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RESUMO  -  Avaliou-se o efeito da pré-estimulação ovariana com somatotropina bovina recombinante (rbST), associada
ou não ao FSH, sobre a população folicular, a recuperação de oócitos e a produção in vitro de embriões em vacas Gir.
Utilizaram-se vacas não-lactantes, em boas condições reprodutiva e corporal, cujo ciclo estral foi sincronizado pela
administração de 0,5 mg de cloprostenol. Durante o experimento, as vacas receberam continuamente implantes auriculares
de norgestomet, renovados a cada 14 dias, e, posteriormente, foram submetidas aos tratamentos: T1 ou controle - punção
sem tratamento pré-estimulatório; T2 - aplicação única de 160 mg de rbST antes de cada punção; e T3 - punção após o
tratamento com 160 mg de rbST em aplicação única, seguida de administração de 250 UI de FSH em doses decrescentes. Os
oócitos foram maturados e fertilizados in vitro e os presumíveis zigotos foram cultivados por 192 horas pós-fertilização. Os
tratamentos não foram diferentes quanto à população folicular presente no ovário. Entretanto, com a administração de
250 UI de FSH (T3), verificou-se aumento no diâmetro do maior folículo e no número de folículos grandes e médios e diminuição
no número de folículos pequenos. A taxa de recuperação não diferiu entre o tratamento controle e T3 (com administração
de FSH), mas foi menor no T2 (aplicação, em dose única, de 150 mg de rbST antes de cada punção). O número de oócitos de
grau 1 foi maior e o de degenerados, menor no T3 em relação ao T1 e ao T2. O rbST (T2) aumentou a taxa de clivagem e

a produção de blastocistos e, quando associado ao FSH, melhorou a qualidade dos oócitos nos animais Gir.
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Effect of somatotropin on follicular population, oocyte retrieval and in vitro
embryo production in Gir cows

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate ovarian pre-stimulation using recombinant bovine somatotropin
(rbST) or rbST associated to FSH on follicular population, oocyte retrieval and in vitro embryo production in Gir cows (Bos
indicus). Estrous cycle of non-lactating cycling cows with similar body and reproductive conditions were synchronized with
cloprostenol followed by norgestomet ear implants, replaced every fourteen days. The animals were randomly distributed in
three treatments: TI or control (punctured without pre-stimulation), TII (injection of 160 mg of rbST, before each aspiration)
and TIII (injection of 160 mg of rbST followed by administration of 250 U.I. of FSH, before each aspiration). Oocytes were
maturated and fertilized in vitro and presumptive zygotes were cultured in vitro for 192 hours post-fertilization. Treatments
did not differ for ovarian follicular population. However, an increase in the diameter of the largest follicle and in the number
of large and medium follicles with reduction in the number of small follicles was observed for TIII. Oocyte recovery did not
differ between TI and TIII, but recovery rate was lower for TII. The number of grade I oocytes was higher and the number
of degenerated oocytes was lower for TIII than for TI or TII. The rbST increased cleavage rate and blastocyst production,
and when associated to FSH  the quality of oocyte in Gir animals was improved.
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Introdução

A manipulação da dinâmica folicular em bovinos pode
permitir maior disponibilização de oócitos pela técnica de
punção folicular guiada por ultra-som para uso em progra-
mas de produção in vitro de embriões (PIVE). Essa maior

disponibilização de oócitos pode ser obtida pelo uso de
somatotropina bovina recombinante (rbST), que tem apre-
sentado efeito no crescimento folicular em vacas (Gong et
al., 1991, 1993; De La Sota et al., 1993; Lucy et al., 1993).

A rbST aumenta a população de folículos em animais de
origem européia (Gong et al., 1991, 1993, 1996, 1997; De La
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Sota et al., 1993; Webb et al., 1994; Kirby et al., 1997a,b; Bols
et al., 1998) e em vacas Nelore (Carter et al., 1998; Buratini
Jr. et al., 1999). Crystal et al. (1997) demonstraram que o
número de folículos com diâmetro de 3 a 5 mm e de 6 a 9 mm
é maior em vacas tratadas com BST em relação àquelas não
tratadas e relataram que o efeito deste hormônio seria
primeiramente na fase de recrutamento do crescimento
folicular, não sendo afetadas a seleção de folículos grandes
e a taxa de ovulação. Entretanto, Bols et al. (1998) relataram
que, embora o recrutamento de folículos tenha aumentado
antes da aspiração em animais tratados com rbST, o número
e a qualidade dos ovócitos, assim como o número de
blastocistos cultivados in vitro não foi afetado. Contudo,
vários estudos têm comprovado tendência de melhor quali-
dade de oócitos nos animais rbST-tratados (Pavlok et al.,
1996; Bevers et al., 1997; Pivato et al., 1999). Tem-se eviden-
ciado, inclusive, que o hormônio do crescimento, o IGF-1, e
as proteínas ligadoras de IGF (IGFBPs) são importantes no
controle da função ovariana. O rbST promove aumento do
IGF-1 no fluido folicular (Herrler et al., 1994), o que poderia
melhorar a qualidade dos ovócitos e, conseqüentemente, a
maturação e a formação  in vitro de blastocistos.  A adição
de IGF-1 (Markkula & Makarevich, 2001) ou de rbST (Izadyar
et al., 1996) ao meio da maturação in vitro tem auxiliado a
maturação nuclear e a capacidade de desenvolvimento dos
oócitos, refletidas no aumento da formação de blastocistos.
Além disso, o uso da somatotropina pode preservar os
ovócitos da degeneração atrésica (Pavlok et al., 1996).

O uso da rbST antes do início das sessões de punção
folicular pode ser um valioso recurso para aumentar o
número e a qualidade dos oócitos coletados in vivo e dos
embriões produzidos in vitro em vacas Gir. Considerando
que a maioria dos dados na literatura é proveniente de
bovinos de origem européia e que animais europeus e
indianos diferem em vários aspectos em sua fisiologia
reprodutiva (Rhodes et al., 1978; Segerson et al., 1984;
Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al., 1997; Viana et al.,
2000), é necessária uma avaliação da resposta dos animais
Gir ao tratamento com rbST. Neste estudo, avaliou-se a
utilização do tratamento com rBST, associado ou não ao
FSH, antes das sessões de punção folicular como recurso
para aumentar a taxa de recuperação e a qualidade dos
ovócitos, bem como a PIVE, em vacas da raça Gir.

Material e Métodos

Foram utilizadas 24 vacas Gir multíparas, não-lactantes,
com escore corporal entre 3 e 4 (sendo 1 = muito magra e
5 = gorda, segundo Ferreira et al., 1999) e apresentando dois

ciclos estrais normais antes do início do experimento. Os
animais foram sincronizados pela administração
intramuscular de 0,5 mg de cloprostenol (Ciosin, Coopers) e,
durante o experimento, receberam continuamente implantes
auriculares contendo 3 mg de norgestomet (Crestar, Intevet),
renovados a cada 14 dias. Posteriormente, os animais foram
submetidos aos seguintes tratamentos:

T1: punção folicular sem estimulação hormonal
(controle);

T2: punção folicular após tratamento com 160 mg de
rbST (Boostin, Coopers) em aplicação única quatro dias
antes de cada punção;

T3: punção folicular após tratamento com 160 mg de
rbST em aplicação única quatro dias antes de cada punção,
seguida de administração de 250 UI de hormônio folículo
estimulante (Pluset, Serono), em seis aplicações em doses
decrescentes (75, 50, 50, 25, 25, e 25 UI) administradas em
intervalos de 12 horas nos três dias precedentes à punção.

Foram realizadas duas repetições para cada tratamento
em todos os grupos (48 punções para cada tratamento).

As punções foliculares foram realizadas por um mesmo
técnico utilizando-se um aparelho de ultra-sonografia equi-
pado com transdutor setorial intravaginal de 5 / 7,5 MHZ e
um dispositivo guia para punção folicular. Folículos com
diâmetro superior a 3 mm foram identificados, mensurados
e puncionados utilizando-se agulhas 19G e uma pressão de
vácuo de 80 mmHg, correspondendo a um fluxo de 14 mL de
água/minuto. O líquido folicular foi inicialmente recuperado
em tubos plásticos de 50 mL (Falcon) contendo 15 mL de
DPBS acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e
100 UI/mL de heparina (Liquemine, Roche), sendo os
oócitos posteriormente separados em um filtro de coleta de
embriões com malha de 80 µ (Millipore). Os complexos
cumulus-oócito recuperados foram transferidos para pla-
cas de cultivo contendo DPBS acrescido de 10% de SFB a
37oC e avaliados em um microscópio estereoscópio com
aumento final de 50x, por um mesmo técnico.

Foram selecionados para o cultivo oócitos com no
mínimo três camadas de células da granulosa compactas,
citoplasma homogêneo ou apresentando pequenas irre-
gularidades.

Os oócitos selecionados foram acondicionados em
tubos plásticos de 1,5 mL contendo meio Talp-Hepes e
mantidos em estufa a 39oC até o momento do transporte
para o Laboratório de Embriologia. O transporte foi reali-
zado utilizando-se uma câmara incubadora (Modular
Incubator Chamber, Billups-Rothenberg) mantida a 39oC
em uma bolsa térmica e o tempo médio de transporte foi de
40 minutos a 1 hora.
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Os oócitos foram submetidos à maturação in vitro
em meio TCM-199 acrescido de 10% de soro de vaca em cio
e 20 mg/mL de FSH, por 22 horas, em estufa incubadora a
39oC com 5% de CO2 e 95% de umidade. Após a maturação,
todos os oócitos foram fertilizados com sêmen congelado,
de mesma partida, de um touro da raça Gir previamente
selecionado. Para separação de espermatozóides vivos e
mortos, foi utilizado o método de swim up. A fecundação
in vitro  foi realizada em gotas de 100 µL de meio
Fert-Talp acrescido de 10 µg/mL de heparina, cobertas
com óleo mineral, com concentração espermática de 2,0 x
106 espermatozóides/mL por um período de aproximada-
mente 22 horas (Parrish et al., 1986).

Os presumíveis zigotos foram co-cultivados com célu-
las da granulosa em CR2aa acrescido de 10% SBF, em gotas
de 50 mL cobertas com óleo mineral. A avaliação da taxa de
clivagem e a renovação de 50% do meio foram realizadas 72
horas pós-fecundação. A taxa de produção de blastocisto
foi avaliada 192 horas pós-fecundação. Todas as etapas
foram realizadas em estufa incubadora nas mesmas condi-
ções da maturação in vitro.

Os dados foram avaliados quanto ao atendimento das
pressuposições da análise de variância (normalidade dos
dados, aditividade, independência dos dados e constância
de variância). Como a maioria das variáveis não atendeu a
esses requisitos e não se obteve transformação adequada
para os dados, procederam-se às análises utilizando-se
testes estatísticos não-paramétricos. Assim, as caracterís-
ticas número total de folículos, diâmetro do maior folículo
e número de folículos grandes (≥9mm), médios (6 a 8 mm) e
pequenos (≤5 mm) foram analisadas pelo teste de Kruskal-
Wallis e as taxas de recuperação, clivagem e produção de
blastocistos, pelo teste do qui-quadrado.

Resultados e Discussão

O uso do rbST, associado ou não ao FSH, não aumentou
(P>0,05) o número total de folículos submetidos à punção.
O diâmetro do maior folículo e o número de folículos
grandes, médios e pequenos também não diferiram (P>0,05)
entre os tratamentos controle e com rbST. Entretanto,
associação do rbST com o FSH resultou em aumento
(P<0,05) no diâmetro do maior folículo em relação ao
tratamento controle e no número de folículos grandes e
médios, com redução (P<0,05) no número de folículos
pequenos em relação ao tratamentos controle e com rbST
(Tabela 1).

Diversos autores têm reportado que o tratamento com
rbST aumenta o número de folículos ovarianos (Gong et al.,
1991; 1993; De La Sota et al., 1993; Lucy et al., 1993; Webb
et al., 1994; Kirby et al., 1997ab) e o número de folículos
classificados como pequenos (Gong et al., 1991; 1993;
Crystal et al., 1997; Bols et al., 1998; Buratini Jr. et al., 1999;
Pivato et al., 1999; Buratini et al., 2000; Roth et al., 2002).
Entretanto, neste estudo, o crescimento folicular aumenta-
do não foi observado após o uso de rbST. Pavlok et al.
(1996) também não obtiveram aumento no número total de
folículos com a administração de uma injeção de rbST três
dias antes da coleta dos ovários em matadouro. Essas
diferenças podem ser atribuídas a diversos fatores, como a
dosagem utilizada, a condição nutricional do animal e a
diferença entre raças.

Apesar de Santl et al. (1998) não terem observado
correlação positiva entre as concentrações séricas de IGF-1
e os números de folículos e oócitos em novilhas tratadas cin
rbST, é geralmente aceito que o efeito do rbST no desenvol-
vimento dos folículos antrais seja mediado por aumentos

Tabela 1 - Número e classificação dos folículos ovarianos presentes no ovário, número total de oócitos recuperados por punção folicular
e taxa de recuperação (%) em vacas Gir não tratadas (T1), tratadas com somatotropina bovina recombinante (T2) e com
somatotropina bovina recombinante associada a hormônio folículo estimulante (T3)

Table 1 - Number and classification of follicles present in ovary, total number of oocytes (mean + standard deviation) retrieved by ovum pick-up and recuperation

rate (%) in no-treated Gir cows (T1), treated with recombinant bovine somatotropin (T2) and recombinant bovine somatotropin associated with
follicle stimulating hormone (T3)

Tratamento T 1 T 2 T 3
Treatment

no total de folículos (Number of follicles) 11,88±3,75a 14,08±6,51a 15,83±5,94a

diâmetro do maior folículo (Diameter of the largest follicle) 9,88±3,04a 12,75±5,50ab 14,78±4,86b

no de folículos ≥ 9  mm (Number of follicles ≥ 9 mm) 0,79±0,98a 1,25±0,74a 6,00±3,88b

no de folículos de 6 a 8 mm (Number of follicles between 6 and 8 mm) 3,46±1,77a 2,54±1,70a 7,35±4,18b

no de folículos ≤ 5  mm (Number of follicles ≤ 5 mm) 7,58±2,72a 10,38±5,96a 2,39±2,50b

Total de oócitos recuperados/seção (Total number of recuperated oocytes/section) 7,46±5,77a 6,96±4,42a 9,00±5,11a

Taxa de recuperação (Recuperation rate) 62,81a 49,40b 56,87b

 a, b Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
Taxa de recuperação = (total de oócitos recuperados por tratamento/total de folículos por tratamento)*100.
a, b Means followed by different letters in the same row are statistically different (P<0.05)
Recuperation rate = (total number of retrieved oocyte in treatment/ total number of follicles in treatment)*100.
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nas concentrações séricas de IGF-1 e/ou insulina (Kirby et
al., 1997a,b; Buratini Jr. et al., 2000; Lucy, 2000; Cushman et
al., 2001; Roth et al., 2002). Sugere-se que somente doses de
rbST capazes de promover aumento nas concentrações de
IGF-1 aumentem o número de folículos pequenos (Gong et
al., 1993; 1997). A dose utilizada neste experimento pode
não ter sido suficiente para alterar o desenvolvimento
folicular, o que não foi verificado, pois não foi possível
avaliar as concentrações de IGF-1 neste experimento. Além
disso, animais indianos parecem ter menor resposta
ovariana que os europeus a uma mesma concentração de
IGF-1 induzida pelo rbST (Buratini Jr. et al., 2000). Há relatos
de que o sistema IGF ovariano pode diferir entre animais
Bos indicus e  Bos taurus. Vacas Brahman, comparadas a
vacas Angus (Simpson et al., 1994), têm maior atividade
plasmática de IGFBPs. Portanto, é possível que a proporção
livre e ligada de IGF-1 possa diferir entre a raça Gir e as
demais raças européias.

Os efeitos da somatotropina sobre a função ovariana
estão relacionados ao padrão de aporte e utilização de nutri-
entes por estes tecidos (Pinto Andrade et al., 1996). O
tratamento com rbST exógeno estimula as concentrações
séricas de IGF-1 e IGFBP-3, reduzindo a de IGFBP-2. Diminui-
ção no consumo de alimentos pode reduzir a magnitude
dessas respostas (Rausch et al., 2002). As concentrações
séricas de somatotropina e o IGF mudam em resposta à
condição nutricional, sendo observados aumentos na
somatotropina e menores concentrações de IGF durante o
balanço energético negativo, enquanto o inverso ocorre
durante o balanço energético positivo (Lucy, 2000). Neste
estudo, os animais foram mantidos exclusivamente a pasto e
não receberam qualquer suplementação volumosa ou
energética durante todo o período experimental, o que pode
não ter sido suficiente para atender à demanda nutricional, o
que não foi avaliado, visto que os animais apresentavam boa
condição corporal e não estavam em lactação.

A somatotropina possui ação metabólica ao alterar o
catabolismo dos carboidratos e das gorduras, reduzindo a
utilização da glicose (Peel & Bauman, 1987) e aumentando a
glicemia. Com a redução na utilização da glicose nos tecidos
periféricos, outra fonte energética deve estar disponível para
manutenção dos processos fisiológicos. Neste caso, a
somatotropina aumenta a mobilização de ácidos graxos
(lipólise) presentes no tecido adiposo, fornecendo uma via
energética alternativa (Pamela & Harvey, 1997).

O número total de oócitos recuperados por punção não
diferiu (P>0,05) entre os tratamentos. A utilização de
hormônios promoveu diminuição (P<0,05) na taxa de recu-
peração, mas não alterou o número de oócitos obtidos por
punção em relação aos animais não tratados (Tabela 1). O

uso do rbST antes das punções foliculares não tem melho-
rado a taxa de recuperação em bovinos (Bols et al., 1998;
Pivato et al., 1999; Tripp et al., 2000). Acredita-se que o rbST
pode alterar a morfologia da parede folicular ou do complexo
cumulus-oócito, direta ou indiretamente, pela ação do
IGF-1, resultando em impedimento da recuperação do oócito
(Tripp et al., 2000). O rbST tem mostrado expandir as células
do cumulus in vitro (Izadyar et al., 1996), o que pode ter
contribuído para a retenção do oócito no folículo aspirado.
A associação do rbST ao FSH (T3) pode ter evitado esse
efeito da somatotropina por ter aumentado o número de
folículos grandes e médios (Tabela 1), amenizando a reten-
ção do oócito, ocasionada, possivelmente, por alterações
nas células do cumulus.

O rbST também não melhorou a qualidade morfológica
dos complexos cumulus-oócito recuperados, pois não
aumentou (P>0,05) a porcentagem de oócitos classificados
como viáveis (grau 1 e 2). Outros autores também não
evidenciaram melhora na qualidade dos oócitos ao utiliza-
rem rbST antes das sessões de punção folicular (Bols et al.,
1998; Tripp et al., 2000). Entretanto, a associação ao FSH
(T3) aumentou (P<0,05) a porcentagem de complexos
cumulus-oócito de grau 1 e diminuiu (P<0,05) a de oócitos
degenerados (Tabela 2). O FSH pode ter melhorado a qua-
lidade morfológica dos oócitos por diminuir a população de
folículos atrésicos e aumentar o diâmetro folicular, permi-
tindo que os complexos cumulus-oócito fossem recupera-
dos com a estrutura mais íntegra.

A somatotropina pareceu melhorar o desenvolvi-
mento dos oócitos, pois aumentou as taxas de clivagem
(P<0,05) e de produção de blastocistos (P<0,01) , quando
utilizada sozinha , e melhorou o  desenvolvimento embrio-
nário (P = 0,064), quando associada ao FSH (Tabela 3).
Kuehner et al. (1993) e Gong et al. (1996) também relataram
que o tratamento com rbST melhorou o desenvolvimento
dos oócitos e a qualidade de embriões bovinos. O efeito
benéfico do rbST no desenvolvimento embrionário pode
estar relacionado a influências diretas ou indiretas no
microambiente folicular e/ou no próprio oócito. Uma das
mudanças obtidas com a administração de rbST é o aumento
das concentrações intrafoliculares de IGF-1 (Roth et al.,
2002), o que poderia resultar em aumento da eficiência do
desenvolvimento embrionário in vitro.

Receptores de somatotropina e IGF-1 têm sido encon-
trados em oócitos bovinos imaturos e nas células da
granulosa e do cumulus (Spicer et al., 1994; Spicer &
Stewart, 1996; Izadyar et al., 1997; Kölle et al., 1998; Yoshida
et al., 1998; Lonergan et al., 2000). A adição de rbST (Izadyar
et al., 1997, 1998) ou IGF-1 (Herrler et al., 1992; Markkula &
Makarevich, 2001) ao meio de maturação in vitro  tem
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aumentado o número de mórulas e de blastocistos. É
possível que o rbST melhore a maturação nuclear e
citoplasmática dos oócitos (Bevers et al., 1997; Izadyar et
al., 1997, Bevers &Izadyar, 2002). Além disso, o tratamento
das doadoras de embriões com rbST reduz a proporção de
oócitos não-fecundados e aumenta o número de embriões
transferíveis (Thatcher et al., 2001).

Outros autores, entretanto, não obtiveram aumento
nas taxas de clivagem e produção de blastocistos após a
utilização de rbST ou IGF-1 in vitro  ou com  rbST
in vivo  (Bols et al., 1998; Rieger et al., 1998; Pivato et al.,
1999; Tripp et al., 2000). A utilização de diferentes siste-
mas de cultivo in vitro  e diferenças nas doses de rbST
usadas in vivo e in vitro  e de oócitos provenientes de
animais de raças diferentes podem ser as causas dos
resultados divergentes.

Conclusões

O rbST alterou a dinâmica folicular e a qualidade dos
oócitos em vacas Gir somente quando associado ao FSH.

O uso do rbST antes das punções foliculares melhorou
as taxas de clivagem e produção de blastocisto in vitro
em animais da raça Gir.
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