrides, as doadoras receberam 0,5 mg de
cloprostenol sddico visando a regressdo dos corpos |Uteos e o retorno a atividade

ovariananormal.
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3.5. Receptoras

Foram utilizadas 52 novilhas mesticas como receptoras de embrido, com peso
vivo superior a 350 kg e escore corporal superior ou igual atrés, numa escala de zero a
cinco (Ferreira, 1990). Durante todo periodo experimental, os animais foram mantidos
em piguetes de capim Brachiaria brizanta com suplementacdo mineral e agua a
vontade.

As receptoras incluidas no experimento foram selecionadas por meio de exame
ginecoldgico (palpacdo via transretal e vaginoscopia) e manifestacdo de um ciclo estral
regular, ou sgja, duas manifestaces de estro com intervalo de 21+3 dias.

O estro foi induzido por meio da aplicagdo de um agente luteolitico (0,5 mg
cloprostenol sodico — CiosinO—Coopers) nas novilhas que se encontravam, no dia da
aplicacdo, entre os dias sete e 17 do ciclo estral. O cloprostenol foi injetado nas
receptoras 24 horas antes de sua aplicagcdo nas doadoras durante o processo de
superovulacdo das doadoras. Este procedimento visa maior sincronizacdo do estro, visto
gue, segundo Fernandes (2000) as doadoras superovuladas manifestam o estro cerca de
22 horas antes das receptoras.

A deteccdo do estro foi realizada visualmente duas vezes ao dia, durante 30
minutos, com auxilio de rufides, na proporcéo de um rufido para 25 fémeas. A condicéo
adotada para se considerar o animal em estro foi o reflexo de imobilidade. As receptoras
que manifestaram estro 24 horas antes e até 24 horas apOs as doadoras foram
consideradas sincronizadas e utilizadas para inovulagdo do embri&o.

3.6. Animais Experimentais

As receptoras de embrido foram divididas aeatoriamente em dois tratamentos
experimentais:

Tratamento 1 (Controle): 22 novilhas receptoras foram inovuladas com embriéo
recém coletado, sem qual quer tratamento prévio.

Tratamento 2 (rbST): 30 novilhas receptoras foram tratadas com 250 mg de

rbST (Somatotropina Recombinante Bovina - Boostin® - Coopers), na deteccdo do
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estro, pela via subcutanea na fossa isgueo-retal, e inovuladas com embrido recém-
coletado.

3.7. Inovulacdo dos Embrides

Adotou-se 0 método transcervical (ou ndo cirargico) de inovulacdo uterina.
ApGs a paheta ter sido montada no aplicador (HannoverO), este foi revestido com
camisa sanitéria (Sanitarie Chemise-IMVO) a qual foi rompida apés a passagem no
primeiro anel cervical. Asinovulagdes foram realizadas no terco final do corno uterino
ipsilateral ao ovario que possuia o corpo |Uteo.

Foram inovulados embrides com quaidade I, 11 e Ill e que estavam em estégio
de desenvolvimento de mérula até blastocisto expandido (Apéndice). No dia da
transferéncia dos embrides, as receptoras foram examinadas via palpagdo transretal para
determinacdo do ovéario que possuia o corpo IUteo e avaliacdo do tonus da muscul atura

uterina, selecionando-se apenas receptoras com tonus flacido.

3.8. Concentracéo de Progesterona Sérica

As coletas de sangue para andlise de progesterona foram redlizadas no dia da
inovulacdo dos embrides, pela puncdo da veia ou artéria coccigea, em tubos de 10 mL,
vacuolizados, sem anticoagulante, e posteriormente, estocados a temperatura de 5a8<C,
até a centrifugacdo. Num periodo maximo de 24 horas as amostras foram centrifugadas
a 1500 G por 5 minutos para completa separacdo do soro, que foi estocado em
microtubos (eppendorfs), a -18°C, para posterior andise. A andlise de progesterona
sérica foi redlizada no Laboratério de Endocrinologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade do Estado de S&o Paulo (UNESP), utilizando-
se o kit comercial de radioimunoensaio (RIA) em fase soOlida (Coat-a-count
progesterone kit, DPC, Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA, USA).
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3.9. Diagnostico de Gestacéo

Foram realizados diagnésticos de gestacdo, a partir de 28 dias apds a deteccdo
do estro das receptoras, por meio de exame ultra-sonografico (Pie Medical, modelo
Scaner 100 Falco), o qual opera com um sistema de varredura linear em tempo redl,

acoplado aum transdutor para avaliagéo endo-retal bifrequencial 6/8 Mhz.

3.10. Andlise Estatistica

Para andlise estatistica da taxa de gestacdo, os dados foram arranjados em
tabelas de contingéncias e analisados pel o teste de Qui-quadrado, a 5% de probabilidade
(Sampaio, 2002).

Os dados sobre a concentracdo de progesterona sérica foram submetidos aos
testes de Normaidade (Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochram e Bartlet) e,
posteriormente, a andlise de variancia.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Taxa de Gestacao

No grupo rbST, congtituido de 30 receptoras de embrido, observou-se um total de
14 novilhas gestantes, correspondendo a uma taxa de gestacdo de 46,6%. Resultado
semelhante foi obtido para os animais controle, cuja taxa de gestacéo foi de 50%. Portanto,
a somatotropina recombinante bovina nd aumentou a taxa de gestacdo (Tabela 01,
P>0,05).

Em outros traba hos, a dose de rbST influencia a concentracéo de bST e IGF-1 e,
conseguientemente a taxa de gestac@o (Bilby et d., 1999). Incrementos na taxa de gestacéo
foram obtidos com a administracéo de 500 mg de rbST no estro de fémeas bovinas
(Moreira et a., 2000; Moreira et d., 2002), provavelmente, em resposta a0 aumento na
concentracdo sérica de bST e IGF-1 (Bilby et a. 1999). Uma maior concentracdo s&rica de
bST e IGF-1 foi também observada apds a aplicacdo de 167 ou 200 mg de rbST em
novilhas e em vacas | actantes e ndo-lactantes (Bilby et al. 1999).

Nesse contexto, € provavel que a dose de 250 mg de rbST utilizada nesse
experimento tenha sido suficiente para promover aumento na concentragéo de IGF-1e da
somatotropina, sem no entanto, causar efeito na taxa de gestagcéo (Tabela 01). De fato, a
utilizacdo de dose reduzida de rbST (167 mg) pode proporcionar incrementos em bST e
IGF-1 sem resultar em aumento na taxa de gestacéo, uma vez que, esses horménios podem
ndo acancar o limen uterino, onde os embrides encontram-se em desenvolvimento (Bilby
et d. 1999).

Sabe-se ainda que o incremento na concentracdo sérica de IGF-1 varia com a dose
de rbST utilizada, visto que a gplicacdo de 500 mg de rbST resulta em maior producdo de
IGF-1 que aquela acangada com o uso de 200 mg rbST (Bilby et d. 1999). Portanto, a
producéo de IGF-1, estimulada pela aplicacdo de reduzidas concentragdes de rbST, podem

ser insuficientes para promover tanto o desenvol vimento embrionario quanto a secrecao das
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Tabela 01. NUmero de animais e taxa de gestacéo em receptoras de embrido tratadas ou

nao com 250 mg de rbST no estro

Tratamentos N Gestantes  N&o Gestantes Gestacao (%)*
Controle 22 11 11 502
rbST 30 14 16 46,62

* Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado
(P>0,05)

glandulas endometriais, ndo ocasionando 0 aumento da taxa de gestacdo esperada (Moreira
et d., 2002).

Ainda que a dose de rbST aplicada tenha resultado em um possivel incremento
em bST e IGF-1, a auséncia de uma resposta positiva na taxa de gestacéo pode ter sido
influenciada pela utilizac&o de novilhas.

Embora estudos comparando diferentes categorias animais submetidas a uma
mesma dose de rbST ndo tenham sido conduzidos até o momento, experimentos
utilizando-se doses elevadas de rbST, portanto ndo limitantes no que diz respeito auma
possivel elevacdo na concentracéo sérica de bST e IGF-1, tem sido conduzidos. Como
exemplo, a aplicacdo de 25 mg/dia de rbST do estro até o décimo sexto dia do ciclo
estral em vacas lactantes resultou em aumento de 12,5% na taxa de gestacéo (Lucy et
al., 1995). Em adicdo, aumento na taxa de gestacdo foi também observado em vacas
lactantes tratadas com 500 mg de rbST no estro (Moreira et a., 2002). Entretanto,
resultados ndo significativos na taxa de gestagéo foram obtidos com a aplicacéo de 500
mg de rbST em novilhas receptoras de embrido (Fonseca, 1999; Hader et a., 2003),
ainda que a aplicacdo de rbST (41,2 mg/dia) sgja ministrada por um periodo de 150 dias
(Grings et a., 1990).

Uma possivel explicacéo para essas diferentes respostas entre categorias animais
pode ser devido as diferencas metabdlicas e fisioldgicas existentes entre si. No caso de
vacas |lactantes, que possuem baixa concentracdo de |GF-1 em decorréncia da lactagéo,
a rbST pode resultar em incrementos na concentracdo de IGF-1, corrigindo, assim, um
desequilibrio enddcrino e metabdlico causado pela lactacdo (Thatcher et al., 2004). Em
novilhas, as concentracBes de IGF-1 sdo superiores aquelas encontradas em vacas,

podendo, dessa forma, ndo responder a aplicacéo de rbST de modo satisfatério (Bilby et
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a., 1999). Portanto, vacas lactantes podem ser consideradas relativamente mais
sensiveis e responsivas a0 bST e IGF-1 que novilhas, tendo o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos embrides melhorados (Thatcher et a., 2004).

Conforme citado anteriormente, a dose (Bilby et al., 1999) e a categoria animal
(Thatcher et al., 2004) podem afetar a taxa de gestagéo. Dessa forma, devido ao fato de
novilhas apresentarem menor resposta a aplicacdo de rbST (Bilby et al., 1999), parece
provavel que o tratamento com doses superiores pudessem aumentar o estimulo
hormonal aos embrides. No entanto, ndo ha relatos na literatura com a utilizacdo de
doses superiores a utilizada neste experimento, aplicadas em novilhas durante o estro.

A auséncia de um efeito positivo da rbST na taxa de gestacdo obtida no presente
estudo (Tabela 01) possivelmente ndo esteja relacionada com a aplicagcdo de rbST em
novilhas receptoras de embrido no estro (dia zero do ciclo estral). A aplicagdo de
somatotropina no estro garante concentractes elevadas de bST e IGF-1 durante 14 dias
(Bilby et a., 1999). A acdo destes hormbdnios ocorre primeiramente no Utero,
aumentando as condi¢des uterinas em sustentar uma gestacéo (Hasler et al., 2003) e,
posteriormente, entre 0 sexto e décimo quarto dia do desenvolvimento do embrido, que
€ considerado um periodo critico (Bilby et al., 1999).

Sendo assim, um tempo superior de exposicdo do Utero a bST e IGF-1, antes da
transferéncia dos embrides (Hasler et a., 2003), em conjunto com a exposi¢cdo dos
embrides aos horménios, durante o seu periodo critico de desenvolvimento (Moreira et
a., 2002), sdo essenciais para proporcionar incremento na taxa de gestacdo. Desta
forma, observa-se que, a administracdo de rbST em vacas lactantes, durante o estro,
garante um ambiente uterino capaz de estimular o desenvolvimento embrionario com
consequiente aumento na taxa de gestacéo (Moreiraet a., 2002). No entanto, a aplicacdo
de rbST em novilhas receptoras de embrido no quinto (Fonseca et a., 1999) e no sétimo
(Hasler et al., 1993) dia do ciclo estra parece ser responsavel pelos resultados
semelhantes na taxa de gestacdo entre animais tratados ou ndo com 500 mg de rbST,
visto que, o Utero, antes da transferéncia do embrido, provavelmente, foi muito pouco
(Fonseca et a., 1999) ou ndo (Hadler et a. 2003) estimulado pelabST e IGF-1.

Apesar da aplicacdo de rbST ter sido redlizada nos animais em estro, 0s
resultados obtidos da taxa de gestacdo provavelmente séo decorrentes de outros fatores
como a dose de 250 mg de rbST administrada e pela categoria de animais utilizada
(novilhas) como receptoras de embri&o, conforme abordado anteriormente.
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Incrementos na taxa de gestacao séo alcangados administrando-se somatotropina
em animais subférteils (Morales-Roura et al.,2001) bem como em mulheres com
fertilidade reduzida obtendo-se elevacdo da taxa de implantagdo embrionaria (Tzeng et
al., 1993). Entretanto, a taxa de gestacdo das novilhas receptoras de embrido esta
proxima a encontrada por outros pesguisadores (Diniz & Jacomini;1994; Fonseca,
1999) inferindo-se assim afertilidade normal deste rebanho.

4.2. Concentracao de Progesterona Sérica

A concentracdo de progesterona sérica no dia da transferéncia de embrides das
receptoras est4 apresentada na Tabela 02. Nao houve diferenca entre os animais
experimentais (teste F, P>0,05), ainda que em valores absolutos a concentracéo de
progesterona sérica dos animais tratados com 250 mg rbST (T2) tenha sido ligeiramente
superior aos controles (T1). Além disso, o ato coeficiente de variagdo observado
(Tabela 02) indica a necessidade de um elevado nimero de repeticOes para detectar
pequenas diferencas entre os animais dos tratamentos. Ressalta-se que, no tratamento
rbST, trés amostras de sangue foram perdidas por hemdlise, diminuindo para 27 o
ndmero de amostras.

Embora a administracdo de 250 mg de rbST ndo foi capaz de elevar a
concentracdo de progesterona sérica, observou-se que a elevacdo da concentracdo deste
horménio tanto in vitro (Lieberman & Schams, 1994) quanto in vivo (Gallo & Block et
al., 1991) foi dose-dependente. Aumento na concentracdo de progesterona sérica foi
obtido com a administragcao de 500 mg de rbST em vacas, no estro de vacas (Morales-
Roura et a., 2001) e com a aplicagdo de 320 e 640 mg de rbST em vacas lactantes
(Galo & Block, 1991). Ja, a administracdo de uma dose total de 250 mg de rbST em
novilhas, com inicio do tratamento no estro, ndo aumentou a concentracdo de
progesterona, apesar do aumento numeérico absoluto nafase luteal inicial do ciclo estral
(Lucy et a., 1994). Desta forma, é possivel que doses maiores, as quais causam
elevacdo na concentracéo de bST e IGF-1 (Bilby et al., 1999), pudessem estimular a
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Tabela 02. Concentracdo sérica de progesterona no dia da inovulagdo embrionaria em

receptoras tratadas ou ndo com rbST.

Tratamentos N Progesterona (P4)* Coeficientede
(ng/mL) Variacéo (%)
Controle 22 1,48+ 0,72a 49
rbST 27 1,71+ 0,74a 43

* Valores representam a concentracdo média + desvio padréo. Valores seguidos de mesma letra
na coluna néo diferem entre si pelo teste F (P > 0,05)

sintese de progesterona pelo corpo IGteo, visto que, a administracdo de dose reduzida de
250 mg ndo foi suficiente para promover a elevacdo do hormdnio em questdo. No
entanto, a utilizacdo de dose de 500 mg em novilhas, no quinto dia do ciclo estral, ndo
proporcionou diferencas entre os animais, além do mais, esta mesma dose administrada
em novilhas, no terceiro dia do ciclo estral, causou diminui¢do na concentragdo de Pa.
(Borges et al., 2001). Esta diminuigéo pode ocorrer devido ao aumento no metabolismo
e no fluxo sanguineo hepético causado pela somatotropina bovina, e com isso, o
clearance hormonal (Foxcroft et al., 2000).

Outro fator que pode afetar a concentragéo de progesterona € a categoria animal
quando se faz uso de somatotropina (Lucy et al., 1994). A aplicagéo de 250 mg de rbST
em novilhas em estro ndo aumentou a concentragdo de progesterona. A auséncia de
efeitos positivos na concentracdo de progesterona, com a utilizacdo de novilhas, foi
observada nos trabalhos de Fonseca (1999), Gong et al. (1991) e Lucy et a. (1994).
ConcentracOes mais elevadas de progesterona forma encontradas com a utilizagéo de
vacas lactantes (Schemm et al., 1990 e Gallo & Block,1991). A administracéo de rbST
causa uma acdo diferenciada da bST e do IGF-1 no ovario de vacas lactantes, cujas
capacidades esteroidogénicas encontram-se comprometidas pela lactacéo (Lucy et a.,
1995).

Adicionalmente, Gallo & Block (1991) verificaram que vacas em lactacéo
possuem baixa concentracdo sérica de IGF-1. Assim, o tratamento com rbST eleva a
concentracao de IGF-1, que possui papel importante no aumento da captacéo e absorcdo
de lipoproteinas e na esteroidogénese da célula da granulosa e luteal, estimulando,
portanto, a sintese de P, (Veldhuis et a.,1986). No entanto, em novilhas, cujos niveis

enddgenos de |GF-1 séo superiores aos de vacas em lactacdo, aplicacdes de rbST podem
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ndo surtir efeito devido o limiar de bST e IGF-1 circulante (Lucy et a.,1994) ou até
responder negativamente devido a um desequilibrio enddcrino (Borges et al.,2001).

O dia do ciclo estral em que os animais receberam a somatotropina
provavelmente ndo tenha influenciado a concentracdo de progesterona sérica. (Lucy et
al., 1994). A acdo estimulatoria da bST e IGF-1 ocorre quando o inicio do tratamento
coincide com a formacdo do corpo lateo (Lucy et al., 1994). A somatotropina causa
mudancas durante o desenvolvimento inicial do corpo lUteo, levando a um
remodelamento das células luteais (Lucy et a., 1994) e aumento da esteroidogénese
principalmente durante a fase luteal iniciad (Schemm et al., 1990; Liebermann &
Schams, 1994) e intermediaria (Schemm et al., 1990). Desta forma, a aplicacdo de
somatotropina no quinto e sétimo dia do ciclo estral por Fonseca et al. (1999) e Gong et
a. (1997), respectivamente, provavelmente ndo causou efeito sobre o CL formado,
explicando, assim, afalta de estimulo na sintese de progesterona.

Embora o inicio do tratamento com 250 mg de rbST tenha coincidido com o
desenvolvimento inicial do CL, ou sga, administrado no estro, a ndo elevagdo na
concentracdo de progesterona sérica pode ser decorrente, principalmente, da dose de
250 mg, insuficiente em promover incrementos ha sintese e ou liberacdo de
progesterona, e pela utilizacdo de novilhas, visto que, sG0 menos responsivas a
somatotropina (Bilby et al., 1999).
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5. CONCLUSAO

A aplicagdo de 250 mg de rbST em novilhas receptoras de embrido em estro ndo
promove incrementos na concentracdo sérica de progesterona, tampouco na taxa de

gestacdo.
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7. APENDICE

Tabela 01. Distribuicdo dos embrides quanto a qualidade e estégio de desenvolvimento

de acordo com araga da doadora no grupo de receptoras controle.

Classificacao embrionéria Simental Red Angus Total de embrides
Morulal 1 5 6
Morulall 3 2 5
Morulalll 5 3 8
Blastocistoinicial | - 2 2
Blastocisto I 1 - 1

Total deembrides 10 12 22

Tabela 02: Distribuicéo dos embrides quanto a qualidade e estagio de desenvolvimento

de acordo com araga da doadora no grupo de receptoras rbST.

Classificagdo embrionéaria Simental Red Angus Total de embrides
Morulal 4 5 9
Morulall 3 2 5
Morulalll 3 3 6
Blastocistoinicial | 3 - 3
Blastocisto inicial |1 4 - 4
Blastocisto | 1 - 1
Blastocisto expandido | - 1 1
Blastocisto expandido I 1 - 1

Total deembribes 19 11 30
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