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RESUMO

O Experimento foi realizado na Fazenda Cesumar, de outubro a dezembro de 2006,
objetivando avaliar o efeito da aplicacdo de Somatotrofina Recombinante Bovina
(rBST) na producdo de embrides in vitro. Foram realizadas 50 aspiracdes foliculares,
utilizando 25 animais Nelore, sendo que 13 delas foram controles ¢ 12 animais que
receberam 500 mg de rBST (Boostin®, Shering) cinco dias antes da aspiragdo.
Decorridos 30 dias da primeira aspira¢do, os animais foram invertidos de tratamento e
realizou-se outra aspiracdo. Os foliculos maiores que 3 mm foram aspirados com auxilio
de ultrasson aloka SSD 500 e os oocitos avaliados e, posteriormente, maturados e
fertilizados in vitro e os presumiveis zigotos cultivados por 192 horas. Nao houve efeito
da aplicagdo do rBST administrado cinco dias antes da aspiracdo na quantidade de
odcitos viaveis, inviaveis e totais, bem como no nimero de blastocistos expandidos e
eclodidos. Todavia, o nimero de embrides viaveis total foi maior (p<0,07) nos animais
que receberam o rBST. Desta forma, conclui-se que a aplicagao do rBST nao influiu no

numero de odcitos aspirados, mas aumentou o nimero de embrides viaveis produzidos.

Palavras chaves: odcitos, qualidade, quantidade, reproducao.



ABSTRACT

The experiment was conducted at Cesumar farm from October to December 2006, to
evaluate the effect of rBST on embryos production in vitro. 50 follicular aspirations
were performed using 25 animals of Nellore breed, where 13 were animals controls and
12 received 500 mg of rBST (BOOSTIN ®, SHERING) administrated five day before
aspiration. Elapsed 30 days after, first aspiration the treatment were reversed and
another aspiration was corried out. Follicles larger than 3 mm were aspirated with the
animals have aspirated with Aloka SSD 500 ultrasond seamer and the recovered oocytes
were matured and fertilized in vitro and the presumptive zygotes were cultured for 192
hours. There was no effect of rBST on the viable, un viable and the total oocytes
number and on the expanded and hatched blastocysts number. However, the number of
viable embryos was higher (p <0.07) in animals that received the rBST. Thus we can
conclude that the application of rBST did not increase the number of aspirated oocytes,

but the other hand there was an increase on the viable embryo production.

KEYWORDS: oocytes, quality, quantity, reproduction.



1. Introducao Geral

O Brasil tem se destacado pela transferéncia de embrides in vivo (TE) e in vitro
(PIV), contribuindo com, aproximadamente, 50% do total de embrides produzidos no
mundo (Baruselli et al, 2005). Viana & Bols (2001) afirmam que houve aumento
expressivo na producdo de embrides na Amériaca do Sul e Africa, e que os indices de
producdo in vitro variam de 25 a 40%. A PIV ¢é uma ferramenta que serve para
aumentar o potencial reprodutivo das fémeas consideradas excepcionais, principalmente
como instrumento para acelerar o progresso dos programas de selecdo animal
(Gongaves et al, 2002). O sucesso dessa técnica estd na dependéncia da quantidade e
qualidade de odcitos que, sdo obtidos pela técnica de aspiracao folicular orientada por
ultrassonografia (OPU), técnica desenvolvida na década de 1980 (Galli et al., 2001).

Tratamento de doadoras com Somatotropina Recombinante Bovina (rBST) para
aumentar o numero de foliculos ovarianos antrais foi repetidamente relatada por
diversos autores (Tanner & Hauser, 1989; Gong et al., 1991). Buratini et al. (1999)
observaram aumento do numero de foliculos menores que 3 mm, acompanhado de
elevagdo das concentragdes plasmaticas do hormoénio do crescimento e do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I), levando os autores a acreditar no uso do
horménio em protocolos superovulatorios de bovinos. Com base nesses dados, a
hipotese ¢ que o BST poderd melhorar a quantidade e a qualidade dos odcitos e
embrides produzidos in vitro bem como contribuir para os trabalhos de producdo e

melhoramento genético animal.



1.1. Dinamica Folicular em Bovinos

Ao nascer os bovinos apresentam cerca de 150.000 foliculos primordiais nos
ovarios, e esse numero de foliculos diminui para 3.000, aos 15 a 20 anos de idade (Bao
& Garverck, 1998). Os foliculos primordiais estdo constantemente entrando no pool de
foliculo sem crescimento, mas 99% entram em atresia, (Ireland, 1987).

O crescimento folicular ocorre em ondas que pode variar de duas e trés durante
um ciclo estral completo (Santos & Amstalden, 1998). Segundo Ginther et al. (1989),
nos ciclos estrais com duas ondas, a primeira inicia-se no dia zero (DO - estro) ¢ a
segunda no dia dez (D10), e no caso de trés ondas de crescimento folicular, a primeira
inicia-se no DO (estro), a segunda no dia nove (D9) e a terceira no dia dezesseis (D16).
O namero de ondas foliculares pode estar relacionado com o estado fisiologico e
ambiental do animal (Weeb, 1999). Murphy et al (1991) verificam que os animais
alimentados com baixa energia na dieta apresentavam trés ondas de crescimento
folicular, enquanto que os animais alimentados com alta energia apresentavam somente
duas.

Em cada onda de crescimento folicular, um grupo de foliculos de 4 a 5 mm de
diametro ¢ recrutado e comeca a se desenvolver (Fortune, 1993). Adams (1993)
assinalou que isso ocorre apds um aumento nas concentracdes sanguineas de FSH.
Nesse grupo de foliculos, rapidamente emerge um foliculo dominante com 7 a 9 mm de
diametro e, continua a se desenvolver, enquanto os outros sofrem atresia (Weeb, 1999).
Segundo esse mesmo autor, se a lutedlise acontecer naturalmente, ou através da
aplicagdo de PGF,,, o foliculo dominante ird ovular (Santos & Amstalden, 1998), mas
ao contrario, o proprio foliculo dominante entrard em atresia € uma nova onda de
crescimento folicular tera inicio.

Na produgdo in vitro, além dos conhecimentos pertinentes ao crescimento
folicular, deve-se estudar a dinamica de maturagdo oocitaria durante o desenvolvimento
folicular in vitro, pois 0 06cito passa pela maturagao nuclear (continuacao da meiose) e
maturagao citoplasmatica, deixando os oo6citos com maior viabilidade para sofrerem a
fertilizag@o e o posterior desenvolvimento embrionario (Krisher, 2004).

Quanto a maturagdo nuclear, os odcitos oriundos de foliculos em crescimento e
dominantes permanecem parados no estagio de dipldteno da profase I da meiose nos em

situagdes in vivo, a meiose ¢ reiniciada com o pico pré-ovulatério de LH, conduzindo a



mesma até fase de metafase Il e liberacdo do primeiro corpusculo polar (Van den Hurk
& Zhao, 2005). Tsafriri (1983) relatou que no inicio do crescimento, a atividade de
sintese do oocito ¢ alta com a do RNA mensageiro e de proteinas que sdo utilizadas na
fertilizagdo e desenvolvimento embriondrio inicial e fetal (Dieleman et al., 2002).
Naturalmente, o ciclo meidtico s6 terminard com a penetracao espermatica e a libera¢ao
do segundo corpusculo polar (Van den Hurk & Zhao, 2005).

Associado a maturagao nuclear, existe uma variedade de outros processos que
acontecem no citoplasma do odcito que sdo importantes para a sua fertilizacdo do
mesmo, eventos independentes da maturagdo nuclear e sdo denominados de pré-
maturag¢do e maturagao citoplasmatica (Krisher, 2004). Os eventos incluem: aumento no
numero e tamanho das goticulas de gordura, diminuicdo no nimero e tamanho do
complexo de Golgi, aumento do espaco perivitelinico e movimento dos granulos
corticais para a periferia do odcito (Hittel et al., 1997).

Todavia, quando realiza-se aspiragdo folicular, em ovarios de abatedouros ou em
animais in vivo, obtém-se odcitos oriundos de foliculos de tamanhos heterogéneos,
variando de 3 a 15 mm e que se encontram em diferentes niveis de maturacdo nuclear e
citoplasmatica, apesar de os foliculos de 3 mm j& serem capazes de se desenvolver in
vitro (Dieleman et al, 2002). Foliculo com 3 a 15 mm de diametro apresenta quantidade
suficiente de RNA mensageiro e proteinas especificas para sustentar a fertilizagao,
clivagem e desenvolvimento embriondrio até o estdgio de blastocisto (Pavlok et al.,
1992; Lonergan et al., 2004, Krisher, 2004). Isto pode se agravar ainda mais, pois
quando aspiram-se os oocitos dos foliculos e retiram-se os mesmos do ambiente
folicular, a meiose se reinicia espontanecamente (Sa et al., 2003), impedindo a
transcricdo de RNA mensageiro devido ao inicio da compactagdo da cromatina.

Vassena et al. (2003) postularam que os oodcitos que sdo mantidos no ambiente
folicular por maior tempo podem ser mais eficientes em acumular RNA mensageiro.
Desta forma, na maturagao dos odcitos in vitro parece, quando colhidos de foliculos de
qualquer tamanho, haver auséncia de alguns eventos citoplasmaticos essenciais para os
odcitos (Gicchrist et al., 2007). Além disso, qualquer falha na maturagdo serd
observada na fase de desenvolvimento embriondrio, na passagem de 8,0 para 16,0
células e ndo na maturagdo ou fertilizacao in vitro (Leibfried-Rutledge, et al, 1987).

Em conseqiiéncia das falhas na maturacdo de odcitos obtidos de foliculos de
varios tamanho, comegaram a se¢ estudar o efeito do tamanho e da fase de crescimento

folicular na produgdo de embrides in vitro (Vassena et al. 2003 Leibfried-Rutledge, et al



1987). Os resultados desses estudos, apontaram que oocitos provenientes de foliculos
maiores se desenvolvem melhor in vitro, nos quais se observou aumento na producao de
embrides de oocitos aspirados de foliculos médios e grandes quando comparados a
foliculos pequenos (Pavlock et al, 1992; Loonergan et al., 2004; Hagemann, et al,
1999).

No entanto, Carolan et al. (1996) e Seneda et al. (2001) ndo relataram influéncia
do diametro folicular sobre a competéncia do oocito analisando oocitos aspirados de
foliculos pequenos e grandes. Machatkova et al. (1996), comparando a aspiragdo em
diferentes estadios do ciclo estral, demonstraram que oocitos colhidos nos dias 14 a 16
do ciclo apresentavam melhores indices de competéncia para o desenvolvimento até
blastocisto quando comparados aos aspirados nos dias sete, oito e nove. Em outro
estudo, odcitos colhidos de foliculos subordinados nos dias dois, trés e, principalmente,
no dia sete da onda folicular demonstraram menor competéncia que aqueles recuperados

no dia cinco (Vassena et al, 2003).

1.2. Fatores relacionados a aspiracio folicular

Os principais fatores que interferem na aspirag@o folicular transvaginal podem ser
devidos ao aparelho de ultrassom, ao procedimento de aspiragdo, a pressao de aspiragao
ou ao tipo de agulha (mecanicos) e fatores a bioldgicos como racga, espécie ou idade da
doadora, pré-estimulacdo hormonal ou fase do ciclo estral em que se realiza a aspiragao
folicular (Seneda et al, 2002).

Em programas de aspirac¢do folicular e na reproducao assistida em bovinos sdo
utilizados diversos tipos de transdutores mecanicos ou eletronicos com suas frequéncias
variando de 3 a 8 MHz, sendo que a escolha varia de acordo com a profundidade das
estruturas a serem visualizadas, bem como o grau de defini¢do exigido para uma boa
eficiéncia do procedimento (Viana et al, 2002). Especificamente, para aspiracio
folicular guiada, os transdutores sao lineares ou convexos, sendo que a aspiragao com o
transdutor linear ¢ desfavordvel devido ao espaco limitado entre o transdutor e a agulha
(Seneda et al, 2002). As areas sao um fator favorecido pela probe convexa (Seneda et al,
2002).

Os transdutores podem ser de 5,0 MHz (Gibbons et al., 1994), 6,5 Mhz (Boni et
al., 1997; Fry et al., 1997) e 7,5 Mhz (Bols et al, 1995). A variagao da frequéncia do



transdutor pode alterar a taxa de recuperacdo dos odcitos devido, principalmente, a
melhor visualizacdo, o que ocorre com probes de frequéncia maiores (Hashimoto et al.,
1999), ocorréncia que pode variar em funcao da experiéncia do operador (Fry et al.,
1997).

As agulhas de 17G (diametro interno de 2 mm) e de 21G (diametro interno de
0,45 mm) e comprimentos variados, descartaveis ou nao, sdo normalmente utilizadas
para aspiracdo folicular em bovinos (Viana et al, 2002). A utilizagdo de agulhas
menores que 21 G ou maiores que 17G dificultam o uso devido a impossibilidade de
colher complexos cumulus-oocitos (CCOs) intactos ou pela dificuldade na aspiragdo de
foliculos de menor diametro (Hashimoto et al., 1999). As agulhas de diametros de 17 ¢
18 G sao mais rigidas e, portanto, menos sujeitas a entortar durante a manipulacao do
ovario (Fry et al., 1997).

De acordo com Seneda et al. (2002), as agulhas com diametros maiores de 18 G
relacionaram-se a maiores taxas de recuperagdo, embora com maior percentual de
odcitos desnudos, além de maiores danos ao estroma e maior quantidade de sangue no
liquido aspirado. Ja as agulhas de diametro menor que 19 G apresentam indices
reduzidos de recuperacdo de oocitos, possivelmente pela lentiddo da aspiragdo do
liquido folicular no momento da punc¢do. O calibre interno ¢ a caracteristica mais
importante da agulha de pungdo, pois estd diretamente relacionado a velocidade do
fluxo do fluido, ao volume de espago morto e a ocorréncia de turbuléncia no sistema de
aspiragdo (Viana et al, 2002).

Agulhas de menores calibre 20 e 21 G sdo menos sujeitas a variacdo na
velocidade de fluido aspirado por minuto do que agulhas com 17 ¢ 18 G (Bols et al,
1996). Agulhas de menor didmetro resultam na recuperagdo de maior percentual de
CCOs de melhor qualidade e menor percentual de odcitos total ou parcialmente
desnudos (Bols et al., 1996, Hashimoto et al, 1999). Uma explicagdo para esses
resultados seja fato de que o movimento dos fluidos em agulhas de menor diametro ¢
mais lento e laminar, resultando em menor turbuléncia (Horne et al, 1996). A utilizagao
de agulhas maiores, mesmo aplicando-se menores pressdes de vacuo, levam a
diferencas na velocidade do fluxo entre o centro e a periferia do lumen destas, gerando
forgas mecanicas sobre os CCOs (Viana et al, 2002).

Outro aspecto a ser considerado na escolha da agulha para afetuar aspiragdo
folicular ¢ o tamanho do bisel, o que levou Bols et al. (1997) a testar o efeito de

pressoes de vacuo de 50, 70, 90, 110 e 130 mmHg com agulha de 20 G com bisel curto



ou longo. Para os com os autores, nesse estudo as agulhas de bisel longo promoveram
maiores taxas de recuperacao quando se utilizou a mesma pressao de vacuo utilizadas
com agulhar de menor bisel. Uma das possiveis explicagdes poderia ser de que no
momento da perfuracdo da parede folicular, agulhas mais afiadas e de bisel longo
ocasionam menor pressdo intrafolicular, reduzindo o risco de perda de fluido folicular
entre a parede do foliculo e a agulha (Horne et al., 1996).

Estreitamente relacionado com as caracteristicas da agulha utilizada encontra-se a
pressdo de vacuo de 50 mm Hg, que foi pouco eficientes para a aspiracdo, enquanto
pressdes maiores, como 120 mm Hg, danificavam o revestimento do cumulus oophorus,
ha uma grande varia¢do entre os dados encontrados na literatura, com valores de 40 a
400 mm Hg, embora isto deva ser considerado com reservas, ja que todo o sistema com
o comprimento e didmetro de conexdes, altura do equipamento de véacuo, diametro da
agulha pois podem influenciar na pressao de vacuo final, (Seneda et al, 2002)

Para quantificar a pressdo negativa de forma mais real, sugere-se mensurar o
volume de fluido por minuto (Antosik et al, 2007). Mesmo assim, ha variagdes
consideraveis de 4,4 a 40 L de 4gua/minuto, mas o intervalo entre 10 a 20 mL de fluido
por minuto tem sido o mais utilizado, atualmente, sendo pertinente que a afericao seja
readequada a cada procedimento (Seneda et al., 2002).

As bombas de Vacuos Handle Cook possuem grande estabilidade na pressao de
vacuo, permitindo consideravel eficiéncia na recuperagdo dos odcitos (Seneda et al,
2002), mas o aspecto desfavoravel é o custo elevado, fator que motivou a busca de
bombas de vacuo alternativas. Verifica-se, atualmente, a utilizagdo de bombas de
aspiracdo odontoldgica, de fluidos endotraqueais, além de bombas de infusdo
controlada, equipamentos que prestam-se a geracdo de vacuo, porém podem gerar
pressdo negativa que compromete a quantidade e a qualidade dos odcitos aspirados

(Seneda et al, 2002).

1.3. Qualidade de Odcitos

A qualidade do odcito se relaciona com a capacidade de ser fertilizado e ativar e
sustentar eficazmente o desenvolvimento embrionario subsequente (Hazeleger et al,
1995), caracteristicas do proprio oocito, mas que s6 podem ser avaliadas mais tarde, em

uma situacdo em que outros fatores, principalmente fatores uterinos, exercem papéis



centrais que podem influenciar o resultado. A idade do odcito primario antes de entrar
na fase de crescimento e o aspecto morfoldgico do citoplasma do odcito influenciam a
qualidade do gameta feminino (Runpf et al, 2007). A oogénese que apresenta perfeita
fase de crescimento do oocito seguida por periodo curto de maturagdo ¢ considerada
sindnimo de geragdo de oocito de boa qualidade (Martins et al, 2002).

Os odcitos sao classificados de acordo com morfologia (nimero de camadas de
células do cumullus e aspecto do citoplasma) em graus I, II e III, o6citos sem cumullus
(s/c), expandidos (exp), degenerados (deg) e atrésicos (atr), conforme Lonergan, (2004)

e ainda os odcitos considerados viaveis sao classificados como I, II e III.

1.4. Somatrotofina Recobinante Bovina

O horménio de crescimento (GH) ¢ um peptideo com 190 ou 191 aminoacidos ¢
sintetizado pelas células acidofilas da adeno hipdfise (Guyton & Hall, 1997). Com o
objetivo de aumentar a producdo de leite em ruminantes (Borges et al., 2001) foram
desenvolvidos processos de produgdo da somatrotopina bovina recobinante (rBST) em
escala industrial, a partir da técnica de DNA recobinante em Eschericia coli (Santos et
al 2001).

A secrecdo e liberagdo do rBST se deve a agdo do fator liberador de GH (GHRH)
inibida pela somatostatina, fator inibidor da sintese de liberacao de GH, produzidos pelo
hipotdlamo junto com GnRH (Bauman, 1992). A somatotropina age nos tecidos
muscular, adiposo e hepatico, mostrando efeitos no aumento dos tecidos esqueléticos e
musculares, no aumento da disponibilidade de glicose na circulagdo e no estimulo sobre
o pancreas para a liberacao de insulina (Prado et al., 2003).

A administragdo de rBST aumenta a sintese hepatica de IGF-I e
consequentemente, as concentragdes plasmaticas (Gong et al., 1991; McGuire et al.,
1992). As mudangas nas concentracdes sanguineas das proteinas carreadoras de IGF
(IGFBPs) podem modificar as a¢cdes do IGF-I através do aumento ou da diminuicdo da
disponibilidade no sangue ou nos tecidos de IGFBPs, pois o aumento diminui a IGF-I
ou a diminui¢do eleva IGF-I (Clemmos, 1998; Webb et al., 1999). Além disso, o
aumento da sintese ¢ secre¢do de IGF-I aumenta a atividade de diversas rotas

metabdlicas, tais como a gliconeogénese e a lipdlise (Etherton & Bauman, 1998).



Virios estudos tém comprovado a tendéncia de melhora de qualidade do odcitos
nos animais tratados com rBST (Pavlok et al., 1996; Bevers et al., 1997; Pivato et al.,
1999) e outro que efetivamente que melhora (Peres et al., 2003), ao aplicar o rBST
média de 3 a 6 dias poOsparto, respectivamente, com aspiracao aos 10 dias. O BST age
em nivel de ovario (Tanner e Hauser, 1989), aumentando o numero de foliculos
recrutados com didmetros entre 2 ¢ 5 mm (Pavlok et al., 1996; Hwang et al., 1997),
estimulando o crescimento ¢ o desenvolviomento folicular (Webb et al., 1994) e
controlando a funcdo do corpo lateo (Lucy et al., 1993). O mecanismo de acdo do rBST
¢ mediado pela elevacdo das concentragdes intrafoliculars de IGF-I (Gong et al., 1991),
que estimula a ploriferacdo e a esterioidogenese pelas células da granulosa (Lobie et al.,
1990; Gonc et al., 1994), a atividade de aromatase (Adashi et al., 1985) além de

prevenir ou rertardar o processo de atresia folicular (Mondschein et al., 1989).

1.5 Fator de Crescimento como Insulina do tipo I (IGF-1)

O fator de crescimento como insulina tipo I (IGF-I) ¢ um polipepitidio de 70
aminoacidos que exerce efeitos no desenvolvimento periféricos, de diferenciagao
celular e diversas células e tecidos do organismo (Daftary & Gore, 2005).

Diversos estudos estabeleceram, ap6s o ponto de correlacdo das concentragdes de
IGF-I no sangue, com a fung¢do reprodutiva (Spicer et al., 1990; Luci., 2000). Thatcher
et al. (1996) mostraram que vacas leiteiras, em anestro, tiveram niveis sanguineos mais
baixos de IGF-I quando comparados, as vacas ciclando. Nas observacdes de Lucy
(2000), o IGF-I circulante foi correlacionado com o IGF-I do liquido folicular, porque a
maior parte do IGF-I do liquido folicular tem origem no sangue.

O IGF-I, produzido pela acdo do BST, influencia a fun¢do ovariana devido a
produgdo de IGF-I para o liquido folicular. O IGF-I e as gonadotropinas (FSH e LH)
sdo sinérgicos no crescimento e na diferenciagdo do foliculo (Adashi, 1994; Adashi,
1998). O aumento na expressdao do receptor do tipo I coincide com o aumento da
expressao de receptores para FSH e LH dos foliculos (Monget et al., 2002)

Scaramuzzi et al. (1999) apresentaram evidéncia do efeito de IGF-I no
desenvolvimento folicular em ovinos ao fazerem infusdo de um analogo do IGF-I no
ovario de fémeas ovinas. além de demonstrarem que o IGF-I é um potente regulador da

foliculogenese bovina (Adashi, 1992; Webb, 1998; Armstrong et al., 2000; O’Callaghan



et al., 2000) No entanto, o sistema IGF-I ¢ regulado pela associagdo com seis proteinas
ligantes especificas (IGFPB 1 - 6), o qual determina a biodisponibilidade do IGF-I e
seus efeitos no crescimento folicular (De La Sota et al., 1996). Neste sentido, forma, a
diminui¢do folicular de IGFPB resultaria em aumento na atividade biologica do IGF-I
produzido localmente, e, assim, aumentaria a resposta dos foliculos as gonadotrofinas
(Webb et al., 1999).
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RESUMO

Somatotropina bovina recombinante sobre a producdo de
embrides bovinos in vitro

O Experimento foi realizado na Fazenda Cesumar, de outubro a dezembro de 2006,
objetivando avaliar o efeito da aplicacio de Somatotrofina Recombinante Bovina
(rBST) na producdo de embrides in vitro. Foram realizadas 50 aspira¢des foliculares,
utilizando 25 animais Nelore, sendo que 13 delas foram controles ¢ 12 animais que
receberam de 500 mg de rBST (Boostin®, Shering) cinco dias antes da aspiragdo.
Decorridos 30 dias da primeira aspira¢do, os animais foram invertidos de tratamento e
realizada outra aspira¢do. Os foliculos maiores que 3 mm foram aspirados com auxilio
de ultrasson aloka SSD 500 e os oodcitos avaliados e, posteriormente, maturados e
fertilizados in vitro e os presumiveis zigotos cultivados por 192 horas. Nao houve efeito
da aplicagdo do rBST administrado cinco dias antes da aspiracdo na quantidade de
odcitos viaveis, inviaveis e totais, bem como no nimero de blastocistos expandidos e
eclodidos. Todavia, o nimero de embrides viaveis total foi maior (p<0,07) nos animais
que receberam o rBST. Desta forma, conclui-se que a aplicagdo do rBST nao influiu no

numero de odcitos aspirados, mas aumentou o nimero de embrides viaveis produzidos.

Palavras chaves: odcitos, qualidade, quantidade, reproducao.



ABSTRACT

Recombinant bovine somatotropin on bovine s in vitro embryo
production

The experiment was conducted at Cesumar farm from October to December 2006, to
evaluate the effect of rBST on embryos production in vitro. 50 follicular aspirations
were performed using 25 animals of Nellore breed, where 13 were animals controls and
12 received 500 mg of rBST (Boostin ®, Shering) administrated five day before
aspiration. Elapsed 30 days after, first aspiration the treatment were reversed and
another aspiration was corried out. Follicles larger than 3 mm were aspirated with the
animals have aspirated with Aloka SSD 500 ultrasond seamer and the recovered oocytes
were matured and fertilized in vitro and the presumptive zygotes were cultured for 192
hours. There was no effect of rBST on the viable, un viable and the total oocytes
number and on the expanded and hatched blastocysts number. However, the number of
viable embryos was higher (p <0.07) in animals that received the rBST. Thus we can
conclude that the application of rBST did not increase the number of aspirated oocytes,

but the other hand there was an increase on the viable embryo production.

KEYWORDS: oocytes, quality, quantity, reproduction.



Introducao

O Brasil tem se destacado na transferéncia de embrides in vivo (TE) e in vitro
(PIV), contribuindo com, aproximadamente, 50% do total de embrides produzidos no
mundo (Baruselli et al, 2005). De acordo com Viana e Bols (2005), o aumento
expressivo na produgio de embrides da América do Sul e Africa e os indices de
produgdo in vitro variam de 25% a 40%. A PIV ¢ uma ferramenta que serve para
aumentar o potencial reprodutivo das fémeas consideradas excepcionais (Gongalves et
al., 2002). O sucesso dessa técnica estd na dependéncia da quantidade e qualidade de
obcitos que sdao obtidos através da técnica de aspiragdo folicular orientado por
ultrassonografia (OPU), técnica desenvolvida na década de 1980 (Galli et al., 2001).

O tratamento de doadoras com Somatotropina Recombinante Bovina (rBST) e o
poder para aumentar o numero de foliculos ovarianos antrais foi repetidamente relatados
por diversos autores (Tanner & Hauser, 1989; Gong et al., 1991). Buratini et al. (1999)
observaram aumento no nimero de foliculos menores que 3 mm, acompanhado de
elevacdo das concentragdes plasmaticas do hormoénio do crescimento e do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I). Estes autores sugerem que a associacio de
aspiracao folicular e do tratamento com a BST podem ser utilizados com éxito em
protocolos superovulatérios de bovinos.

A administragdo de rBST aumenta a sintese hepatica de IGF-I e
consequentemente as concentragdes plasmaticas (Gong et al., 1991; McGuire. et al.
1992). As mudancas nas concentracdes sanguineas das proteinas carreadoras de IGF
(IGFBPs) podem modificar as acdes do IGF-I no sangue ou nos tecidos (Clemmos,
1998; Webb et al., 1999). Ademais, o aumento da sintese e secre¢ao de IGF-I aumentam
a atividade de diversas rotas metabolicas, tais como a gliconeogénese e a lipolise

(Etherton & Bauman, 1998).



IGF-I é um potente regulador da foliculogénese no bovinos (Adashi, 1992; Webb,
1998; Armstrong et al., 2000; O’Callaghan et al., 2000). No entanto, o sistema IGF-I ¢
regulado pela associagao das IGFPB1-6, que determina a biodisponibilidade de IGF-I
para estimular o crescimento folicular (De La Sota ef al., 1996).

Ao nascerem, as fémeas bovinas contém cerca de 150.000 foliculos primordiais
nos ovarios, numero que diminui para cerca de 3.000 aos 15 e 20 anos de idade (Bao &
Garverck, 1998). Os foliculos primordiais entra constantemente no pool de foliculos em
crescimento, dos quais, 99% tornam-se atrésicos (Ireland, 1987).

O crescimento folicular ocorre em ondas que pode variar de duas a trés durante
um ciclo estral completo (Santos & Amstalden, 1998). Segundo Ginther et al. (1989),
nos ciclos estrais com duas ondas, a primeira inicia-se no dia zero (DO - estro) ¢ a
segunda no dia dez (D10), e no caso de trés ondas de crescimento folicular a primeira
inicia-se no DO (estro), a segunda no dia nove (D9) e a terceira no dia dezesseis (D16).

A qualidade do odcito estd relacionada a capacidade de ser fertilizado e sustentar,
eficazmente, o desenvolvimento embriondrio subsequente, envolvendo caracteristicas
do proprio odcito e do ambiente uterino (Martins et al., 2002).

Desta forma, objetivou-se, com este trabalho, avaliar a administracdo de rBST
sobre a qualidade e a quantidade de odcitos obtidos de doadoras da raga Nelore, bem

como os embrides produzidos in vitro a partir dos odcitos.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Centro de Biotecnologia do Cesumar - Biotec,
localizado na estrada Morangueira, lote 31/35, Maringd, PR, tendo sido realizado de
outubro a dezembro de 2006.

Foram utilizadas 25 fémeas adultas, da raca Nelore, Puras de Origem (PO), com
idade entre 4 ¢ 7 anos, com peso médio de 600 Kg, com condigdo corporal entre 6 e 8
nas escala de 1 a 9, submetidas a exame ginecoldgico completo antes de iniciar o
experimento, estando todas elas com satide reprodutiva normal.

Os animais foram mantidos em piquetes de graminea Cost-Cross, recebendo sal
mineral’ a vontade, contendo 123 g de Calcio e 90 g de fosforo, mais microminerais
(Fosbovi Reprodugao - Tortugall)

As fémeas foram distribuidas, aleatoriamente, em dois tratamentos: 1) 13 animais

controle e 2) 12 animais tratados com de 500 mg de somatotropina Bovina



recombinante (rBST), por via subcutanea, administrado cinco dias antes da data de
aspiracao (Shering - Boosting®)

Para sincronizar a onda folicular das vacas foram utilizados implantes de
progestagenos na face externa da orelha (3mg Nogestomet, Crestar[]) e administragao
intramuscular de 2 mg de Benzoato de Estradiol (Estroginl]), juntamente com 500 mg
de somatotropina bovina recombinante — 2 ml (BST - Boostin[]) por via subcutanea, na
fossa isquio-retal no grupo tratamento, e no grupo controle 2 mL de solucdo fisiologica,
por via subcutaneo na fossa isquio-retal, como placebo.

A colheita dos oocitos foi realizada cinco dias apds a aplicacdo do rBST. Os
animais receberam uma anestesia epidural a base de lidocaina, sem vaso constritor, a
2% (Bravetl]), antes da aspiracdo. Os odcitos foram obtidos através da aspiracdo
folicular com ultrassom Aloka 500", equipado com transdutor setorial intravaginal de
cinco MHz e dispositivo com agulha WTA® 20G para puncao folicular, conectado a
uma bomba de vacuo (Cook®), com pressao de 40 a 50 mm de Hg. Foram aspirados
todos os foliculos que eram visualizados no equipamento.

Os oo6citos foram aspirados em uma solucdo contendo 2% de soro fetal bovino
(Nutricell), 25 UI/ mL de heparina soédica (Liquemine) e 98,0% de PBS (Nutricell),
evitando a coagulacao sanguinea no interior do sistema de aspiragao.

O material aspirado foi imediatamente transferido para o filtro de colheita de
embrides e lavado com a mesma solugdo utilizada durante a aspiragdo. O sedimento
restante no filtro foi observado em placas de Petri e efetuado, a busca e contagem dos
odcitos com posterior classificagdo da qualidade. Os odcitos foram classificados de
acordo com sua morfologia (nimero de camadas de células do cumullus e aspecto do
citoplasma) em graus I, II e III, desnudo (odcitos sem cumullus- s/c), expandidos (exp),
degenerados (deg) e atrésicos (atr), comforme Lonergan (1992). Os od6citos
considerados viaveis foram classificados como I, II e III, lavados em solu¢ao comercial
MIV-T (Nutricell) e transportados em criotubos (Corning®), para o laboratorio,
contendo meio de maturacdo em banho maria a 35°C.

A maturacao foi realizada em TCM199 (nutricell) com sais de Earles, glutamina e
NaHCO3, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22 pg/mL piruvato, 50
pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 pg de estradiol/mL,

mantidos em estufa, a 39°C, 5% de CO2 em ar com maxima umidade,durante 22 a 24



horas. Os odcitos foram colocados em microgotas de 90 puL de meio de maturagdo,
coberta por 6leo mineral.

A fecundagao foi realizada em 100 pL de meio FErt-TALP suplementado com 10
pug/mL de heparina, 22 pl/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, albumina sérica
bovina-BSA (sem 4acidos graxos), solucdo de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de
hipotaurina e 0,25 uM de epinefrina). O sémen foi de touro Nelore, descongelado em
banho-maria a 35 °C, submetido a centrifugacdo em gradiente percoll (90 e 45%),
durante 20 minutos. Utilizou-se 1x10° espermatozdides/mL, e os oocitos. Foram
transferidos para as microgotas (20 oocitos/gota), onde permaneceram por 15 a 18
horas, a 39°C, em atmosfera com 5% de CO2 em ar.

ApoOs a fertilizagdo, os zigotos foram cultivados in vitro, no meio SOF
suplementado com SFB, com monocamada de células da granulosa, por 15 horas, em
incubadora, com atmosfera gasosa contendo 20% CO2, em ar, com maxima umidade.
Decorridas 48 horas, avaliou-se a taxa de clivagem e realizou-se a renovacao do meio
de cultivo. Nesse periodo, quando ocorre a clivagem, observam-se embrides com duas,
quatro e oito células. Durante a avaliagdo da clivagem, retiraram-se as estruturas nao
clivadas da gota, por liberarem metabdlitos prejudiciais aos embrides em
desenvolvimento e foram feitas duas outras avaliacdes, nos estagios de morula (oito
células) e blastocisto inicial.

O delineamento experimental foi um sistema de Cross-Over, inteiramente
casualizado, em que os tratamentos iniciais, apos trinta dias sem receber os tratamentos,
foram invertidos. Os dados foram submetidos a analise da varidncia, sendo considerados
os efeitos dos tratamentos (com e sem rBST), com 12 e 13 repetigdes, respectivamente,
e para a comparagao das médias foi utilizado o :Teste de F.

O modelo utilizado esta descrito abaixo.

Yij=pttite

em que:

Yj = observacdo no animal j submetido ao tratamento i;
| = constante geral;

t; = efeito do tratamento 1;1=1; 2; ¢

ejj = erro aleatdrio associado a cada observacao Yi;.



Resultados e discussao

Existem fatores técnicos que influenciam o resultado da aspirag¢do folicular. O
sucesso da aspiragdo folicular ¢ medido, parcialmente, pela taxa de recuperacao de
odcitos, o qual ¢ calculado pela quantidade de odcitos obtidos com base no numero de
foliculos aspirados. Essa taxa ¢ influenciada pela visualizagao de foliculos no monitor
do ultrasson, pelo didmetro, bisel e corte da agulha, vacuo exercido pela bomba de
aspiracdo e experiéncia do operador. Além dos fatores técnicos, hé fatores biologicos
que exercem grande influéncia nos resultados, da taxa de recuperacdo e também no
desenvolvimentos embriondrio, destacando-se a qualidade dos odcitos, frequéncia e
momento da aspiracdo folicular, fisiologia animal, condi¢do corporal, raca e idade da
doadora (Bols et al., 1995).

Pode-se observar, na Tabela 1, que nao houve efeito da aplicacio da
Somatotropina Recombinante Bovina (rBST) na quantidade de oocitos de nivel I, 11, IIT
desnudo, degenerado e no nlimero de odcitos totais em vacas da raca Nelore (p>0,07).
Ramos et al. (2007) e Sa Filho (2006) também nao encontraram efeito da aplicacdo de
rBST no nimero e qualidade dos odcitos aspirados, apesar de alguns trabalhos (Buratini
et al., 1999, Kozicki et al., 2005) terem encontrado aumento no numero de foliculos
recrutados, e esse aumento parece ser mediado pelo aumento das concentragdes de IGF-
I e insulina, combinado com as observagdes de Pivato (2006), de que tais hormdnios
atuam juntos na proliferacdo e esteroidogénese em cultivos de células da granulosa de
bovinos. Todavia, isto parece ndo refletir na quantidade dos oocitos que sdo aspirados.
Acredita-se que o rBST pode alterar a morfologia da parede folicular ou do complexo
cumulus-odcito, direta ou indiretamente, pela acdo do fator de crescimento tipo insulina
Tipo I (IGF-I), resultando no impedimento da recuperacao de odcito (Tripp et al., 2000).
O rBST tem mostrado ser capaz de expandir as células do cummulus, in vitro (Izadyar
et al., 1996), o que pode ter contribuido para a retencdo do odcito no foliculo aspirado.
Isto também se aplica na superovulacao e transferéncia de embrides, pois a aplicacdo do
rBST aumenta o numero de foliculos recrutados, mas nao a produg¢dao de embrides
(Nagano et al., 2004; Borges et al., 2001), o que contraria os resultados obtidos por
Peres (2003) de aumento de odcitos e qualidade I e embrides.

Em relagdo a qualidade dos odcitos, também ndo houve efeito (p>0,07) da

aplicacdo de rBST no numero de odcitos de nivel I, II e III (Tabela 1) porque nao



aumentou a porcentagem de oodcitos viaveis, classificados como grau I, II e III. Por
outro lado, Bols et al. (1998) e Tripp et al. (2000) evidenciaram melhora na qualidade
dos odcitos ao utilizarem rBST antes da aspiracdo folicular. Roth et al. (2002),
trabalhando com aspiracdo folicular, verificaram que utilizando duas doses de rBST
durante o outono houve aumento na qualidade dos odcitos, que sdo prejudicados pelo

estresse caldrico do verdo.

TABELA 1 - Efeito da aplica¢dao de 500mg de rBST cinco dias antes da aspira¢do no
nimero médio e qualidade média de odcitos viaveis em vacas da raga Nelore, resultante
de duas aspiragdes por animal

Classificagao de oocitos Controle rBST® EPM7
Odcitos nivel 1! 5,28 5,40 0,9508
Odcitos nivel II? 2,16 2,84 0,4853
Odcitos nivel III° 6,36 6,64 1,3321
Odcitos desnudo* 0,48 1,08 0,4282
odcitos expandidos’ 0,92 1,60 0,3672
Odcitos totais viaveis 15,20 17,56 2,5807
p<0,07).

"Nivel 1: Cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células.

2 Nivel 2: Cumulus parcialmente compacto, contendo menos de 3 camadas de células.
*Nivel 3: Cummulus com menos de trez camadas.

*Desnudo: sem a presencga de cumulus.

*Expandido: cumulus presente mais expandido.

8rBST: Somatotropina Recombinante Bovina.

"EPM: Erro padrio da média.

Em relacdo ao niimero de odcitos invidveis (atrésicos ou degenerado), também
nao houve diferenga de tratamento, conforme se observa na Tabela 2. Isso pode estar
relacionado a quantidade de oocitos vidveis que também ndo apresentou efeito de
tratamento(p> 0,07).

TABELA 2 - Efeito da aplicagdo de 500mg de rBST cinco dias antes da aspiracao no
numero médio de odcitos inviaveis em vacas da raga Nelore

Classificac¢do de odcitos Controle rBST! EPM?*
Odcitos atrésico 0,40 0,84 0,3973
Oocitos degenerado 1,24 0,80 0,4458
Oocitos totais inviaveis 1,64 1,64 0,6791
(p<0,07)

'rBST: Somatotropina Recombinante Bovina
’EPM: Erro padrdo da Média

Pode-se verificar, na Tabela 3, que os animais ao receberem 500 mg de rBST
cinco dias antes da aspiracdo folicular apresentaram aumento (p<0,07) no nimero de
blastocistos iniciais € no nimero de embrides totais. No entanto, a aplicacao de rBST,
em vacas da raca Nelore ndo alterou o numero de blastocistos, blastocistos expandidos e

blastocistos eclodidos (p<0,07).



Ramos et al. (2007), trabalhando com vacas da raga Gir, relataram que a
aplicacao de 160 mg de rBST quatro dias antes da aspiracao folicular aumentou a taxa
de clivagem e a producao de embrides. De acordo com os autores, este aumento pode
estar relacionado a influéncia direta ou indireta no microambiente folicular e ou no
proprio odcito. Suzuki et al. (2000) e Kuzima et al. (2007) também apontaram efeito
positivo do horménio de crescimento (GH) nos meios de maturagdo, fertilizacdo e
cultivo de odcitos bovino, o que se traduziu em maior propor¢ao de embrido produzidos
in vitro. Kuzmina et al (2007) verificaram que o GH influenciou a competéncia de
desenvolvimento dos odcitos bovinos durante a maturagdo in vitro e que esse efeito
pode ser modulado via célula da granulosa.

Entretanto, Pivato (2001), ao comparar vacas que foram aspiradas sob
estimulacdo de gonadotrofinas associada com rBST ou sem rBST, observou que os
animais tratados com rBST apresentaram maior nimero de ovocitos do que aqueles que
ndo foram tratados, porém ndo houve diferenca na taxa de clivagem e de blastocistos
entre os grupos. Outro estudo comparando o efeito do rBST foi realizado por Bols et al.
(1998) com vacas que receberam 640 mg de rBST, semanalmente, por 6 semanas
consecutivas e vacas que receberam placebo, com aspiragcdes duas vezes por semana,
sendo que foi registrada diferenca no nimero de ovocitos coletados nem no niimero de
blastocistos por grupo. J& Peres (2003), administrando, em vacas de corte,
suplementadas com 25% de energia além da requerida ou ndo, recebendo ou nao 500
mg de somatotropina no terceiro dia e no sexto dias pds-parto, verificou, ao aspirar
fémeas aos dez dias pos-parto, que aqueles tratadas s6 com rBST obtiveram a média de
9,2 odcitos viaveis e 2,1 blastocisto, significativamente melhor que os demais
resultados.

TABELA 3 — Efeito da Aplicacdo de rBST cinco dias antes da aspiragdo na produgdo de
embrido produzidos in vitro em vacas da raca Nelore

Numero de embrides Controle rBST? EPM?
Numero de animais 25 25

Numero de blastocisto inicial 0,24a 1,44b 0,3249
Numero de blastocistos 1,28 1,64 0,3038
Numero de blastocistos expandidos 1,28 1,76 0,4878
Numero de blastocistos eclodidos 0,00 0,08 0,0565
Total de embrides viaveis 2,80a 4,84b 0,7699
Taxa de embrides viaveis (%)’ 18,40 27,60 0,0583

b Médias seguidas de mesma letra na mesma linha diferem entre si estatisticamente p<0,07).
1 Numero de embrides viaveis em relacdo a quantidade de odcitos viaveis.

2rBST: Somatotropina Recombinante Bovina.

*EPM: Erro padrio da Média.



O numero de blastocisto inicial foi maior no grupo que recebeu 500 mg de rBST,
o que ¢ um bom sinal. Provavelmente, nos blastocistos obtidos expandidos ou eclodidos
nao foi detectado efeito, possivelmente em fun¢dao da dispersao dos dados, ficando
evidenciado, ao se avaliar o trabalho de Perez (2003), que houve efeito em todas as
categorias.

Os blastocisto (Tabela 3) ndo foram influenciados pelo tratamento (p>0,07)
resultados que sdo idénticos aos alcangados por outros autores (Bols et al., 1998, Tripp
et al., 2000 Pivato; 2001; Perez, 2003). Mesmo ndo tendo diferenca entre a quantidade
de odcitos, na taxa de blastocisto, a quantidade de embrides viaveis foi maior no

tratamento com rBST, devido as aspiracao de maiores quantidade de oocitos viaveis.

CONCLUSAO

O tratamento com 500 mg de rBST administrado cinco dias antes da aspiragao
folicular ndo alterou a quantidade e a qualidade de odcitos aspirados, mas aumentou o
nimero de blastocistos iniciais € o de embrides viaveis totais produzidos a partir de

oocitos colhidos de vacas Nelore.
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