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RESUMO

MARQUES, Paulo Alexandre Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2006. Influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST)
aplicada em receptoras de embribes bovinos, no dia do estro, sobre variaveis
reprodutivas. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Co-Orientadores: Carlos
Antdnio de Carvalho Fernandes, Ciro Alexandre Alves Torres

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da administragao, no dia do
estro, de 500 mg de rbST (somatotropina bovina recombinante) em receptoras
inovuladas com embrides transferidos a fresco e de 250 e 500 mg de bST em
receptoras inovuladas com embrides descongelados, sobre a concentragdo sérica de
progesterona (P4) no dia da inovulagdo e a taxa de gestagao aos 30 dias. As amostras
de sangue foram coletadas no dia das inovulagdes por puncdo da veia ou artéria
coccigea para analise da concentragdo sérica de P4. Foram utilizadas 259 receptoras
mestigas, avaliadas como aptas a reproducdao e divididas em dois estudos. No
primeiro estudo foram utilizadas 144 receptoras, inovuladas com embrides a fresco,
distribuidas aleatoriamente entre os tratamentos. O controle (T1) foi constituido por
77 receptoras e o tratado (T2) por 67 receptoras que receberam a administragao de
500 mg de rbST no momento do estro. Em um segundo estudo utilizou-se 115
receptoras inovuladas com embrides descongelados subdivididas em trés
tratamentos. O controle (T1) foi constituido por 53 receptoras, o tratado 2 (T2) por
22 receptoras submetidas a administragdao de 250 mg de rbST e o tratado 3 (T3) por
40 receptoras que receberam a administracdo de 500 mg de rbST. As fémeas do
primeiro estudo apresentaram taxas de gestacdes de 65,7% (44 receptoras gestantes)
entre os animais do grupo T2 e 32,5% (25 receptoras gestantes) para os do grupo T1,
o que demonstra o efeito positivo (P<0,01) do uso da rbST sobre a taxa de gestagao.
Entretanto, as concentragdes médias de P, sérica no dia da inovulacdo foram de
2,54+0,19 ng/mL para os animais do T1 e 2,27+0,20 ng/mL para os do T2, nao
sendo observada diferenga (P>0,05). No segundo estudo as taxas de gestacoes
encontradas foram de 45,3% (24 receptoras) para T1, 50% (11 receptoras) para T2 e
52,5% (21 receptoras) para T3. As concentracdes médias de P4 sérica no dia da
inovulagdo foram de T1 (controle) = 5,41+2,33 ng/mL, T2 (250 mg rbST) =
5,77£2,19 ng/mL e T3 (500 mg tbST) = 4,77+1,78 ng/mL. Os resultados obtidos

neste segundo estudo demonstram a auséncia de efeito (P>0,05) do uso da rbST



sobre as taxas de gestacdes e as concentragdes séricas de Ps. Concluiu-se que a
aplicacdo de 500 mg de rbST em receptoras inovuladas com embrides a fresco no
momento do estro, foi capaz de melhorar a taxa de gestagdo, mas ndo a concentragdo
sérica de progesterona. No entanto, ao serem administradas 250 ou 500 mg de rbST
receptoras inovuladas com embrides descongelados conclui-se a auséncia de efeito

positivo nas taxas de gestagdes e nas concentragdes séricas de progesterona.
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ABSTRACT

MARQUES, Paulo Alexandre Fernandes, M.Sc., Universidade Federal Vigosa,
december 2006. Influence of recombinant bovine somatotropin (rbST)
applied in bovine embryo recipients, at estrous day, upon reproductive
variables. Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Co-Adviser: Carlos Antonio de
Carvalho Fernandes and Ciro Alexandre Alves Torres

The objective of the present study was to evaluate the effect of the
administration, of 500 mg rbST (recombinant bovine somatotropin) in the moment
of estrous of recipient heifers and cows inovulation with fresh embryos and 250 and
500 mg rbST in recipient inovulated with defrosted embryos, in progesterone serum
concentration (P4) on the day of the inovulation and at the pregnancy rate at day 30.
Blood samples were collected in the day of the inovulation by puncture of the
coccygeal vein or artery for assaying of the serum P4 concentration. 259 crossbred
recipients, appraised as able for reproduction, were used and divided in two studies.
In the first study 144 recipient heifers received fresh embryos, randomly sorted
among the experiments. The control (T1) was composed by 77 recipients, and the
treated (T2) 67 recipients that received 500mg rbST at the moment of estrous. In a
second study, it was used 115 recipients that receive defrosted embryos subdivided
in 3 treatments. 53 recipient heifers composed the control (T1), the treated 2 (T2)
was composed by 22 recipients that received 250 mg of rbST and the treated 3 (T3)
was composed by 40 recipients that received 500 mg of rbST. The pregnancy rate of
the first study was 65.7% (44 pregnant recipients) among the animals of T2 and
32.5% (25 pregnant recipients) at T1, which demonstrates the positive effect
(P<0.01) from the use of rbST on pregnancy rate. However, the average
concentrations of serum P4 in the day of the inovulation was 2.54+0.19 mg/ml for
the animals of T1 and 2.27+0.20 mg/ml for the T2, there was no difference (P>0.05).
The pregnancy rate of the second study recipients was 45.3% (24 recipients) among
the animals of the group T1, 50.0% (11 recipient) for T2 and 52.5% (21 recipient)
for T3. The average concentrations of serum P4 in the day of the inovulation were:
T1 (control) = 5.41+2.33 mg/ml, T2 (250 mg rbST) = 5.77£2.19 mg/ml and T3
(treated - 500 mg rbST) = 4.77 £ 1.78 mg/ml. The results of the second study
demonstrate the absence of effect (P>0.05) on the rbST use over the pregnancy rate

and the serum P4 concentration. We can conclude that the administration of 500 mg

xii



rbST in recipient inovulation that receive fresh embryo at the moment of the estrous
was able to improve the pregnancy rate, but not the concentration of progesterone
serum P4. However, when administered 250 or 500 mg rbST in recipient inovulated
that receive defrosted embryos, we are able to conclude that there was no positive

effect on the pregnancy rate and on the progesterone serum concentration.
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I. INTRODUCAO GERAL

A pecudria mundial, nas ultimas décadas, vem exigindo dos produtores
maxima eficiéncia produtiva no intuito de garantir um maior retorno econdmico com
a atividade. Assim, a otimiza¢do da eficiéncia reprodutiva ¢ um dos principais
fatores que contribuem para o incremento na eficiéncia produtiva e lucratividade dos
rebanhos bovinos (Kozicki et al., 2005).

A partir do século XIX na Inglaterra, deu-se inicio a estudos sobre
biotécnicas reprodutivas no sentido do desenvolvimento da selegdo e dos sistemas de
producao animal (Rodrigues, 2001; Nagano et al., 2004). Dentre as biotecnologias, a
transferéncia de embrides (TE) assumiu um papel de destaque comercial durante a
década de 70 nos Estados Unidos e no Brasil a partir da década de 80, quando
passou a ser difundida (Reichenbach et al., 2001).

O Brasil destaca-se por possuir o maior rebanho comercial de bovinos do
mundo, com um total de 163,9 milhdes de animais (ANUALPEC, 2006), sendo o
principal sistema de servigo o regime de monta natural, que produz com maxima
eficiéncia apenas uma cria por ano.

Segundo Fernandes (1999), a técnica de transferéncia de embrides em
bovinos vem crescendo nos ultimos anos, trazendo consigo novas perspectivas para
o melhoramento e a reproducdo animal, no sentido de acelerar o ganho genético do
rebanho e, consequentemente, maior aproveitamento do potencial reprodutivo de
fémeas bovinas de genética superior (Rodrigues, 2001), que utilizadas
exclusivamente para a TE e sob boas condi¢des de manejo, pode alcangar em média
vinte produtos no mesmo periodo. Num programa de TE s3o dadas especiais
atencdes as doadoras, ao contrario das receptoras que sao relegadas a segundo plano
(Fernandes, 1999). Esse procedimento pode levar a uma queda na taxa de gestagao
das receptoras, tornando-se assim, um dos entraves na difusdo dessa tecnologia,
elevando-se os custos e diminuindo-se os beneficios.

Neste contexto, os aspectos nutricionais, sanitirios € ambientais sdo de suma
importancia para o indice de fertilidade das receptoras, sendo estas subestimadas
pelos técnicos e nao tendo merecido as devidas atengdes.

Estudos tém sido realizados no intuito de correlacionar o perfil hormonal a
sobrevivéncia embriondria, principalmente nas trés primeiras semanas de gestacao,

considerando-se que a diminui¢do na secre¢do de progesterona pelo corpo luteo
1



pode refletir em perdas embrionarias. Esta condicdo pode ser explicada pelo
estabelecimento ¢ manutencdo da gestacdo, € o crescimento embrionario estarem
correlacionados com a concentragdo de progesterona secretada pelo corpo luteo.

A administracdo da somatotropina bovina recombinante (rbST) tem sido
amplamente utilizada com a finalidade de aumentar a produgdo leiteira e produzir
melhores indices reprodutivos em resposta ao tratamento superovulatorio. Apesar de
nos ultimos anos as pesquisas sobre rbST em doadoras de embrido terem
acrescentado novos conhecimentos, pouco se tem pesquisado sobre sua aplicagdo em
receptoras de embrides no aumento da taxa de gestacdo.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito da aplicagdo de rbST em
receptoras inovuladas com embrido, no dia do estro, na concentracdo sérica de

progesterona e na taxa de gestagao.

Il. REVISAO DE LITERATURA

11.1. Fisiologia do Ciclo Estral em Bovinos

Os bovinos caracterizam-se por serem animais poliestrais e apresentarem
ciclos estrais regulares ao longo de todo o ano, com duracdo média de 21 dias,
podendo variar de 18 a 24 dias (Reichenback et al., 2001; Hafez, 2004).

A fisiologia do ciclo estral ¢ complexa e depende da perfeita interagdo entre
diferentes componentes foliculares, luteais, uterinos e do sistema nervoso central
(hipotalamo e hipofise). Esta integragdo ¢ regulada por eventos hormonais, de
natureza enddcrina, paracrina e autdcrina, que culminam nos processos de
crescimento folicular, maturagdo do ovdcito, ovulagdo, formacdo do corpo liteo e
lutedlise (Campbell et al., 1995).

Na espécie bovina a formagao da reserva primordial de foliculos ovarianos se
da durante a vida fetal ou logo apds o nascimento (Hafez, 2004). Entretanto, os
mecanismos responsaveis pela ativagao destes foliculos primordiais, ainda ndo estdo
completamente elucidados (Fonseca & Mafftili, 2002).

O crescimento folicular envolve o desenvolvimento sincronico de um grupo
de foliculos, denominado onda folicular (Ginther et al., 1989). Em vacas e novilhas
normalmente ha duas (Figueiredo et al., 1995; Borges et al., 2001c; Alves et al.,

2002;) ou trés (Sirois & Fortune, 1988; Borges et al., 2001c; Alves et al., 2002)



ondas foliculares por ciclo, e em alguns casos quatro ondas de crescimento folicular
em animais da raca Gir (Ferreira et al., 2004).

Autores como Figueiredo et al. (1997) e Alves et al. (2002) relataram que
variagdes quanto ao numero de ondas foliculares podem existir entre animais
pertencentes a mesma raga ou até no mesmo animal, podendo observar uma, duas ou
trés ondas, ou mais raramente, quatro. A primeira onda de crescimento folicular tem
inicio um a trés dias apos o estro, apresentando uma fase de crescimento que
compreende desde a emergéncia até o 8° dia apds o estro; uma fase estdtica
compreendida entre o 8° ¢ o 10° dia. Ap6s o 10° dia ocorre a fase de regressdo. A
emergéncia da segunda onda de crescimento folicular tem inicio em media no 10°
dia apds o estro, quando o processo se reinicia (Vasconcelos, 2000). O foliculo
dominante da ultima onda folicular produz elevada quantidade de estradiol (E,)
capaz de realizar uma retroalimentacdo positiva sobre a adeno-hipofise, suficiente
para promover o pico ovulatorio do hormoénio luteinizante (LH; Binelli, 2000).

Nesse contexto, a dinamica folicular pode ser dividida em trés estdgios:
recrutamento, selecdo e dominancia folicular. Adicionalmente, pode ser dividido em
quatro estagios de acordo com a atividade hormonal predominante: gonadotrofina
independente, FSH dependente, FSH-LH dependente ¢ LH dependente (Ginther et
al., 1996).

O periodo gonadotrofina independente (foliculogénese basal), que vai até
proximo ao recrutamento folicular, sob o controle de peptideos intra-foliculares
como a activina e o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I (IGF-I),
caracteriza-se pelo surgimento de receptores de FSH durante a foliculogénese pré-
antral (Driancourt, 2001). O recrutamento ¢ a fase na qual um grupo de foliculos,
menores que 5 mm de didmetro, inicia um rapido crescimento estimulado pela
gonadotrofina hipofisaria suficiente, FSH dependente. No processo de selecao
apenas dois a cinco foliculos continuardo o crescimento, enquanto os demais entram
em atresia (fase FSH-LH dependente) (Vasconcelos, 2000). A fase de dominancia
(fase LH dependente) caracteriza-se pelo foliculo selecionado competir com o
crescimento dos demais foliculos da mesma onda, e continuar o0 seu
desenvolvimento, possibilitando assim, a sua ovulacao (Lucy et al., 1992b).

Durante esta Uultima fase, o foliculo dominante por possuir altas
concentragdes de estradiol e inibina, inibe o crescimento dos foliculos subordinados

de forma indireta, via retroalimentacao, pela diminui¢do na concentragdo do FSH e
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reducdo do niimero de receptores nos mesmos. Por seu maior nimero de receptores
para gonadotrofinas e maior aporte sangiiineo, o foliculo dominante torna-se capaz
de manter seu crescimento e ovular (Fortune, 1994).

Apb6s a ovulagdo acontece uma reorganizacdo das células foliculares,
derivadas de células da granulosa e da tega interna, em células esteroidogénicas
(pequenas e grandes células luteais) e nao esteroidogénicas (células endoteliais,
vasculares e fibroblastos) no sentido de formar o corpo luteo (Pate, 1996), que
permanece ativo por aproximadamente 17 a 18 dias ao longo do ciclo estral (Ohtani
et al.,, 1998). Segundo Vaca et al. (1983), o corpo luteo (CL) secreta quantidades
crescentes de progesterona (P4) do 3° ao 7° dia do ciclo estral (dia 0 = estro), e por
volta do décimo dia do ciclo estral, atingi sua produ¢cdo méaxima. No caso do animal
gestante, a P, produzida pelo CL exerce feedback negativo sobre o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, limitando a amplitude e freqiiéncia dos pulsos de
LH, inviabilizando assim uma nova ovulagcdo e mantendo a gestacdo (Ginther et al.,
1996). Adicionalmente, a secre¢do de P4 inibe a sintese e expressdo de receptores de
oxitocina e estradiol no tutero, detendo a sintese e secre¢do de prostaglandina
(PGF,,), e desta forma, inviabilizando a lutedlise prematura (Wathes & Lamming,
1995).

Em animais ndo gestantes com a queda progressiva da Ps, pequena
quantidade de PGF,, comeca a ser sintetizada a partir dos 4cidos graxos acumulados
durante a fase progesteronica (Wathes & Lamming, 1995) e secretada pelas células
do epitélio uterino, por uma série de reagdes enzimaticas a partir dos fosfolipideos
(Okuda et al., 2002). Pelo mecanismo de contra corrente, a PGF,, via sistema
venoso uterino passa para a artéria ovariana, alcancando o ovario (Alvarez, 1987),
onde promove incremento inicial na secrecdo de oxitocina. Os estrogenos,
secretados pelos foliculos da ultima onda folicular, estimulam a sintese e expressao
dos receptores de oxitocina no utero. Entdo, os estrogenos e oxitocina provenientes
do ovario intensificam a produ¢do de PGF,, que alcanca concentragdes maximas ao
redor do 17° dia do ciclo estral, desencadeando a lutedlise do CL e posterior retorno

da fémea ao estro (Wathes & Lamming, 1995).

11.2. Importancia da Progesterona no Estabelecimento da Gestacéo
O corpo luteo (CL) ¢ uma glandula enddcrina transitoria, formada a partir da

ruptura do foliculo ovulatério e que desempenha a fungdo primaria de sintese e
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secrecdo de progesterona, a qual € responsavel pelo estabelecimento e manutengao
da gestacao (Milvae et al., 1996; Webb et al., 2002), ao longo dos 200 primeiros dias
de gestagdo de fémeas bovinas (Reis et al., 2004). Ao CL também compete a
duracdo e a regulacao dos ciclos estrais (Viana et al., 1999), permanecendo ativo por
aproximadamente 17 a 18 dias ao longo do ciclo estral, na espécie bovina (Ohtani et
al., 1998).

O CL ¢ formado a partir da proliferacio e diferenciagdo das células
foliculares da teca e da granulosa apds a ovulagdo. As células da granulosa e da teca
interna irdo dar origem as grandes células esteroidogénicas luteais (LLC) e as
pequenas células esteroidogénicas (SLC), respectivamente (Fields & Fields, 1996).
Esta glandula, necesséria ao sucesso da gestagdo, foi identificada pela primeira vez
em 1903 por Frankel (citado por Fonseca,1999), em estudos com coelhos, onde
demonstraram que a sua remog¢ao culminava na interrupgao da gestagao.

A progesterona (P4), principal hormoénio sintetizado pelo CL, tem como
precursor para a esteroidogénese o colesterol, que ¢ sintetizado pelo figado e
transportado as células esteroidogénicas como as células da teca interna e da
granulosa, do corpo luteo, células de Leydig e da coértex da adrenal na forma de
lipoproteinas (Krisans, 1996). As principais vias utilizadas para a sintese de P4, a
partir do substrato colesterol, sdo as lipoproteinas de alta densidade (HDL), as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e os ésteres de colesterol. Uma vez no
interior da célula, as lipoproteinas sdo quebradas por enzimas e introduzidas na rota
esteroidogénica (Milvae et al., 1996).

Segundo Mann et al. (1995), a baixa concentragdo de P4 promove um
prematuro mecanismo de lutedlise. Assim, o melhor desenvolvimento do concepto
estd correlacionado a concentragdo de P4 produzida pelo CL (Binelli, 2000). Isto
porque a P4 estd diretamente envolvida no controle do mecanismo de lise do CL, via
inibicdo do desenvolvimento de receptores endometriais de oxitocina (Lau et al.,
1992).

Entretanto, ao longo do ciclo estral a secrecdo e a concentracdo de P4
apresentam variagdes ciclicas em decorréncia da fase funcional do CL (crescimento,
manutengao e regressao). No estro sdo encontradas concentragdes de P4 abaixo de 1
ng/mL e alcangando valores de 4,5 ng/mL, ao redor do décimo dia, em vacas de
racas zebuinas (Adeyemo & Health, 1980) e 16ng/mL em vacas da raga holandesa

(Badinga et al., 1994). Em vacas zebuinas gestantes a concentragdo média de
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progesterona observada entre o 6° e 9° dias apds o estro € de 2,46 ng/mL (Mucciolo
& Barberio, 1983).

Segundo Mann et al. (1995), a P4 no inicio da gestacdo ¢ responsavel por
estimular as secre¢des endometriais fundamentais ao desenvolvimento embrionario.
Estudos tém relatado que a sustentagdo de elevadas concentracdes de P4, no plasma
sangiiineo materno, tem apresentado correlagao positiva com a sintese de interferon-
tau (IFN-1) pelo embrido, fator essencial no reconhecimento da gestagdo (Mann et

al., 1995; Kerbler et al., 1997; Mann & Lamming, 2001).

Reis et al. (1993) observaram a existéncia de um efeito positivo entre a
concentragdo elevada de progesterona apresentada por receptoras de embrido no dia
da inovulacdo (7° dia do ciclo estral) e a taxa de concep¢do. Em contrapartida,
Solano et al. (2004) ndo observaram diferengas nas concentragdes de P4 no dia da
TE entre receptoras bovinas gestantes ¢ ndo gestantes. Estes ultimos pesquisadores
relatam elevada variacao na concentragao de P4 em receptoras de embrido gestantes,
desde 0,58 a 16 ng/mL, indicando que a concentra¢do da P4 no dia da TE ndo pode

estar correlacionada com a taxa de gestacao.

11.3. Reconhecimento Materno Fetal

A reproducao dos mamiferos ¢ caracterizada pela implantacdo do embrido no
endomeétrio, resultado de uma série complexa de eventos que se iniciam com a
aposi¢do, adesdo e fixagdo do blastocisto ao TUtero, e termina com a formagdo da
placenta (Fonseca, 1999).

O reconhecimento materno da gestagdo ¢ um processo de interagdo fémea e
as c¢lulas trofoblasticas do embrido, as quais secretam substancias responsaveis pela
sinalizacdo a fémea da necessidade de manutencdo da gestacdo. Em ruminantes este
processo de regulacdo paracrina sobre o endométrio compete ao concepto,
resultando na inibi¢do da secrecdo luteolitica da PGF,, (Thatcher et al., 1997). Este
periodo, conhecido como fase critica no estabelecimento da gestacdo, esta
compreendido entre o 15° e 17° dia do ciclo reprodutivo para fémeas bovinas
(Binelli, 2000).

Estudos tém dado destaque ao IFN-t como a secre¢do mais importante no
reconhecimento e manutencao da gestagdo em vacas (Kerbler et al., 1997; Thatcher

et al., 1997; Binelli et al., 2001), substancia esta produzida pelas células



trofoblasticas embrionarias em grande quantidade (Imakawa et al., 1989). Isto foi
comprovado por Martal et al. (1997) ao administrarem proteina trofoblastica intra-
uterina no momento da implantacdo, refletindo em diminui¢do na taxa de
mortalidade embrionaria. Em bovinos o IFN-t comeca a ser secretado por volta do
8° ao 10° dia de gestacdo e seu pico ¢ alcangado entre o 14° ¢ 17° dia (Wathes &
Lamming, 1995).

Segundo Binelli (2000) e Thatcher et al. (2001a), o IFN-t ¢ o elemento chave
no processo anti-luteolitico devido a sua capacidade de supressdo da sintese de
PGF,,, via inibicdo da proteina kinase C (PKC), fosfolipase A, COX 2 ou
receptores para oxitocina e estradiol. Porém, em bovinos o estimulo para secre¢ao
pulsatil de PGF ainda ndo estd totalmente elucidado. A utilizacdo de células
epiteliais do endométrio de fémeas bovinas tratadas com éster de forbol (PDBu),
substancia capaz de produzir PGF via ativagdo da enzima PKC, apresentou
capacidade de inibi¢ao da sintese de PGF pelo IFN-t (Binelli et al., 2000).

Autores como Kim & Fortier (1995) relatam o fator ativador de plaquetas
derivado do embrido (EDPAF) como sendo também de grande importancia no
reconhecimento materno da gestacdo. O EDPAF ¢ secretado no periodo pré-
implantacao (Battye et al., 1991) pelo concepto, sendo outro fator responsavel pela
manuteng¢ado inicial da gestacdo (Martal et al., 1997), influenciando no processo de
implantacdo (Ryan et al., 1990). Battye et al. (1992) trabalhando com ovelhas,
observaram a capacidade da EDPAF na supressdo da secrecdo de PGF,, via

bloqueio da PKC.

I1.4. Transferéncias de Embrides e Perdas Embrionarias

Virios fatores podem influenciar direta ou indiretamente sobre a taxa de
sobrevivéncia embrionaria ap6s a TE como anormalidades cromossdmicas, efeito da
doadora, idade e qualidade dos embrides transferidos, método e local da
transferéncia, sincronia doadora-receptora, estado nutricional, concentracdes séricas
de progesterona da receptora e estresse calorico (Galimberti et al., 2001).

Segundo Thatcher et al. (1994b), o ambiente uterino anormal decorrente de
anormalidades anatomicas, perda da competéncia em fun¢do da idade ou desbalango

hormonal que levariam a uma assincronia entre o desenvolvimento do embrido e o



utero, também podem contribuir para perdas embrionarias precoces. Além destas,
manipulagdo uterina e falhas de comunicagdo entre o embrido e o endométrio
também podem ser destacadas (Dunne et al., 2000; Solano et al., 2004).

A morte embrionaria ¢ reconhecida como a maior causa de reducdo na
fertilidade em bovinos (Diskin & Sreenan, 1980). Estudo realizado por Sreenan et al.
(2001) relataram que perdas embriondrias entre o periodo de fertilizacao e o 8° dia
de gestacdo, e entre o 16° e 45° dia de gestagdo sdo consideradas pequenas, todavia
sdo de grande relevancia as compreendidas entre o 8° ¢ 16° dia de gestacdo, que
podem variar de 70 a 80%.

A elevagdo da temperatura corporea durante o periodo de verdo pode
promover um aumento da temperatura uterina, com conseqiiente redu¢do na taxa de
gestacdo (Thatcher, 1974). Solano et al. (2004) observaram alta taxa de retorno ao
estro apés TE (70,3%) durante a estacdo chuvosa, o que foi creditado a elevada
temperatura no referido periodo. A elevacao de 0,85°C na temperatura retal de vacas
foi capaz de reduzir em 25,1% a taxa de gestagdo de vacas inseminadas (Pires et al.,
2002). A maior incidéncia de mortalidade embriondria decorrente de estresse
térmico ocorre entre o 6° e 14° dias de gestacdo (Ryan et al., 1993).

Nesse contexto, o estresse térmico tem sido apontado como fator
determinante no aumento de mortes embrionarias no periodo pos TE (Rensis &
Scaramuzzi, 2003), como resultado de variagcdes na temperatura e/ou afluxo
sangiliineo para o trato reprodutivo, aumentando o fluxo sangiiineo periférico.
Consequentemente, a diminuicdo da perfusdo de nutrientes e hormoénios para o
aparelho reprodutivo, pode comprometer sua fungao (Hansen & Aréchiga, 1999).

O comprometimento do crescimento embrionario também ¢ observado sob
altas temperaturas devido a menor produgdo de IFN-t pelo embrido (Rensis &
Scaramuzzi, 2003), principal fator responsavel pelo reconhecimento materno da
gestacdo, levando a morte embrionaria precoce (Thatcher & Hansel (1992), citado
por Binelli et al., 2001).

Um aspecto de grande relevancia ¢ que animais submetidos a condi¢des
estressantes, como por exemplo, temperatura ¢ umidade elevadas, durante o periodo
de desenvolvimento folicular, podem ter a formagao do CL comprometida levando a
uma disfuncao luteal (Wolfenson et al., 1995; Wilson et al., 1998ab). Pode ocorrer

também elevacdo na concentragdo de prostaglandina (Malayer et al., 1990) e



aumento na concentragdo de PGF,, afetando o desenvolvimento embrionario
(Schrick et al., 1993).

Martal et al. (1997) relatam que sdo necessarios maiores estudos e melhor
compreensdo dos mecanismos de controle do crescimento, diferenciagdo e
implantagdo do zigoto, no intento de se reduzir a mortalidade embrionaria em

ruminantes.

11.5. Somatotropina Bovina (bST)

A somatotropina bovina (bST) ou hormoénio do crescimento (GH) foi
identificada a partir da hipéfise bovina por influenciar varios processos metabolicos
e fisiologicos (Lucy, 2000; Kozicki et al., 2005). Trata-se de um peptideo com 192
aminoacidos e sintetizado pelas células acidofilas (somatotréficas) localizadas no
nucleo ventromedial da adeno-hipdfise (Guyton & Hall, 1997). Sua secregdo ¢
estimulada pela acdo do hormonio liberador de GH (GHRH) e inibida pela
somatostatina (fator inibidor de GH), ambos produzidos pelo hipotalamo (Bauman,
1992).

A somatotropina tem a capacidade de agir nos tecidos muscular, adiposo e
hepatico. Seus principais efeitos sao observados no aumento dos tecidos esqueléticos
e musculares, no aumento da disponibilidade de glicose na circulagdo e no estimulo
sobre o pancreas para a liberacdo de insulina (Prado et al., 2003).

Visando inicialmente o aumento da produgdo leiteira em ruminantes (Borges
et al., 2001b), foram desenvolvidos processos de produgdo da somatotropina bovina
recombinante (rbST) em escala industrial, a partir da técnica de DNA recombinante
em Escherichia coli (Santos et al., 2001).

Segundo Lucci et al. (1998) o efeito da bST sobre a producdo de leite tem
sido relatado por diversos estudos, e a aplicacdo de 500 mg/animal a cada 14, 21 ou
28 dias tém refletido num aumento significativo da producdo leiteira. Resultado
similar também foi encontrado por Ferreira et al. (2002), os quais trabalharam com
vacas holandesas primiparas tratadas com 500mg de bST, 24 horas ap6s o parto, e
verificaram aumento na producao de leite € no teor de gordura. Entretanto, o uso da
bST em vacas lactantes tem sido associado a diminui¢ao da eficiéncia reprodutiva,
como o aumento nos dias ao primeiro servico e a reducdo da freqiiéncia de estro

comportamental (Moreira et al., 2002).



Os orgaos reprodutivos de fémeas bovinas sofrem agdo da rbST aumentando
a populagdo de foliculos antrais recrutados (Buratini Jr. et al., 1999), controlando o
crescimento folicular e a fungdo do corpo luteo (Lucy et al., 1993). No utero,
estimula a atividade secretdria das glandulas endometriais (Thatcher et al., 2001b;
Moreira et al., 2002). Além disso, ¢ capaz de melhorar o desenvolvimento e a
sobrevivéncia embrionaria (Moreira et al., 2000; Moreira et al., 2002), acelerando o
desenvolvimento embriondrio (Nagano et al., 2004) e aumentando,
consequentemente, o indice de prenhez (Wathes et al., 1998).

Os receptores para a bST sdo encontrados no utero, ovarios e figado
induzindo a producdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-I)
(Lucy, 2000). Neste ultimo ¢ encontrada maior quantidade de receptores (Lucy,
2000; Kozicki et al., 2005), sendo o principal sitio responsavel pela sintese do IGF-I
(Kozicki et al., 2005) e de proteinas transportadoras (IGFBP), que sdo mediadores
hormonais nos processos metabolicos (Lucy, 1996). Segundo Cushmann et al.
(2001), a bST apods a sua aplicagdo persiste na circulagdo por até trés semanas
duplicando a concentragdo sangiiinea de IGF-1.

Moseley et al. (1992) relatam que ao serem administradas doses crescentes
de rbST, as concentracdoes de IGF-I aumentam justificando o fato da atividade
promotora do crescimento pela somatotropina dar-se em parte pelo IGF-I. O efeito
positivo da bST sobre o desenvolvimento folicular vem acompanhado da elevagao
nas concentragdes plasmaticas de somatotropina e IGF-I (Buratini Jr. et al., 1999).
Isto contrapde os resultados encontrados por Prado et al. (2003) que ao
administrarem dose Unica ou a cada 14 dias, durante 84 dias, ndo observaram
alteragdes nas concentragoes de IGF-I. O aumento nos niveis séricos de IGF-I ¢
observado em vacas no pré parto tratadas com rbST. Entretanto, a elevagao ¢
dependente do plano nutricional do animal (Pauletti et al., 2005).

A liberacao de IGF-I pelo figado, em resposta a terapia com rbST, tem
desempenhando papel importante no reconhecimento materno da gestacdo. Isto
ocorre devido a dependéncia parcial dos embrides ao IGF-I no sentido de secretar
fatores essenciais ao processo de sinalizagdo pelo embrido da sua presenga no utero
(Lucy et al., 1995).

O efeito da suplementacdo com hormdnio do crescimento e com IGF-I, ou
ambos em embrides foi comprovado em estudo utilizando cultura de células

embrionarias de bovinos (Mann & Lamming, 2001). Segundo esses pesquisadores,
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estas substancias promovem um desenvolvimento embrionario acelerado e aumento
no numero de células por embrido, resultando em maior secrecao de interferon-tau.
Adicionalmente, Wathes et al. (1998) sustentam que o principio do IGF-I ¢ regular a
atividade secretdria das glandulas endometriais, aumentando consequentemente, as
chances de levar a gestacao a termo devido a melhora no ambiente uterino.

Em doadoras de embrido, a utilizagao da rbST tém sido pesquisada no intuito
de avaliar a resposta superovulatéria desses animais, sendo responsabilizada por
aumentar o numero de embrides vidveis (Nagano et al., 2004; Neves et al., 2005).
Entretanto, esta condi¢cdo ndo foi observada por Borges et al. (2001b), os quais ao
administrarem rbST antes do processo de superovulacdo ndo encontraram efeito
positivo no niimero de estruturas recuperadas. Assim, o mecanismo de a¢do pelo
qual a rbST interfere na fungdo reprodutiva e melhora a performance reprodutiva
ainda ndo estd completamente esclarecido (Lucy et al., 1995).

11.5.1. Acédo Luteotrofica da bST

O corpo lateo quando comparado aos demais tecidos reprodutivos apresenta
um maior numero de receptores para bST (Lucy et al., 1994) e IGF-I (Pate, 1996).
Segundo Pavlok et al. (1996), a bST potencializa a secrecao de IGF-I desencadeando
uma cascata de eventos que, de forma direta e indireta, acelera o crescimento do
corpo luteo, a secrecdo de progesterona durante a fase luteinica do ciclo estral e
aumenta a concentragdo periférica de IGF-I.

O IGF-I desempenha importante papel no sentido de incrementar a captagao
e absor¢do das lipoproteinas, e no aumento da esteroidogénese pelas células da
granulosa (Buhr, 1987). Desta maneira, ¢ capaz de estimular o corpo luteo a
sintetizar progesterona durante a fase luteinica do ciclo estral (Borges et al., 2001a).

A aplicacdo de rbST promove o aumento no peso do corpo luteo (Lucy et al.,
1992a), na concentragdo sérica de progesterona (Schemm et al., 1990) e no nimero
de foliculos em vacas (Gong et al., 1991). Esta resposta pode estar associada ao
aumento na concentracdo de IGF na circulagdo (Peel et al., 1987) e no fluido
folicular, ou a a¢do direta da rbST sobre os ovarios (Lucy et al., 1992a).

Segundo Fonseca et al. (2001b) um pico na concentragdo de P4 é observado
48 horas ap6s a administracdo de rbST. Schemm et al. (1990) relataram que ao
administrarem 25 mg/dia de rbST durante o ciclo estral de vacas em lactagdo, foram
alcangados aumento na esteroidogénese ¢ no peso do CL durante este periodo,

demonstrando ser uma via alternativa para o incremento da fun¢do do CL. A rbST
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nos ovarios age nao s6 no incremento do desenvolvimento inicial, bem como
prolonga a fun¢ao do corpo luteo e também ¢ capaz de modular a dindmica folicular,
pela antecipa¢do da segunda onda folicular em novilhas (Lucy et al., 1994).

No intuito de induzir a formagao de CL acessorio via administragdo de rbST,
Fonseca et al. (2000) ndo obtiveram sucesso ao utilizarem esta terapia no 5° dia do
ciclo estral de novilhas. Fonseca et al. (2001b) utilizaram 13 novilhas receptoras
mesticas Holandés-Zebu que receberam 500 mg de rbST no quinto dia do ciclo
estral e ndo observaram a formagdo de corpo liteo acessorio, mesmo fato ocorrido
nos 12 animais do grupo controle sem o hormonio. Ao ser analisada a concentragdo
plasmatica de progesterona no 13° dia do ciclo estral de novilhas que receberam ou
ndo embrido, observou-se auséncia de efeito da terapia sobre os niveis de P, e taxa
de gestacdo (62,5%). Corroborando, Hasler et al. (2003) ao administrarem rbST logo
apos a TE em novilhas receptoras, também nao observaram elevacdo no indice de
gestagdo do grupo tratado quando comparado ao grupo controle.

Menores concentragdes séricas de progesterona para os animais tratados com
500 mg de rbST quando comparados ao grupo controle foram relatadas por Fonseca
et al. (2001b) e Thatcher et al. (2006). Isto pode ser devido a somatotropina
incrementar o metabolismo e o fluxo sangiiineo hepatico e, com isso, promover um

maior clearance hormonal (Thatcher et al., 2006).
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CAPITULO 1

USO DA SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (rbST), NO
DIA DO ESTRO, EM RECEPTORAS INOVULADAS COM EMBRIOES
BOVINOS A FRESCO

1. INTRODUCAO

A pecudria nacional no intuito de elevar a eficiéncia produtiva do rebanho
tem buscado utilizar novas tecnologias no sentido de garantir um maior retorno
econdmico com a atividade. Desta maneira, a transferéncia de embrides (TE) tem
assumido papel de destaque pela rapida multiplicagdo de material genético. Num
programa de TE sdo dadas especiais atencdes as doadoras, ao contrario das
receptoras que sdo relegadas a segundo plano (Fernandes, 1999), o que pode
influenciar na baixa taxa de gestag¢ao de receptoras.

A progesterona (P4) no inicio da gestacdo ¢ responsavel por estimular as
secregoes endometriais fundamentais ao desenvolvimento embrionario (Mann et al.,
1995). Além disso, a elevacdo nas concentragdes circulatérias desse esterdide pode
compensar um defeito na assincronia entre o ambiente uterino e os fatores
endocrinos indispensaveis ao crescimento embrionario (Thatcher et al., 1994a).
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Estudos tém relatado ha uma correlagdo positiva entre a concentragcao de P4 no
plasma sangiiineo materno e a sintese de interferon-tau (IFN-t) pelo embrido, fator
essencial no reconhecimento da gestacdo (Mann & Lamming, 2001; Kerbler et al.,
1997; Mann et al., 1995).

Com o objetivo de evitar perdas embrionarias, autores tem sugerido a
utilizacdo somatotropina bovina recombinante (rbST), o que poderia interferir,
indiretamente, no processo de lutedlise, e auxiliar no reconhecimento materno da
gestacao, atuando no corpo liteo, no utero e no embrido. Entretanto, existem poucos
estudos sobre a utilizagdo da rbST em receptoras de embrides com a finalidade de
elevar a taxa de gestacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administragao de 500 mg de
rbST no dia do estro de receptoras de embrides a fresco sobre a concentragdo sérica

de progesterona e a taxa de gestagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo e Periodo

O experimento foi realizado em propriedades da regido de Alfenas - MG, em
parceria com a empresa de Biotecnologia e Treinamento em Reproducdo Animal
(Biotran). A cidade de Alfenas esta situada na latitude sul 21° 25° 45, longitude
oeste 45° 56’50 e altitude 881 metros. Segundo a classificagdo Kdeppen, o clima ¢
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.

As coletas de embrides, inovulagdes e administracdes da somatotropina
bovina recombinante (rbST) foram realizadas no periodo de 28 de setembro de 2005

a 07 de junho de 2006.

2.2. Animais

2.2.1. Doadoras de Embrides
Foram utilizadas 16 doadoras para TE, sendo doze da raga Guzerd, trés Red
Angus e uma Simental Sul-africano, todas com peso corporal acima de 500 Kg. Os

animais selecionados apresentavam-se ciclando regularmente (21+3 dias), com
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historico de boa fertilidade, e submetidas a exames ginecologicos por palpagdo
trans-retal, vaginoscopia e ultra-sonografia.

As doadoras apresentavam boa condi¢do corporal com escore maior que 3
para os animais Bos taurus (numa escala de um a cinco, segundo Ferreira, 1990) e
entre 4 ¢ 6 (numa escala de um a nove, segundo Dias, 1991) para as fémeas Bos
indicus. Os animais foram mantidos em piquetes de capim braquiaria (Brachiaria
brizanta), e suplementados para atender as exigéncias nutricionais, segundo o NRC
(2001).

A detecg¢do de estro foi realizada por observagdo visual e com auxilio de

rufides.

2.2.1.1. Superovulacéo e Inseminacéo

O tratamento das doadoras teve inicio, em dias pré-determinados pela
empresa Biotran, com a aplicacdo de dispositivo intra-vaginal de progesterona
(CIDR" - Pfizer). No dia seguinte foi administrado 3 mg de benzoato de estradiol
(RIC-BE" - Syntex Especialidade Veterinaria) por via intra-muscular, para induzir a
regressao de um possivel foliculo dominante e dar inicio ao crescimento de nova
onda folicular.

Completados cinco dias da aplicacdo do dispositivo de P4, deu-se inicio ao
protocolo de superovulagdo, com a administracdo de doses decrescentes de FSH
(Folltropin-V® - Vethrepharm Inc), em intervalos de 12 horas, perfazendo um total
de 8 aplicagdes (concentragdo total variando de 140 a 200 UI). Juntamente com a 7°
e 8" aplicacdes de FSH, foi injetado 0,530 mg de cloprostenol sodico (Ciosin® -
Schering Plough Brasil Ltda.) para a indugdo da luteolise. Concomitante a 8*
aplicagdo, foi removido o implante de progesterona.

Apds o inicio do estro foi administrada 0,0084 mg de acetato de buserelina
(Gestran® - Syntex Especialidade Veterinaria), ¢ realizadas duas inseminacdes, a

primeira 10 a 12 horas e a segunda 20 a 24 horas ap0s o inicio do estro.

2.2.1.2. Coleta, Manipulacéo, Avaliacéo e Distribuicdo dos Embrides

As coletas de embrides foram realizadas no sétimo dia apds o estro, pelo
método ndo cirtrgico, utilizando-se um cateter de foley (n° 18 ou 20), e para o
lavado a solucdo PBS (Phosphate Buffer Saline) de Dulbecco & Vogt, modificado

por Whittinghan (1971). Os embrides provenientes dos lavados uterinos foram
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recuperados com o auxilio de um filtro com malha de 80 micra (0,08 mm), para
posteriormente serem manipulados.

O material coletado foi rasteado para identificagdo dos embrides com auxilio
de um microscépio estereoscopico. Depois de identificados, foram transferidos para
uma placa de Petri de 35 mm de diametro, contendo solu¢do de manipulagao (TQC
Holding® - AB Technology USA), e posteriormente, classificados quanto a
qualidade (Kennedy et al., 1983) e o estddio de desenvolvimento embrionario
(Lindner & Wright, 1983).

Os embrides classificados foram envasados em palhetas de 0,25 mL em meio
PBS identificadas, ¢ mantidos ao abrigo de luz solar e vento at¢ o momento da
inovulacdo. Os embrides provenientes de uma mesma coleta foram distribuidos
igualmente entre os tratamentos.

As doadoras utilizadas no experimento receberam de 0,530 a 1,060 mg de
cloprostenol sodico logo apos a coleta, dependendo da respostas superovulatoria da

doadora, afim de induzir a regressdo dos corpos luteos.

2.2.2. Receptoras de Embrido

2.2.2.1. Selecéo

Foram utilizadas 144 receptoras de embrido mesticas (vacas e novilhas), com
bom escore corporal (escore entre 3 e 4), numa escala de um a cinco (Ferreira,
1990), e peso corporal acima de 350 Kg. As receptoras foram alojadas em piquetes
em regime de pastejo, predominantemente de capim braquiaria (Brachiaria
brizanta), com fornecimento de sal mineral e agua ad libitum.

As receptoras foram selecionadas apds a observagdo da manifestagdo de dois
estros consecutivos com intervalo de 2143 dias, e submetidas a rigoroso exame
ginecoldgico por palpacgdo, via transretal, e vaginoscopia, visando a detec¢do clinica

de problemas reprodutivos.

2.2.2.2. Sincronizacéo do Estro e Aplicacdo da rbST

As receptoras que se encontravam entre o 7° e 17° dia do ciclo estral
receberam a aplicagdo de 0,530 mg de cloprostenol sédico (Ciosin® - Schering
Plough Brasil Ltda.), via intra-muscular, 24 horas antes da aplicagdo da mesma

droga nas doadoras.
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A detecgdo do estro destes animais foi realizada visualmente, com o auxilio
de rufides, duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde), por um periodo
minimo de 30 minutos. Somente foram considerados em estro os animais que
permaneceram imoveis ao reflexo de monta.

Os animais que apresentaram estro receberam ou nao a aplicagdo de 500 mg
tbST (Somatotropina Bovina Recombinante - Boostin® - Schering Plough Brasil

Ltda.), conforme o tratamento, por via subcutanea na fossa isqueo-retal.

2.2.2.3. Inovulacdes dos Embrides

Todas as receptoras pré-selecionadas passaram por um exame de palpacao
transretal para a avaliacdo da condi¢do ovariana quanto a presenca de corpo luteo,
no dia da inovulagao.

Foram utilizados para as inovulagdes embrides classificados quanto a
qualidade como I, II e III (excelente, bom e regular) e ao estddio de
desenvolvimento entre morula, blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto
expandido. Apds classificados os embrides selecionados foram envasados em
palhetas finas de 0,25 mL, as quais foram montadas em aplicadores (Hannover™),
protegidos por camisa sanitaria (Sanitarie Chemise - IMV™).

Os embrides foram inovulados pelo método transcervical (ou ndo cirurgico),
sendo que, apds a passagem do inovulador pelo primeiro anel cervical, a camisa
sanitaria foi rompida e o aplicador introduzido de forma que o embrido fosse

depositado no terco final do corno ipsilateral ao corpo luteo.

2.2.2.4. Coleta de Sangue

As coletas de sangue para dosagem de progesterona foram realizadas no
momento das inovula¢des dos embrides, em tubos vacuolizados de 10 mL, sem
anticoagulante, via puncao da artéria ou veia coccigea. Apos a obtencao de 3 mL de
sangue os tubos foram estocados em isopor a temperatura de 5 a 8°C por, no
maximo, 48 horas at¢ o momento da centrifugacdo, realizada a 1700 G, por 10
minutos, para completa separacdo do soro. Posteriormente, o soro foi recuperado
com auxilio de pipeta automatica e transferido para microtubos (eppendorfs)

identificados e estocados a temperatura de -20°C, para posterior analise.
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2.3. Distribuicdo dos Animais Experimentais

As receptoras foram distribuidas aleatoriamente em dois tratamentos:

(T1) Controle: 77 receptoras ndo tratadas e inovuladas com embrides a
fresco.

(T2) 500 mg de rbST: 67 receptoras tratadas com 500 mg de rbST
(Somatotropina Bovina Recombinante - Boostin® - Schering Plough Brasil Ltda.) no

momento do estro e inovuladas com embrides a fresco.

2.4. Andlise de Progesterona

As amostras de soro sangiiineo foram submetidas a andlise de progesterona
utilizando-se o Kit comercial de radioimunoensaio (RIA) em fase solida (Coat-a-
count progesterone kit, DPC, Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA, USA), no
Laboratorio de Preparo de Amostras e Radioimunoensaio da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Gado de Leite (Centro Nacional de Pesquisa
de Gado de Leite - CNPGL), situado em Coronel Pacheco - MG. Foi realizada a

analise em duplicata, utilizando-se a média simples das duas leituras.

2.5. Diagnostico de Gestagao

Os diagnosticos de gestagdoes foram realizados 30 dias apds o estro das
receptoras, por meio de exames ultra-sonograficos utilizando-se aparelho portatil,
marca Pie Medical, modelo Scaner 100 Falco, que opera com um sistema de ultra-
sonografia de varredura linear em tempo real, munido de um transdutor para
avaliacdo endo-retal bifrequencial 6/8 Mhz. As taxas de gestacdoes segundo a

qualidade embriondria estdo descritas no apéndice (Tabela 1).

2.6. Analise Estatistica

A caracteristica qualitativa taxa de gestacdo foi arranjada em tabela de
contingéncia e posteriormente submetida a analise pelo teste de Qui-quadrado, a 5%
de probabilidade de erro.

A variavel quantitativa concentragdo de progesterona foi submetida aos
testes de Normalidade (Lillefors) e Homocedasticidade (Cochram e Bartlet).
Posteriormente, os dados foram analisados utilizando o teste F, adotando-se 5% de

probabilidade (SAEG, 1999).
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3. RESULTADOS

As taxas de gestacOes das receptoras inovuladas com embrides a fresco
foram: T1 = 32,5% (25/77) e T2 = 65,7% (44/67). Os valores observados por estes

animais (controles e tratados) apresentaram diferenca (P<0,01), conforme pode ser

verificada na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. - Numero de animais e taxas de gestacdes em receptoras inovuladas com

embrides a fresco, tratadas ou ndo tratadas, com rbST (500 mg) no dia

do estro.
Gestantes
Tratamentos N
N %
Controle (T1) 77 25 32,5°
rbST (T2) 67 44 65,7°

*® Houve diferenca entre os animais dos tratamentos (P<0,01) pelo teste de Qui-
quadrado.

As concentragdes médias de progesterona para as receptoras de embrido dos
grupos controle e tratadas com 500 mg de rbST foram similares tanto para as
receptoras gestantes quanto ndo gestantes (Tabela 1.2.), ndo sendo observada

diferenca (P>0,05) entre os animais do mesmo tratamento.

Tabela 1.2. - Concentracdes médias de progesterona sérica (ng/mL) no dia das

inovulagdes em receptoras gestantes e nao gestantes, segundo o

tratamento
Progesterona (P,)
Tratamentos (ng/mL)
Gestantes (n)* Nao Gestantes (n)
Controle (T 1) 2,91 +0,30 (13) 2,24 +£0,27 (16)
rbST (T 2) 2,12+0,21 (19) 2,60 + 0,31 (09)

* Valores representam a concentragdo média + desvio padrao

Nao houve diferenca entre animais gestantes e ndo gestantes do mesmo

tratamento (P>0,05) pelo teste F
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Os coeficientes de variagdes sdo elevados para as concentragdes séricas de
progesterona de ambos os tratamentos, demonstrando a grande variabilidade na
concentracdo de P4 das amostras.

As concentragdes de progesterona entre os animais controles (T1) e tratados
(T2) para embrides a fresco (Tabela 1.3.), independentes do estado gestacional, ndo

foram diferentes (P>0,05).

Tabela 1.3. - Concentra¢cdes médias de progesterona sérica (ng/mL) no dia das
inovulagdes em receptoras gestantes e ndo gestantes, para embrides a

fresco, segundo o tratamento

Progesterona (P4)*

Tratamentos N
(ng/mL)
Controle (T 1) 29 2,54 +0,19
rbST (T 2) 28 2,27+ 0,20

* Valores representam a concentragdo média + desvio padrao

Nao houve diferenga entre os animais dos tratamentos (P>0,05) pelo teste F

4. DISCUSSAO

Resultados similares aos encontrados para taxa de gestagdo no grupo tratado
no presente estudo foram obtidos por Fonseca et al. (2001ab). A administra¢ao de
500 mg de rbST no quinto dia apos o estro em novilhas receptoras apresentaram
taxas de gestagdes de 60% (Fonseca et al., 2001a) e 62,5% (Fonseca et al., 2001b).
Estes autores ndo observaram diferengas entre os animais controles e tratados com
rbST. A administracdo de 500 mg de rbST no momento da inovulagdo também nao
foi capaz de incrementar a taxa de gestacao de novilhas (67,8%; Hasler et al., 2003).
Segundo estes autores, a auséncia de efeito positivo da rbST sobre a taxa de gestagao
se deve ao tratamento ndo ter ocorrido durante o primeira semana apds o estro, o que
poderia promover uma melhorar na fungdo ¢ no ambiente uterino. Da mesma
maneira, ao ser administrada 250 mg de rbST no dia do estro de novilhas foi obtida
taxa de gestacdo de 46,6%, ndo sendo observado incremento na taxa de gestacdo
(Haas, 2004).

Bilby et al. (1999) observaram diferencga (P<0,01) entre a taxa de gestacdo de
novilhas (46,1%) quando comparada a vacas (51,9%). Entretanto, ao serem

comparadas as taxa de gestacdo dos animais tratados (48,9%) com os controles
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(47,5%) nao se observou diferenca entre os tratamentos, esta auséncia de feito
positivo sobre a taxa de gestagdo pode estar associada a baixa dose utilizada no
momento do estro.

O aumento na concentragdo sérica de bST e IGF-I foi observado apos a
administracdo de 500 mg de rbST, o mesmo ndo ocorrendo ao serem utilizadas a
dose de 200 mg, o que comprova a influéncia da dose de rbST sobre a concentracao
sérica de bST e IGF-I nos 14 dias subsequentes a administragdo do hormdnio (Bilby
et al., 1999), periodo este critico para sobrevivéncia embrionaria. Também
verificaram que a administracdo de baixa dose de rbST (167 mg) promoveu uma
pequena elevacdo nas concentragcdes de bST e IGF-I, porém observaram um
pequeno aumento na taxa de gestacdo de vacas, mas ndo em novilhas. Esta condi¢do
poderia ter ocorrido devido a baixa concentragdo circulante desses hormonios nao
serem capazes de atingirem o lume uterino e exercerem seus efeitos sobre o
desenvolvimento embrionario. Corroborando, Thatcher et al. (2006) ao
administrarem 500 mg de bST em vacas, observaram maior concentragdo plasmatica
de IGF-I de vacas gestantes (26118 ng/mL) quando comparadas com vacas nao
gestantes (211£17 ng/mL), sendo que esta diferenga pode ter contribuido para o
estabelecimento da gestacdo, por conseqiiéncia um aumento no desenvolvimento
embrionario. No entanto, a aplicagdo de 25 mg/dia de rbST do estro até¢ o décimo
sexto dia do ciclo estral ndo proporcionou aumento na concentra¢do de IGF-I no
limen uterino de vacas gestantes, apesar de incrementar a taxa de gestacdo em
12,5% (Lucy et al., 1995).

A acao da rbST, IGF-I ou ambos, promovem uma aceleragcdo no crescimento
embrionario e aumento no numero de células trofoblésticas resultando em aumento
na secrecdo de IFN-t pelo embrido (Moreira et al., 2000), o qual acarreta uma
inibi¢do no processo de lutedlise (Mann & Lamming, 2001), levando ao incremento
na taxa de gestagdao. Corroborando, o aumento na concentragao de IFN-t encontrada
no fluido uterino foi observado ap6s a administragdo de 500 mg de bST (Thatcher et
al., 2006).

Adicionalmente, receptores para bST e IGF-I estdo presentes no endométrio
de vacas (Wathes et al., 1998) e em alta concentracao nas glandulas endometriais
sugerindo uma fung¢do para o IGF-I na regulacdo da atividade secretoria da glandula
(Moreira et al., 2002). Portanto, o aumento nas concentragdes de IGF-I e bST

circulantes em conseqiiéncia do tratamento com rbST pode estimular a atividade
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secretoria das glandulas endometriais e melhorar o ambiente uterino, auxiliando
assim na manuten¢do da gestagdo (Moreira et al., 2002). Além disso, o IFN-t ¢
responsavel pela inibi¢do da secrecdo de PGF,, oriunda do tecido endometrial
(Thatcher et al., 1997), via inibicdo das enzimas PKC, fosfolipase A,, COX 2 ou
inibindo receptores de OT e E, (Binelli, 2000). Corroborando, a administragdo de
500 mg de bST no estro promoveu a inibicao da sintese de prostaglandina (PGF;,) e
conseqliente retardo no processo de lutedlise no momento do reconhecimento
materno da gestagdo, aumentando assim a taxa de gestacao (Moreira et al., 2002).

Ainda que a administracdo de 500 mg de rbST no momento do estro nao
tenha promovido o incremento na concentracdo de progesterona no presente
experimento, os resultados obtidos sdo corroborados pelos relatados por outros
estudos. A administragdo de 500 mg de rbST no 5° dia do ciclo estral em novilhas
receptoras (Fonseca et al., 2001b), ou no dia do estro de vacas em lactacdo
receptoras de embrido (Morales-Roura et al., 2001), ou no momento da inseminagao
de novilhas leiteiras e vacas de leite ou corte em lactagdao (Starbuck et al., 2006)
também nao elevou a concentracdo deste esterdide. Corroborando, ao serem
utilizadas novilhas receptoras de embrido tratadas com 250 mg de rbST no momento
do estro, também nao foi observada elevacao na concentracdo de P, (Haas, 2004).
Entretanto, vacas lactantes tratadas com 500 mg de bST no momento da
inseminac¢do e onze dias apds, apresentaram uma diminui¢do na concentragdo de Py
quando comparados aos animais controle, o que segundo os autores pode estar
associado a um aumento na taxa de metabolismo induzido pela bST (Thatcher et al.,
2006).

E provavel que o dia do ciclo estral em que a rbST ¢ aplicada também seja
um fator responsavel pelo aumento ou ndo da concentracdo sérica de progesterona.
No presente experimento a administracdo da rbST realizada no dia do estro ndo
promoveu incremento na concentracao sérica de progesterona. Corroborando,
estudos tém relatado a auséncia de aumento na concentracdo de progesterona ao ser
administrado somatotropina no momento do estro (Starbuck et al., 2006; Hass, 2004;
Morales-Roura et al., 2001) ou no 5° dia do ciclo estral (Fonseca et al., 2001b).

Outro fator que pode ter influenciado na concentragdo sérica de progesterona
ap6s a administragdo de rbST ¢ a categoria animal (Lucy et al., 1994), visto que
foram utilizadas novilhas e vacas como receptoras. A auséncia de efeito positivo da

somatotropina sobre a concentracdo de progesterona de novilhas tem sido relatada
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em diversos estudos (Starbuck et al., 2006; Hass, 2004; Fonseca et al., 2001b). Neste
contexto, apesar da rbST elevar a concentragdo de IGF-I circulante (Bilby et al.,
1999), incrementando a captagdo e absor¢do das lipoproteinas e estimulando a
esteroidogénese pelas células da granulosa (Buhr, 1987). As novilhas apresentam
quantidades limiares de bST e IGF-I circulantes (Lucy et al., 1994) nao
respondendo, consequentemente, ao tratamento com somatotropina. Entretanto, as
vacas possuem baixa concentragdo de IGF-I circulante, podendo entdo responder ao
tratamento com rbST (Thatcher et al., 2004), elevando a concentragdo sangiiinea de
progesterona em funcdo do aumento do tamanho do CL e da acdo estimulatéria da

IGF-I na esteroidogénese (Lucy et al., 1995).

5. CONCLUSAO
A administragdo de 500 mg de rbST no dia do estro em receptoras
inovuladas com embrides a fresco aumenta a taxa de gestagdo, mas nao aumenta a

concentragdo sérica de progesterona.
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CAPITULO 2

USO DA SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINANTE (rbST), NO
DIA DO ESTRO, EM RECEPTORAS INOVULADAS COM EMBRIOES
BOVINOS DESCONGELADOS

1. INTRODUCAO

A mortalidade embrionaria precoce ¢ reconhecidamente a maior causa de
subfertilidade na espécie bovina (Sreenan et al., 2001). O estabelecimento e
manutencdo da gestagdo, bem como o crescimento embriondrio em bovinos estao
relacionados com a capacidade do corpo luteo de secretar progesterona (Staples &
Hansel, 1961). Desta forma, estudos utilizando somatotropina bovina recombinante
(rbST) visam avaliar a sua influencia na secre¢do de progesterona pelo corpo luteo e,
consequentemente, melhorar a taxa de gestagdo. Entretanto, a administragdo de rbST
em vacas lactantes tem sido associado a diminui¢cdo na eficiéncia reprodutiva do
rebanho (Moreira et al., 2002).

A rbST tem agdo sobre os ovarios aumentando a populacdo de foliculos
antrais recrutados (Buratini Jr. et al., 1999), controlando o crescimento folicular e a
funcdo do corpo luteo (Lucy et al., 1993). No utero, estimula a atividade secretoria
das glandulas endometriais (Thatcher et al., 2001b) e no embrido melhora o
desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria (Moreira et al., 2002). A liberacdo de
fator de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-I) pelo figado, em resposta ao
tratamento com rbST, tem desempenhado papel importante no reconhecimento

materno da gestacdo (Lucy et al., 1995), por promover um maior desenvolvimento
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embrionario, aumentando o numero de células por embrido e resultando em maior
secrecdo de interferon-tau (IFN-t) (Wathes et al.,, 1998), fator essencial no
reconhecimento materno da gestacdo (Mann & Lamming, 2001; Kerbler et al., 1997;
Mann et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que a administragdo de 500 mg de rbST um dia
apds o estro em vacas lactantes receptoras inovuladas com embrides descongelados
causam elevagdo da taxa de gestagdo (Moreira et al., 2002; Thatcher et al., 2001b).
Entretanto, existem poucos estudos demonstrando o efeito da terapia com diferentes
doses de rbST na concentracdo de progesterona e na taxa de gestagdo de receptoras
de embrides criopreservados.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo de 250 e 500 mg
de bST no dia do estro de receptoras bovinas inovuladas com embrides

descongelados sobre a concentragdo sérica de progesterona ¢ a taxa de gestagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo e Periodo

O experimento foi realizado em propriedades da regido de Alfenas - MG, em
parceria com a empresa de Biotecnologia e Treinamento em Reproducdo Animal
(Biotran). A cidade de Alfenas esta situada na latitude sul 21° 25° 45, longitude
oeste 45° 56’50 e altitude 881 metros. Segundo a classificagdo Kdeppen, o clima ¢
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.

As coletas de embrides, inovulagdes e administracdes da somatotropina
bovina recombinante (rbST) foram realizadas no periodo de 28 de setembro de 2005

a 07 de junho de 2006.

2.2. Animais

2.2.1. Doadoras de Embrides
Foram utilizadas 16 doadoras para TE, sendo trés da raga Guzera e treze Red
Angus, todas com peso corporal acima de 500 Kg. Os animais selecionados

apresentavam-se ciclando regularmente (21+£3 dias), com historico de boa fertilidade
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e submetidas a exames ginecologicos por palpacdo trans-retal, vaginoscopia e ultra-
sonografia.

As doadoras apresentavam boa condi¢do corporal com escore maior que 3
para os animais Bos taurus (numa escala de um a cinco, segundo Ferreira, 1990), e
entre 4 ¢ 6 (numa escala de um a nove, segundo Dias, 1991) para as fémeas Bos
indicus. Os animais foram mantidos em piquetes de capim braquiaria (Brachiaria
brizanta), e suplementados para atender as exigéncias nutricionais, segundo o NRC
(2001).

A detecgdo de estro foi realizada por observagdo visual e com auxilio de

rufides.

2.2.1.1. Superovulacéo e Inseminacéo

O tratamento das doadoras teve inicio, em dias pré-determinados pela
empresa Biotran, com a aplicacdo de dispositivo intra-vaginal de progesterona
(CIDR" - Pfizer). No dia seguinte foi administrado 3 mg de benzoato de estradiol
(RIC-BE" - Syntex Especialidade Veterinaria) por via intra-muscular, para induzir a
regressao de um possivel foliculo dominante e dar inicio ao crescimento de nova
onda folicular.

Completados cinco dias da aplicacdo do dispositivo de P4, deu-se inicio ao
protocolo de superovulagdo, com a administracdo de doses decrescentes de FSH
(Folltropin-V® - Vethrepharm Inc), a intervalos de 12 horas entre as aplicagdes,
perfazendo um total de 8 aplicagdes (concentragdo total variando de 140 a 200 UI).
Juntamente com a 7% e 8" aplica¢des de FSH, foi induzida a lutedlise com 0,530 mg
de cloprostenol sodico (Ciosin® - Schering Plough Brasil Ltda.). Concomitante a 8
aplicagdo, foi removido o implante de progesterona.

Apds o inicio do estro foi administrada 0,0084 mg de acetato de buserelina
(Gestran® - Syntex Especialidade Veterinaria), ¢ realizadas duas inseminacdes, a

primeira 10 a 12 horas e a segunda 20 a 24 horas ap0s o inicio do estro.

2.2.1.2. Coleta, Manipulacéo, Avaliacdo, Criopreservacao e Distribuicéo
dos Embrides

As coletas de embrides foram realizadas no sétimo dia apds o estro, pelo
método ndo cirargico, utilizando-se um cateter de foley (n° 18 ou 20), e para o

lavado a solucdo PBS (Phosphate Buffer Saline) de Dulbecco & Vogt, modificado
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por Whittinghan (1971). Os embrides provenientes dos lavados uterinos foram
recuperados com o auxilio de um filtro com malha de 80 micra (0,08 mm), para
posterior manipulagao.

O material coletado foi rasteado para identificagdo dos embrides com auxilio
de um microscdpio estereoscopico. Depois de identificados, foram transferidos para
uma placa de Petri de 35 mm de diametro, contendo solugdo de manipulacao (TQC
Holding® - AB Technology USA), e posteriormente, classificados quanto a
qualidade (Kennedy et al., 1983) e o estddio de desenvolvimento embrionario
(Lindner & Wright, 1983).

Os embrides de qualidade I e II que excediam o nimero de receptoras foram
acondicionados em palhetas de 0,25 mL com solugdo de etileno-glicol (TQC Etileno
Glicol® - AB Technology USA), e cripreservados utilizando equipamento Freeze
Control® (Cryologic - Australia). Os embrides provenientes de uma mesma coleta
foram distribuidos igualmente entre os tratamentos.

As doadoras utilizadas no experimento receberam a administracao de 0,530 a
1,060 mg de cloprostenol sédico logo apds a coleta, dependendo da respostas

superovulatéria da doadora, afim de induzir a regressao dos corpos luteos.
2.2.2. Receptoras de Embriédo

2.2.2.1. Selecéo

Foram utilizadas 115 receptoras de embrides mesticas (vacas e novilhas),
com bom escore corporal (escore entre 3 e 4), numa escala de um a cinco (Ferreira,
1990), e peso corporal acima de 350 Kg. As receptoras foram alojadas em piquetes
em regime de pastejo, predominantemente de capim braquiaria (Brachiaria
brizanta), com fornecimento de sal mineral e agua ad libitum.

As receptoras foram selecionadas apos a observacao da manifestagdao de dois
estros consecutivos com intervalo de 21+3 dias, e submetidas a rigoroso exame
ginecologico por palpagdo via transretal, e vaginoscopia, visando a detec¢do clinica

de problemas reprodutivos.

2.2.2.2. Sincronizagéo do Estro e Aplicacdo da rbST
As receptoras que se encontravam entre o 7° e 17° dia do ciclo estral

receberam a aplicagdo de 0,530 mg de cloprostenol sédico (Ciosin® - Schering
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Plough Brasil Ltda.), via intra-muscular, 24 horas antes da aplicacdo da mesma
droga nas doadoras.

A deteccao do estro destes animais foi realizada visualmente, com o auxilio
de rufides, duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde), por um periodo
minimo de 30 minutos. Somente foram considerados em estro os animais que
permaneceram imoéveis ao reflexo de monta.

Os animais que apresentaram estro receberam ou nado a aplica¢do de 250 ou
500 mg rbST (Somatotropina Bovina Recombinante - Boostin” - Schering Plough

Brasil Ltda.), conforme o tratamento, por via subcutanea na fossa isqueo-retal.

2.2.2.3. Descongelamento e Inovulagdes dos Embrides

Todas as receptoras pré-selecionadas passaram por um exame de palpacdo
transretal para a avaliacdo da condig¢do ovariana quanto a presenca de corpo luteo,
no dia da inovulagao.

As palhetas com os embrides foram descongeladas seguindo a metodologia:
mantidos ao ar (10 segundos), agua a 32 °C (40 segundos), secas em papel toalha e,
posteriormente, montadas em inovuladores (Hannover”), protegidas por camisa
sanitaria (Sanitarie Chemise - IMV®) e os embrides transferidos imediatamente.

Os embrides foram inovulados pelo método transcervical (ou ndo cirtirgico) e
apos a passagem do inovulador pelo primeiro anel cervical, a camisa sanitaria foi
rompida e o aplicador introduzido de forma que o embrido fosse depositado no tergo

final do corno ipsilateral ao corpo luteo.

2.2.2.4. Coleta de Sangue

As coletas de sangue para dosagem de progesterona foram realizadas no
momento das inovulagdes dos embrides, em tubos vacuolizados de 10 mL, sem
anticoagulante, via puncao da artéria ou veia coccigea. Apos a obtencao de 3 mL de
sangue os tubos foram estocados em isopor a temperatura de 5 a 8 °C por, no
maximo, 48 horas at¢ o momento da centrifugacdo, realizada a 1700 G, por 10
minutos, para completa separacdo do soro. Posteriormente, o soro foi recuperado
com auxilio de pipeta automatica e transferido para microtubos (eppendorfs)

identificados e estocados a temperatura de -20 °C, para posterior analise.
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2.3. Distribuicdo dos Animais Experimentais

As receptoras foram distribuidas em trés tratamentos.

(T1) Controle: 53 receptoras ndo tratadas e inovuladas com embrides
descongelados.

(T2) 250 mg de rbST: 22 receptoras tratadas com 250 mg de rbST
(Somatotropina Bovina Recombinante - Boostin® - Schering Plough Brasil Ltda.) no
momento do estro e inovuladas com embrides descongelados.

(T3) 500 mg de rbST: 40 receptoras tratadas com 500 mg de rbST
(Somatotropina Bovina Recombinante - Boostin® - Schering Plough Brasil Ltda.) no

momento do estro e inovuladas com embrides descongelados.

2.4. Andlise de Progesterona

As amostras de soro sangiiineo foram submetidas a analise de progesterona
utilizando-se o Kit comercial de radioimunoensaio (RIA) em fase solida (Coat-a-
count progesterone kit, DPC, Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA, USA), no
Laboratorio de Preparo de Amostras e Radioimunoensaio da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Gado de Leite (Centro Nacional de Pesquisa
de Gado de Leite - CNPGL), situado em Coronel Pacheco - MG. Foi realizada a

analise em duplicata, utilizando-se a média simples das duas leituras.

2.5. Diagndstico de Gestacgao

Os diagnodsticos de gestacdes foram realizados 30 dias apds o estro das
receptoras, por meio de exames ultra-sonograficos utilizando-se aparelho portatil,
marca Pie Medical, modelo Scaner 100 Falco, que opera com um sistema de ultra-
sonografia de varredura linear em tempo real, munido de um transdutor para
avaliagdo endo-retal bifrequencial 6/8 Mhz. As taxas de gestagdes segundo a

qualidade embrionaria estdo descritas no apéndice (Tabela 2).

2.6. Analise Estatistica

A caracteristica qualitativa taxa de gestacdo foi arranjada em tabela de
contingéncia e posteriormente submetida a andlise pelo teste de Qui-quadrado, a 5%
de probabilidade de erro.

A varidvel quantitativa concentragdo de progesterona foi submetida aos

testes de Normalidade (Lillefors) e Homocedasticidade (Cochram e Bartlet).
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Posteriormente, os dados foram analisados utilizando o teste F, adotando-se 5% de

probabilidade (SAEG, 1999).

3. RESULTADOS
As taxas de gestacdes dos animais que receberam embrides descongelados
foram: T1 =45,3% (24/53), T2 =50,0% (11/22) e T3 = 52,5% (21/40). O uso de 250
ou 500 mg de rbST ndo influenciou na taxa de gestagdo (P>0,05) conforme se

verifica na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. - Nimero de animais e taxas de gestagdes em receptoras inovuladas com
embrides descongelados, tratadas ou ndo tratadas, com 250 ou 500 mg

de rbST no dia do estro.

Gestantes*
Tratamentos N
N %
Controle (T1) 53 24 453
250 mg rbST (T2) 22 11 50,0
500 mg rbST (T3) 40 21 52,5

* Nao houve diferenca entre os animais dos tratamentos (P>0,05) pelo teste de Qui-
quadrado.

As concentragdes médias de progesterona sérica para as receptoras de
embrides descongelados foram similares tanto para as gestantes quanto nao

gestantes (Tabela 2.2.), ndo observando diferenga (P>0,05) entre os animais do

mesmo tratamento.
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Tabela 2.2. — Concentragdes médias de progesterona sérica (ng/mL) no dia das

inovulacdes em receptoras gestantes e ndo gestantes, tratadas ou nao

com 250 ou 500 mg de rbST.
Progesterona (Py)
Tratamentos (ng/mL)
Gestantes (n)* Nao Gestantes (n)
Controle (T 1) 5,96 +£ 0,66 (11) 5,03 £0,55 (16)
250 mg rbST (T 2) 5,46+ 0,66 (11) 6,08 + 0,66 (11)
500 mg rbST (T3) 4,94 + 0,69 (10) 4,48 £ 0,89 (06)

* Valores representam a concentragdo média + desvio padrao.
Nao houve diferenca entre animais gestantes e ndo gestantes do mesmo
tratamento (P>0,05) pelo teste F.

Ao serem analisadas as concentragdes de progesterona entre os animais
controle (T1), tratados 250 mg (T2) e 500 mg de rbST (T3), independentemente do
estado gestacional, ndo foram observadas diferengas (P>0,05), como demonstrado

na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. - Concentragcdes médias de progesterona sérica (ng/mL) no dia das
inovulagdes em receptoras, tratadas ou ndo, com 250 ou 500 mg de

bST, independentemente do estado gestacional.

Progesterona (P4)*

Tratamentos N
(ng/mL)
Controle (T 1) 27 5,41 £2.33
250 mg rbST (T 2) 17 5,77+ 2,19
500 mg rbST (T3) 16 4,77 £ 1,78

* Valores representam a concentragdo média + desvio padrao.
Nao houve diferenca entre os animais dos tratamentos (P>0,05) pelo teste F.

4. DISCUSSAO
Os resultados encontrados neste experimento diferem dos encontrados por
Moreira et al. (2002), os quais trabalharam com vacas lactantes e submetidas a
terapia de 500 mg de bST um dia ap6s o estro e, posteriormente, a cada 14 dias,

observando taxa de gestacdo 17,7% superior (P<0,05) para as receptoras inovuladas
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com embrides descongelados e tratadas com bST quando comparadas aos animais
nao tratados (Moreira et al., 2002).

As doses de 250 ou 500 mg de rbST podem ter sido suficientes para
incrementar as concentracoes de IGF-I e bST circulantes, entretanto, sem
apresentarem efeitos positivos sobre as taxas de gesta¢dao. Deste modo, apesar de um
possivel efeito benéfico da rbST sobre a producdo de IFN-1, provavelmente, lesoes
promovidas nas células trofoblésticas durante o processo de criopreservacao tenham
resultado em uma baixa capacidade no incremento da secre¢do de IFN-t. Estudo
comparando a capacidade de secrecdo de IFN-t de embrides a fresco e
descongelados, provenientes de fertilizagao in vitro, relata uma menor concentragao
deste interferon em cultivo de embrides criopreservados (Araujo et al., 2005). O
processo de criopreservagdo ¢ capaz de comprometer a viabilidade das células
trofoblasticas e, consequentemente, a capacidade de secretar IFN-t, devido a
traumatismos sofridos pelas células ao longo do processo (Stojkovic et al., 1995),
comprometendo assim os sinais para o reconhecimento materno da gestacdo
(Lonergan et al., 2003).

Ao ser avaliada a taxa de clivagem de embrides criopreservados cultivados
em estufa, foi observado um menor numero de células embrionarias (Pinheiro, 1997)
quando comparados ao cultivo de embrides a fresco (Farin et al., 1995). Esta menor
taxa de clivagem observada para embrides descongelados pode ter sido decorrente
do processo de criopreservacdo (Pinheiro, 1997), visto que este processo pode
induzir anormalidades para a organizacao celular do embrido (Dobrinsky, 1996).

Adicionalmente, a auséncia de diferenca na taxa de gestacdo entre
tratamentos também pode ser devido a serem utilizadas apenas estruturas de
qualidade I e II.

Os resultados deste estudo demonstram que as concentragdes séricas de
progesterona, no dia da inovulagao, nao se elevaram (P>0,05), apos a administragao
de 250 ou 500 mg de rbST, no momento do estro. Resultados similares aos obtidos
no presente estudo pelos animais controles gestantes foram obtidos por Drost et al.
(1999) ao trabalharem com vacas lactantes. Desta maneira, as concentragdes de
progesterona sérica, provavelmente, ndo tenham sido influenciadas pelo dia de
administracdo ou pela concentracdo de rbST (Haas, 2004; Lucy et al., 1994), visto
que a administragdo de 250 mg (Haas, 2004) ou 500 mg de rbST no estro (Starbuck
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et al., 2006) ou de 500 mg de rbST no 5° dia do ciclo estral (Fonseca et al., 2001b)
nao elevaram as concentragdes deste esteroide.

A auséncia de efeito positivo da rbST na concentragdo sérica de progesterona
observada nos animais tratados, pode ser devido a somatotropina incrementar o
metabolismo e o fluxo sangiiineo hepatico e, com isso, promover um maior
clearance hormonal (Thatcher et al., 2006).

A categoria animal também pode ter influenciado a concentracio de
progesterona (Lucy et al., 1994), devido ao fato de terem sido utilizadas novilhas e
vacas como receptoras. A auséncia de efeito positivo da somatotropina sobre a
concentragdo de progesterona de novilhas tem sido relatada em diversos estudos
(Starbuck et al., 2006; Hass, 2004; Fonseca et al., 2001b).

A liberagdo de IGF-I pelo figado tém sido observada em resposta a agdo da
rbST (Lucy et al., 1995), aumentando-se a concentragdo de IGF-I circulante (Bilby
et al., 1999). O IGF-I desempenha importante papel no sentido de incrementar a
captacdo e absorcao das lipoproteinas, e estimular a esteroidogénese pelas células da
granulosa (Buhr, 1987), estimulando a sintese de progesterona (Borges et al.,
2001a). As novilhas por apresentarem quantidades limiares de bST e IGF-I
circulantes, ndo respondem, consequentemente, ao tratamento com somatotropina
(Lucy et al., 1994). Entretanto, as vacas possuirem baixa concentragao plasmatica de
IGF-I, podendo entdo responder ao tratamento com rbST (Thatcher et al., 2004),

incrementando a esteroidogénese (Lucy et al., 1995).

5. CONCLUSOES
A administragdo de 250 ou 500 mg de rbST no dia do estro em receptoras
inovuladas com embrides descongelados nao influenciam nas taxas de gestacdes e

nas concentragdes séricas de progesterona.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ARAUJO, M. C. C.; VALE FILHO, V. R.; FERREIRA, A. M.; SA, W. F.;
BARRETO FILHO, J. B.; CAMARGO, L. S. A.; SERAPIAO, R. V.; SILVA,
M. V. G. B. Secrecdo de interferon-tau em embrides bovinos produzidos in
vitro frescos e congelados, Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v. 57, n. 6, p. 751-
756, 2005.

47



BILBY, C. R.; BADER, J. F.; SAEFEN, B. E.; YOUNGQUIST, R. S.; MURPHY,
C. N.; GARVERICK, H. A.; CROOKER, B. A.; LUCY, M. C. Plasma GH,
IGF-1, and conception rate in cattle treated with low doses of recombinant
bovine GH. Theriogenology, v. 51, p. 1285-1296, 1999.

BORGES, A. M.; TORRES, C. A. A;; RUAS, J. R. M,; JUNIOR, V. R. R;
CARVALHO, G. R.; BORGES, J. C. Concentragdo plasmatica de progesterona
e metabolitos lipidicos em novilhas mesticas tratadas ou ndo com hormoénio de
crescimento ¢ superovuladas. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 30, p. 1689-
1696, 2001a.

BUHR, M. M. Effect of lipoproteins and luteinizing hormone on progesterone
production by large and small luteal cells throughout the porcine estrus cycle.
Journal of Animal Science, v. 65, p. 1027-1031, 1987.

BURATINI JR., J.; PRICE, C. A.; BO, G. A.; VISINTIN, J. A. Os efeitos do BST ¢
da ablacao do foliculo dominante sobre o desenvolvimento folicular. Arg. Fac.
Vet. UFRGS, supl., v. 27, n. 1, 1999.

DIAS, F. M. G. N. Efeito da condigdo corporal, razdo peso/altura e peso vivo
sobre o desempenho reprodutivo pds-parto de vacas de corte zebuinas.
1991. 100p. Dissertacao (Mestrado em Zootecnia) - Escola de Veterinaria da
UFMG, Belo Horizonte, 1991.

DOBRINSKY, J. R. Cellular approach to cryopreservation of embryos.
Theriogenology, v. 45, p. 17-26, 1996.

DROST, M.; AMBROSE, J. D.; THATCHER, M. J.; CANTRELL, C. K
WOLFSDOREF, K. E.; HASLER, J. F.; THATCHER, W. W. Conception rates
after artificial insemination or embryo transfer in lactating dairy cows during
summer in Florida. Theriogenology, v. 52, p. 1161-1167, 1999.

FARIN, C. E.; HASLER, J. F.; MARTUS, N. S. Comparison of Menezo B2 and
TCM-199 Media for in vitro production of bovine blastocysts.
Theriogenology, v. 43, p. 210, 1995.

FERREIRA, A. M. Efeito da amamentacgdo e do nivel nutricional na atividade
ovariana de vacas mesticas leiteiras. Vigosa, MG: DZO, 1990. 134p.
Dissertagdo (Doutorado em Zootecnia) - Departamento de Zootecnia,
Universidade Federal de Vigosa, 1990.

FONSECA, J. F.; SILVA FILHO, J. M.; PALHARES, M. S.; RUAS, J. R. M;;

PINTO NETO, A. Concentragdo plasmatica de progesterona em novilhas
48



receptoras submetidas a administragdo de rbST, GnRH ou hCG no quinto dia
do ciclo estral. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v. 53, n. 4, 2001b.

HAAS, G. T. S. Taxa de gestacdo e concentracdo serica de progesterona em
receptoras de embrido bovino tratadas com somatotropina recombinante
bovina (rbST). Vigosa, MG: DVT, 2004. 38p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de
Vicosa, 2004.

KENNEDY, L. G.; BOLAND, M. P.; GORDON, I. The effect of embryo quality at
freezing on subsequent development of thawed cow embryos. Theriogenology,
v. 19, n. 6, p. 823-832, 1983.

KERBLER, T. L.; BUHR, M. M.; JORDAN, L. T.; LESLIE, K. E.; WALTON, J.
S. Relationship between maternal plasma progesterone concentration and
interferon-tau synthesis by the conceptus in cattle. Theriogenology, v. 47, p.
703-714, 1997.

LINDNER, G. M.; WRIGHT Jr., R. W. Bovine embryo morphology and
evaluation. Theriogenology, v. 20, p. 407-416, 1983.

LONERGAN, P.; RIZOS, D.; GUTIERREZ-ADAN, A.; MOREIRA, P. M
PINTADO, B.; De La FUENTE, J.; BOLAND, M. P. Temporal divergence in
the pattern of messenger RNA expression on bovine embryos cultured from the
zygote to blastocyst stage in vitro or in vivo. Biology of Reproduction, v. 69,
p. 1424-1431, 2003.

LUCY, M. C.; THATCHER, W. W.; COLLIER, R. J.; SIMMEN, F. A.; KO, Y.;
SAVIO, J. D.; BADINGA, L. Effects of somatotropin on the conceptus, uterus,
and ovary during maternal recognition of pregnancy in cattle. Domestic
Animal Endocrinology, v. 12, p. 73-82, 1995.

LUCY, M. C.; CURRAN, I. T.; COLLIER, R. J.; COLE, W. J. Extended function
of the corpus luteum and advanced follicular development in heifers treated
with bovine somatotropin. Theriogenology, v. 41, p. 561-572, 1994.

LUCY, C. M.; COLLIER, R. J.; KITCHELL, M. L.; DIBNER, J. J.; HAUSER, S.
D.; KRIVI, G. G. Immunohistochemical and nucleic acid analysis of
somatotropin receptor populations in the bovine ovary. Biology of

Reproduction, v. 48, p. 1219-1227, 1993.

49



MANN, G. E.; LAMMING, G. E. Relationship between maternal endocrine
environment, early embryo development and inhibition of luteolytic
mechanism in cows. Reproduction, v. 121, p. 175-180, 2001.

MANN, G. E.; LAMMING, G. E.; FRAY, M. D. Plasma oestradiol and
progesterone during early pregnancy in the cow and the effects of treatment
with buserelin. Animal Reproduction Science, v. 37, p. 121-131, 1995.

MOREIRA, F.; BADINGA, L.; BURNLEY, C.; THATCHER, W. W. Bovine
somatotropin increases embryonic development in superovulated cows and
improves post-ransfer pregnancy rates when given to lactating recipient cows.
Theriogenology, v. 57, p. 1371-1387, 2002.

PINHEIRO, E. F. Desenvolvimento embrionario in vitro apds a congelagédo e
descongelagdo pelo método one step, utilizando o etilenoglicol associado
com a sacarose. Vigcosa, MG: DVT, 1997. 24p. Dissertacdo (Especializagao
em Medicina Veterinaria) — Departamento de Veterindria, Universidade
Federal de Vigosa, 1997.

SISTEMA DE ANALISE ESTATISTICA E GENETICA (SAEG), U.F.V., Central
de Processamento de Dados, Vi¢osa-MG, 1999.

SREENAN, J. M.; DISKIN, M. G.; MORRIS, D. G. Embryo survival rate in cattle:
a major limitation to the achievement of high fertility. Animal Science, v. 1, p.
93-104, 2001.

STAPLES, R. E.; HANSEL, W. W. Luteal function and embryo survival in the
bovine. Journal Dairy Science, v. 44, p. 2040-2048, 1961.

STARBUCK, M. J.; KEITH INSKEEP, E.; DAILEY, R. A. Effect of a single
growth hormone (rbST) treatment at breeding on conception rates and
pregnancy retention in dairy and beef cattle. Animal Reproduction Science, v.
93, p. 349-359, 2006.

STOJKOVIC, M.; WOLF, E.; BUTTNER, M.; BERG, U.; CHARPIGNY, G
SCHMITT, A.; BREM, G. Secretion of biologically active interferon tau by in
vitro-derived bovine trophoblastic tissue. Biology of Reproduction, v. 53, p.
1500-1507, 1995.

THATCHER, W. W_; BILBY, T. R.; BARTOLOME, J. A. Strategies for improving
fertility in the modern dairy cow. Theriogenology, v. 65, p. 30-44, 2006.

THATCHER, W. W.; BILBY, T.; GUZELOGLU, A.; STAPLES, C. R. Utilizagdo

de inseminacgao artificial em tempo fixo (IATF) como estratégia para aumentar
50



a taxa de prenhez em vacas leiteiras em lactacdo. In: NOVOS ENFOQUES NA
PRODUCAO E REPRODUCAO DE BOVINOS. 2004, Uberlandia, MG.
Anais... Uberlandia: p. 3-17, 2004.

THATCHER, W. W.; MOREIRA, F.; SANTOS, J. E. P. Effects of hormonal
treatments of reproductive performance and embryo production.
Theriogenology, v. 55, p. 75-89, 2001b.

WATHES, D. C.; REYNOLDS, T. S.; ROBINSON, R. S.; STEVENSON, K. R.
Role of insulin-like growth factor system in uterine function and placental
development in ruminants. Journal of Dairy Science, v. 81, p. 1778-1789,
1998.

WHITTINGHAM, D. G. Culture of mouse ova. Journal of Reproduction and
Fertility, v. 48, p. 7-21, 1971.

I11. CONCLUSOES GERAIS
A administragdo de 250 ou 500 mg de rbST no dia do estro em receptoras
inovuladas com embrides descongelados nao influenciam nas taxas de gestacdes e
nas concentragdes séricas de progesterona.
A administragdo de 500 mg de rbST no dia do estro em receptoras
inovuladas com embrides a fresco aumenta a taxa de gestagdo, mas nao aumenta a

concentragdo sérica de progesterona.
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IV. APENDICE

Tabela 01. Distribuigdo dos embrides a fresco quanto as taxas de gestagdes de

acordo com a qualidade embrionéria.

Qualidade Gestantes
Embrionaria Controle 500 de mg rbST
Qualidade | 19,48% (15/77) 31,34% (21/67)
Qualidade I 11,69% (9/77) 28,36% (19/67)
Qualidade 111 1,30% (1/77) 5,97% (4/67)

Tabela 02. Distribui¢do dos embrides descongelados quanto as taxas de gestagdes de

acordo com a qualidade embrionaria.

Qualidade Gestantes
Embrionaria Controle 250 mg de rbST 500 mg de rbST
Qualidade | 33,96% (18/53)  27,27% (6/22)  41,18% (14/34)
Qualidade I 11,32% (6/53)  22,73% (5/22)  8,82% (3/34)
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