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RESUMO

Estudou-se o efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) sobre o numero e qualidade dos
embrides de 40 vacas da raca Holandesa, distribuidas aleatoriamente em trés grupos: controle (GI, n=15),
tratadas com 250mg de rbST (GII, n=11) e tratadas com 500mg de rbST (GIII, n=14) no sexto dia do
ciclo estral. No décimo dia apds o estro, as doadoras foram submetidas ao tratamento superovulatorio
com 360mg de hormoénio foliculo estimulante (FSH) em doses decrescentes, duas vezes ao dia, com
intervalos de 12 horas. Juntamente com a sétima aplicacdo de FSH foram administrados 0,5mg de
cloprostenol (analogo da PGF,,) e as doadoras inseminadas artificialmente 12, 20 e 28 horas ap6s o inicio
da manifestagdo de estro. Os embrides foram coletados, ndo cirurgicamente, no sétimo dia apos a
primeira inseminagdo. A administragdo de 250 ou 500mg de rbST aumentou (P<0,05) o percentual de
embrides viaveis e ndo alterou a taxa de gestac@o das receptoras.
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ABSTRACT

The use of recombinant bovine somatotropin (rbST) in superovulated Holstein donors to increase the
number and quality of the embryos was studied. Forty cows were randomly allotted into three groups:
control (n=15), treated with 250mg rbST (n=11) and treated with 500mg rbST (n=14) on the 6" day of
the oestrous cycle. On the 10" day after estrus the donors were submitted to a superovulatory treatment
with 360mg of FSH in decreasing doses, twice-a-day, with 12 hours interval. Along with the 7"
application of FSH, 0.5mg of cloprostenol was injected and the donors were inseminated 12, 20 and 28
hours after the onset of estrus. Embryos were collected non-surgically on the 7" day after the I*
insemination. The use of 250 or 500mg of rbST increased (P<0.05) the percentage of viable embryos, but
did not alter the recipient pregnancy rate.
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INTRODUCAO seu congelamento, tem sido difundida em

rebanhos tecnificados e proporcionado ganho

A transferéncia de embrides (TE), biotecnia que genético, pelo aumento do numero de

possibilita a coleta simultanea de mais de um descendentes de animais  geneticamente
embrido e sua transferéncia para receptoras, ou superiores (Drost et al., 1999).
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O sucesso dos programas de transferéncia de
embrides depende, na maioria das vezes, da
eficiéncia da superovulacdo (Callesen et al.,
1996), fator limitante atribuido a ampla
variedade na  resposta ao  tratamento
superovulatdrio, que esta diretamente
relacionado com a populagdo de foliculos
presentes no ovario e com a resposta deles ao
estimulo de gonadotropinas exogenas (Gong et
al., 1997).

A utilizagdo da  somatotropina  bovina
recombinante em doadoras, no inicio do ciclo
estral, tem sido pesquisada com o objetivo de
aumentar a populagdo de foliculos antrais
recrutados e, conseqiientemente, melhorar a
resposta superovulatéria (Gong et al, 1996).
Estudos in vivo em racas européias de corte
demonstraram que injecdes de somatotropina
bovina recombinante (rbST) induziram o
aumento da populagdo de foliculos antrais com
diametro entre 2 ¢ Smm (Gong et al., 1993).

Este estudo teve o objetivo de verificar o efeito
da utilizagdo de rbST, em doses de 250 ou
500mg, na resposta superovulatoria de doadoras
da raga Holandesa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma central de
transferéncia de embrides localizada no
municipio de Funilandia, MG.

Foram utilizadas 40 doadoras de embrides da
raca Holandesa, nd3o-lactantes, alojadas na
central de transferéncia de embrides. Durante o
periodo experimental as doadoras foram
mantidas em piquete de exercicio, com
sombreamento natural, e alimentadas, duas vezes
ao dia, com capim-clefante (Pennisetum
purpureum) picado. Como receptoras foram
disponibilizadas 182 fémeas mestigas, na maioria
novilhas, mantidas a pasto, com predominio de
Braquiaria  brizanta. Todos os animais
receberam sal mineral e 4gua a vontade.

As doadoras e receptoras foram submetidas a
exame clinico e ginecoldgico de rotina, além de
exames para tuberculose e brucelose e vacinadas
contra IBR/BVD, leptospirose, raiva e febre
aftosa.
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As doadoras foram distribuidas aleatoriamente
em trés grupos experimentais: grupo I (n=15),
tratadas com FSH e solugdo salina, grupo II
(n=11), tratadas com FSH e 250mg de rbST e
grupo III (n=14), tratadas com FSH e 500mg de
rbST. As doadoras, apos o exame clinico e
ginecologico e pelo menos dois ciclos estrais
normais, foram tratadas no sexto dia, em média,
por via subcutanea, na fossa isquio-retal. No 10°
dia apds o estro, em média, todas as doadoras
foram superovuladas com 360mg de hormonio
foliculo  estimulante’ (FSH) em  doses
decrescentes, com intervalo de 12 horas entre
aplicagodes, durante quatro dias consecutivos. Na
sétima aplicagdo de FSH foi também
administrado 0,5mg de cloprostenol® (analogo da
PGF,,). As doadoras foram inseminadas
artificialmente em horarios fixos, 12, 20 e 28
horas apds a observagdo do estro. As
observacdes foram realizadas duas vezes por dia,
pela manha e a tarde.

A coleta dos embrides foi realizada por método
ndo cirirgico, no sétimo dia apos a primeira
inseminagdo, por meio de lavagem uterina
utilizando solugdo de PBS’ (tampdo salina-
fosfato) de Dulbecco ¢ Vogt modificado por
Whittingham (1971). O lavado uterino foi
filtrado em filtro para embrides®, colocado em
placa de Petri de 12cm de diametro e examinado
em microscopio estereoscopico’ para busca,
classificacdo e avaliacdo das estruturas. As
estruturas identificadas e classificadas foram
transferidas, com o auxilio de micropipetas de
vidro, para uma placa de Petri de 3,5cm de
diametro, contendo solugdo de tampdo®
acrescida de albumina sérica bovina (BSA). Os
embrides foram classificados quanto ao estadio
de desenvolvimento (odcito, morula, blastocisto
inicial, blastocisto, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido) e avaliados
qualitativamente (excelente, bom, regular, pobre
e degenerado) segundo Manual... (1998).

! Foltropina de hipéfise suina - Folltropin®-V, Vetrepharm
Inc.

2 Cloprostenol sodico - Ciosin®, Coopers do Brasil

* Dulbecco modificado PBS — Laboratério Cultilab

* Malha de 80 - Millipore

3 Zeiss — West Germany

® Tampao Zwitterionic e 0,4 % albumina sérica bovina-fragio
V gentamicina, anfotericina B - Embriocare - Sao Paulo, SP
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Os embrides viaveis, classificados
qualitativamente como excelente, bom, regular e
pobre, foram transferidos para receptoras
previamente selecionadas, pelo método cirtrgico,
por laparotomia no flanco ipsilateral ao ovario
com corpo lateo (CL) previamente identificado
por palpagdo retal. Por ocasido do exame
ginecologico prévio & inovulagdo, o corpo lateo
foi classificado qualitativamente em fun¢do do
seu tamanho e consisténcia como corpo liteo
bom (CL1), muito bom (CL2) e excelente (CL3).
Foi considerada satisfatoria a assincronia de
aproximadamente 48 horas entre o periodo de
manifestacao de estro das receptoras ¢ doadoras.
A taxa de fertilizagdo foi obtida pelo percentual
de estruturas viaveis e degeneradas em relacao
ao total de estruturas coletadas, segundo Hasler
et al. (1987).

O diagnostico de gestagdo foi realizado de 55 a
65 dias apds a inovulacdo dos embrides, com
auxilio de aparelho ultra-sonografico com
transdutor linear endoretal de 6.0 MHz.

O delineamento estatistico utilizado  foi
inteiramente ao acaso. Para a comparagdo de
médias do total de estruturas e de embrides
vidveis usou-se teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis. Para a andlise da taxa de gestacdo foi
utilizado o teste de qui-quadrado segundo
Sampaio (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 40 animais superovulados, 86,7%, 100% e
78,6% dos animais dos grupos I, II e III,
respectivamente, responderam ao tratamento
com coleta de estruturas. Vinte por cento dos
animais do grupo I, 18% do II e 21,4% do III ndo
produziram embrides viaveis, isto é, ndo houve
diferenga entre os grupos quanto a resposta ao
tratamento e ao percentual de fémeas que
produziram embrides viaveis (P>0,05). Dos trés
animais (7,5%) que ndo responderam ao
tratamento, dois (13,3%) eram do grupo I e um
(7,1%) do grupo III. A resposta das doadoras foi
homogénea: 13,1% no grupo I produziram 30%
dos embrides, 27,3% no grupo II produziram
61,2%, e 14,2% no grupo 111, 64,6%.

Nao houve diferenca (P<0,05) no numero de
estruturas totais, embrides vidveis e taxa de
fertilizacdo entre os grupos. O percentual de
embrides viaveis foi diferente (P<0,05) segundo
o tratamento (Tab. 1), sinalizando que a
utilizacdo de 1bST, independente da dose,
aumentou o percentual de embrides viaveis,
provavelmente em decorréncia da agdo direta ou
indireta da ST no estimulo metabdlico de
foliculos antrais que normalmente entrariam em
atresia (Gong et al., 1996).

Tabela 1. Média, desvio-padrao (DP) e numero total de estruturas coletadas e embrides viaveis, taxas de
gestagdo e de fertilizagdo por grupo experimental de doadoras da raga Holandesa

Grupo [ Grupo II Grupo III
(controle) (250mg rbST) (500mg rbST)

(n=15) (n=11) (n=14)
Total de estruturas coletadas 103 124
Média £DP do total de estruturas coletadas 8,47+5,60a 9,36+8,73a 8,86+6,88a
Total de embrides viaveis 65 67
Média £DP de embrides viaveis 3,33+2,61a 5,9149,31a 4,7945,59a
Embrides viaveis* 39,37%b (50/127) 63,11%a (65/103) 54,03%a (67/124)
Taxa de gestacdo 68,00%a (34/50) 56,92%a (37/65) 58,20%a (39/67)
Taxa de fertilizagdo 60,63%a 67,96%a 71,77%a

Valores seguidos de letras distintas na mesma linha diferem entre si(P<0,05).

* Analise de dispersdo de freqiiéncia (qui-quadrado).

Taxa de fertilizagdo: percentual de estruturas viaveis e degeneradas do total de estruturas coletadas.

Estes resultados sdo semelhantes ao de estudos
que utilizaram rbST antes, durante ¢ apds a
superovulacao (Kuehner et al., 1993; Gong et al.,
1996; Cushman et al., 2001). O mecanismo pelo
qual o rbST aumentou o percentual de embrides
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viaveis ndo é possivel de ser explicado neste
experimento. O fato do rbST ter elevado as
concentragdes plasmaticas do horménio do
crescimento (Lucy, 2000), do IGF-I e da insulina
(Lucy, 2002), provavelmente se explica pelo
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efeito desses hormodnios sobre maturagdo dos
ovocitos (Pavlok et al., 1996) por efeito direto
(Izadyar et al., 1998) ou pela estimulacdo das
células da granulosa (Spicer et al., 1993), além
de poderem agir nos estddios iniciais do
desenvolvimento embrionario (Kim et al., 1993).

As médias gerais de 8,946,9 estruturas totais e
4,68+6,0 embrides viaveis encontradas neste
estudo foram similares aos resultados de
Rodrigues (2001), de 5,0 a 8,5 estruturas
coletadas e 4,5 a 7,0 embrides viaveis, para
tratamentos superovulatorios com FSH em
bovinos sem especificagdo da raga.

A taxa de gestagdo ndo diferiu entre os
tratamentos (Tab. 1). A média de 61,0% foi
préxima a encontrada por Neves et al. (2001),
64,5%, e superior as observadas por Moreira et
al. (2002) e Bo et al. (2002), 42,9% e 54,6%,
respectivamente. Apesar da taxa de embrides
viaveis ter sido maior (P<0,05) nos grupos
tratados com rbST, ndo houve reflexo na taxa de
gestagdo das receptoras, provavelmente devido a
grande variedade de fatores que interferem na
taxa de gestagdo, entre elas a sincronia de estro
entre doadoras e receptoras (Hasler et al., 1987) e
a acurdcia da avaliagdo do corpo luteo por
palpagéo transretal (Callesen et al., 1996).

CONCLUSOES

A utilizacdo de rbST antes do inicio da
superovulacdo ndo aumentou o numero de
estruturas totais coletadas, mas aumentou o
percentual de embrides vidveis, independente da
dose utilizada de 250mg ou 500mg, sem alterar a
taxa de gestagdo das receptoras.
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