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A SOMATOTROPINA BOVINA RECOMBINAMENTO (rbST) NA
SUPEROVULAGAO DE FEMEAS BOVINAS
(Bovine somatrotopin —rbST- on females bovines superovulation)

NAGANO, A.Y.; WEISS, R.R.; BUCHELE, J.M.; MURADAS, P.R.; GRANEMANN, L.C.

RESUMO - No presente estudo, foi avaliada a agdo da Somatotropina Bovina recombinante (rbST)
sobre a superovulacao nas fémeas bovinas, bem como seus efeitos sobre a produgao e o desenvolvimento
embrionario. No estudo foram utilizadas (n=8) novilhas Blonde d’Aquitane, que foram superovuladas duas
vezes como grupo controle, ou seja, sem rbST e duas vezes como grupo tratado com rbST, totalizando 32
colheitas, sendo 16 para cada delineamento experimental. A andlise dos resultados teve como objetivo
avaliar a produgao de embrides, viaveis, degenerados e infertilizados, além das diferengas entre os estadios
de desenvolvimento embrionario, onde foram evidenciadas diferengas significativas (p<0,01) para a
produgdo de embrides totais e viaveis, ocorrendo contudo diferenga significativa entre embrides
degenerados ou infertilizados e entre estagios de desenvolvimento embrionario.
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ABSTRACT - At this present study, was evaluated the action of bovine recombinent somatrotopin
(rbST), on female bovines superovulation, and their effects in embrionary production and development.
To at this study were used (n=8) heifers of breed Blonde d’Aquitane, they were superovulated twice like
a control group and twice a treatment group with rbST, totalizing 32 collections or 16 for each experimental
line. The analyze of the results had the objective to evaluate the total embryo production, the viable,
degenerate, unfertilized ova and embrionary development stages. There are significant differences
(p<0,01) for total and viable embryo production, but there aren’t showed significant differences among

degenerated or unfertilized ova, and embrionary development stage.
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Introducao

O desenvolvimento da sele¢ao e dos sistemas
de producao animal foi a alavanca para o
surgimento e o crescimento das biotecnologias
de reprodugao estudadas na Inglaterra a partir
do século XIX (RODRIGUES, 2001). Em 1951,
WILLET et al. reportaram o primeiro bezerro
nascido através de transferéncia de embrides
(TE). Neste periodo as grandes barreiras eram
a auséncia de procedimentos adequados para
a estimulacao ovariana, de técnicas eficientes
para a colheita, transferéncia e a manutencao
dos embrides fora do ambiente uterino.

Atualmente a industria da reprodugéo animal
no mundo, movimenta valores anuais em torno
de cinco bilhdes de dodlares. Dentro deste
contexto a TE é ferramenta que possibilita
aumentar o potencial reprodutivo de fémeas
consideradas excepcionais, principalmente
como instrumento para acelerar o progresso dos
programas de sele¢do animal (RODRIGUES,
2001). O maior entrave dos programas de TE

continua sendo o elevado custo e a variabilidade
da resposta ao tratamento superovulatorio entre
as doadoras. Apesar do intenso numero de
pesquisas desenvolvidas em diversos paises
ainda n&o existe um protocolo capaz de
contornar este problema; entretanto, alguns
protocolos que sincronizam o desenvolvimento
da onda folicular tém se revelado especialmente
Uteis por facilitarem o manejo das doadoras e
produzirem o mesmo numero de embrides dos
tratamentos tradicionais utilizados.

Varios estudos tém mostrado que a
somatotropina bovina (rbST) tem a capacidade
de aumentar o numero de foliculos recrutados
e, portanto, de embrides viaveis apds diferentes
tratamentos superovulatorios.

O rbST ou horménio do crescimento foi um
dos primeiros fatores de crescimento produzidos
em escala comercial com proteina recombinante
(BAUMAN, 1999). A maior quantidade de
receptores para o rbST é encontrada no figado,
onde é responsavel pela producéo de um fator
de crescimento semelhante a insulina, o IGF-1.
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Entretanto a maioria dos outros tecidos também
responde ao rbST. Sobre o sistema reprodutor,
o horménio atua sobre os receptores do utero e
ovario induzindo a produgao de IGF-1 (LUCY,
2000).

Vacas selecionadas por apresentarem parto
gemelar tém maior concentragéo sérica de IGF-
1 e maior numero de foliculos antrais e
secundarios (CUSHMAN et al., 2000).
MOREIRA et al. (2002a) observaram que a rbST
diminui o numero de instruturas infertilizadas,
melhora a taxa de sobrevivéncia embrionaria e
acelera o desenvolvimento embrionario. Por sua
vez GONG et al. (1993) demonstraram que a
roST é capaz de aumentar a resposta
superovulatéria, em vacas tratadas com FSH
durante cinco dias apés a aplicagdo de 500mg
de rbST.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia
da rbST sobre a producao quantitativa e
qualitativa de embrides.

Material e Métodos

Foram utilizadas oito novilhas da raca
Blonde d’Aquitaine de uma propriedade no
municipio de Trés Barras — SC. As fémeas
foram divididas aleatoriamente em 2 grupos
iguais, sendo superovulados 4 vezes cada um,
com intervalo minimo de 45 e maximo de 60
dias entre as superovulagdes. Na 12
superestimulagdo ovariana, um dos grupos
recebeu somatotropina bovina recombinante
(rbST) e o outro ndo. Na sequéncia, o grupo
que recebeu rbST na 12 vez n&o recebeu na
23, e 0s grupos se alternaram na 32 e 42 série,
de modo que cada novilha serviu duas vezes
de unidade experimental e duas vezes de
grupo controle.

O protocolo se iniciou com um implante
intraauricular de 1,9g de progesterona em um
periodo aleatério do ciclo, denominado de dia
zero; neste dia metade das doadoras (4
animais); recebeu 500mg de somatotropina
bovina recombinante ™. No dia seguinte (Dia
1), todas as doadoras receberam 5mg de
benzoato de estradiol. No Dia 5 as doadoras
comecaram a receber o horménio foliculo
estimulante (FSH) divididos em 8 doses,
decrescentes, aplicadas duas vezes ao dia por
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4 dias consecutivos (40-30-30-20mg/bid). Na 52
administracdo de FSH as doadoras receberam
500mcg de cloprostenol sédico e na 62 aplicagao
de FSH foi retirado o implante de progesterona.
As novilhas foram inseminadas 12 e 24h apés o
inicio do estro, ou 60 a 72h apds a aplicagao de
PGF2o. nas doadoras que ndao demonstraram
cio. Foi usado sémen de dois touros de
fertilidade conhecida para as inseminagdes e
todas as novilhas, dos dois grupos, foram
inseminadas com o0 mesmo touro em cada
repeticao.

Sete dias apds o estro, as novilhas foram
submetidas as coletas de embrides e as
estruturas foram avaliadas sob
estereomicroscopio com aumento de 50-80
vezes e classificadas segundo critérios da
Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS) (1998).

Embrides nos estadios 2 e 3 de
desenvolvimento (2-12 células e mérula inicial,
respectivamente), assim como os graus 3 e 4
de qualidade (pobres e mortos/degenerados,
respectivamente) foram classificados
coletivamente em degenerados. Somente
embrides nos estadios 4 a 7 de desenvolvimento
(mérula, blastocisto inicial, blastocisto e
blastocisto expandido) e com grau 1 e 2 de
qualidade (excelente/bom e regular) foram
congelados e avaliados como embrides viaveis.

Apos a colheita e avaliagdo os embrides
viaveis foram colocados em um meio de
congelamento comercial contendo 1,4M de
etileno glicol, envasados em palhetas francesas
de 0,25ml e ap6s 10 minutos de tempo de
exposicao a solucao crioprotetora foram
transferidos para um aparelho de congelamento
de embrides.

O delineamento estatistico utilizado o de
blocos ao acaso com quatro repeticdes. Buscou-
se diferencas estatisticas para os efeitos de
tratamento com somatotropina bovina, numero
de colheitas e doadoras sobre a producao de
embrides e o desenvolvimento embrionario bem
como a expressao do estro nas doadoras
superovuladas.

As analises estatisticas incluiram analise de
variadncia (ANOVA) e coeficiente de variagéo.
As diferencas de médias foram comparadas pelo
teste de Tukey para o nivel de 5%.
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Resultados

Foi observada maior quantidade de embribes

e ovacitos totais, assim como maior niumero de
embrides viaveis nas colheitas conduzidas no
grupo tratado com rbST. Os valores médios
observados para o numero total de ovdcitos e
embrides dos grupos tratados com rbST e
controle, diferiam ao nivel de 5%, assim como

os valores médios para o numero de embrides
viaveis em cada grupo. Entretanto o niumero de
embrides degenerados e infertilizados néo
deferiu entre os grupos tratados e controles. O
coeficiente de variagdo mostrou-se bastante
elevado, sobretudo para o numero de embrides
degenerados e de infertilizados, demostrando
que a variagado individual da resposta
superovulatoria é significativa (TABELA 1).

TABELA 1 — VALORES MEDIOS, DESVIO PADRAO, VALORES DE F E COEFICIENTE DE VARIACAO
REFERENTES AO NUMERO TOTAL DE EMBRIOES E OVOCITOS COLHIDOS, EMBRIOES
VIAVEIS, EMBRIOES DEGENERADOS E INFERTILIZADOS PARA NOVILHAS DA RAGA
BLONDE D’AQUITAINE NO GRUPO DE TRATAMENTO COM rbST E NO GRUPO CONTROLE.

Média Desvio-padrao Valor F  Coef. Variagao
Total de Ovulos bST 10’256 2,5 9,273 33,41
e Embrides Controle 7,125° 3,2
Embrices bST 8,4375° 2,0 13,281 32,71
Viaveis Controle 5,59 2.4
Degenerados Controle 0,9375° 0,9
. bST 0,375f 0,5 1,777 124,80
Infertilizados ;
Controle 0,6875 0,7

abedef |etras diferentes na mesma coluna, indicam valores que diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Foram observadas diferencas ao nivel de 5% pelo
teste de Tukey para numero total de embrides e
ovadcitos, embrides viaveis e infertilizados entre as

diferentes doadoras. Ndo foram observadas
diferengas para o numero de embrides degenerados,
entre as doadoras (TABELA 2).

TABELA 2 - DIFERENCAS DE MEDIAS OBSERVADAS PELO TESTE DE TUKEY AO NIVEL DE 5% PARA O
NUMERO TOTAL DE EMBRIOES E OVULOS, EMBRIOES VIAVEIS E INFERTILIZADOS.

Total de Embrides e dvulos

Embrides viaveis

Ovulos Infertilizados

Novilhas Média Novilha Média Novilha Média
3 12.00° 4 9.75° 3 1.50
4 12.00° 3 8.50%° 4 1.00
2 8.75% 2 7.00% 2 0.50
7 8.75% 8 7.00% 5 0.50
8 8.00% 7 6.75% 6 0.25
5 7.50% 1 6.25% 7 0.25
1 6.75° 5 6.25% 8 0.25
6 5.75° 6 4.25° 1 0.00

ab letras diferentes na mesma coluna indicam valores que diferem estatisticamente ente si (p< 0,05).
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A influéncia do rbST sobre o
desenvolvimento embrionario pode ser
observada na TABELA 3. Para o estadio de
desenvolvimento embrionario os dados séo
apresentados em porcentagem e foram
transformados em fung¢do logaritmica

(Log,,*1). O tratamento com rbST aumentou
a proporcao de embrides nos estadios de
morula e de blastocisto de maneira
significativa em relagdo ao grupo controle
(p<0,05), mas nao afetou a proporgao de
blastocisto e blastocisto expandido.

TABELA 3 — VALORES MEDIOS PORCENTUAIS, DESVIO PADRAO, VALORES DE F E COEFICIENTE DE
VARIACAO REFERENTES AOS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO PARA
NOVILHAS DA RACA BLONDE D’AQUITAINE TRATADAS COM rbST E CONTROLE.

Média Desvio-padrao Valor VC(.)ef;
ariagcdo
] bST 32,17 15,4 5,977 49,98
Morula Controle 22,7 34,5
bST 37,8° 13,3 5,443 30,80
Blastocisto inicial g
Controle 57,2 34,6
bST 25,3° 13,6 6,508 61,23
Blastocisto ‘
Controle 4,2 24,5
g
Blastocisto expandido bST 7.3 10,9 0,011 189,44
Controle 5,3° 7.8

abcdefs letras diferentes na mesma coluna indicam valores que diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Os coeficientes de variagao sao elevados,
sobretudo para embrides degenerados
demonstrando a grande variabilidade na
resposta superovulatéria, tanto no grupo tratado
como no grupo controle, assim como nas
diferentes colheitas da mesma doadora.

A terceira variavel avaliada foi a taxa de
deteccédo de estro nas novilhas doadoras, mas
o resultado foi igual nos dois grupos (100% em
ambos os casos), ndo sendo possivel realizar a
analise estatistica, por ndo existir diferenca entre
0S grupos.

Discussao

Semelhantemente ao que foi observado por
GONG et al. (1993), KUEHNER et al. (1993),
HERRLER et al. (1994) e GONG et al. (1996), o
uso da rbST aumentou o numero de total de
embrides e ovdcitos, além de embrides viaveis.
Segundo GONG et al. (1996), o aumento do
numero de embrides colhidos apds tratamento
com FSH se deve ao aumento do numero de
pequenos foliculos nos ovarios induzido pelo
tratamento com rbST. ROMERO et al. (1991)
relataram que a produgao de embrides apos
superovulacido & diretamente proporcional ao
numero de pequenos foliculos, com 3-6 mm de
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didmetro, presente nos ovarios ao inicio do
tratamento.

Neste experimento ndo foram encontradas
diferencas significativas entre embrides
degenerados e infertilizados, diferindo dos
resultados de MOREIRA et al. (2002a), que
atribuiram a rbST o aumento da taxa de fertilizacao
e melhoria na qualidade dos embrides. LUCY et
al. (1995) citam que o aumento da taxa de
fertilizacdo e melhoria na qualidade dos embrides
pode ser efeito direto da rbST ou por aumento das
concentragdes de IGF-1.

Neste experimento a rbST afetou
significativamente o desenvolvimento
embrionario com aumento na proporgao de
morulas e blastocistos, além da diminui¢cao da
propor¢do dos blastocistos iniciais,
contrapondo-se aos relatos de MAFFILI et al.
(2001), os quais relataram que o uso da rbST
em conjunto a superovulacdo ndo aumenta a
quantidade de embrides produzidos, mas
melhora a sua qualidade e desenvolvimento.
Segundo MOREIRA et al. (2002b) e MTANGO
etal. (2003) a adicao da somatotropina ao meio
de cultura melhorou a taxa de clivagem e o
desenvolvimento embrionario.

Como ja citado por HAHN (1992), a
variabilidade na resposta superovulatéria em
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bovinos é grande e mesmo nos experimentos
com gémeos idénticos, ndo mais do que 50%
da variancia pode ser explicada. O elevado grau
de variabilidade inexplicavel leva a hip6tese que
esta, tenha uma funcéo bioldgica especial,
suportando a seleg&o natural ao longo do tempo.
No presente trabalho os efeitos do rbST sobre
os estadios de desenvolvimento embrionario
foram afetados em funcéo da alta variabilidade
da resposta, aumentando a distribuicdo dos
embrides no estadio de mérula e de blastocisto,
reduzindo porém no estadio de blastocisto inicial.

Quanto a manifestagcdo do estro, LUCY
(2001) relata que o menor numero de vacas com
maior intervalo entre partos esta associado a
uma menor manifestacdo do estro em vacas
tratadas com rbST. Em outros relatos, a taxa de
deteccéo de estro foi de 100% para as vacas
controle e 57% nas vacas tratadas com rbST
(KIRBY et al., 1997). Entretanto neste trabalho
nao foi observada diferencga significativa na taxa
de manifestacao do estro entre as vacas
tratadas e controle.

Conclusao

A acao da somatotropina bovina: aumentou o
numero total de embrides e ovdcitos e o nimero
de embrides viaveis, mas nao influenciou o
numero de embrides degenerados e
infertilizados; alterou o desenvolvimento
embrionario e nao alterou a manifestagao do
estro em novilhas superovuladas.
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