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CAPITULO 1
CONSIDERACOESINICIAIS



1. Introducéo

A producdo de leite por vaca aumentou durante os Ultimos anos, devido a
combinacdo de melhor gestdo, nutricdo e selecdo genética focada no aumento da
producdo, deixando de lado a fertilidade, o que levou a uma diminui¢éo na eficiéncia
reprodutiva (Lucy, 2001). Butler (1998) documentou declinio de aproximadamente 25
pontos percentuais na taxa de concepcao ao primeiro servico de 1951 a 1996. Apesar da
correlagdo genética antagbnica entre producdo e reproducdo, a herdabilidade para
caracteristicas que medem a fertilidade € baixa, portanto ha outros fatores que
influenciam afertilidade da vaca (HANSEN, 2000).

Ttrabalhos tém mostrado que vacas em lactacdo apresentam concentragéo serica
de esteroides (SARTORI ET AL., 2002a; WILTBANK ET AL., 2012) e IGF1 (BILBY ET AL.,
2004; BILBY ET AL., 2006) menores quando comparadas a vacas ndo lactantes, o que
pode estar associado a baixa fertilidade de vacas |eiteiras.

Vacas em lactacdo sofrem com os efeitos deletérios do estresse térmico, com
menor taxa de fertilizacdo e menor desenvolvimento embrionario que novilhas no veréo
(SARTORI ET AL., 2002b). Maior produtividade também estd associada a maior
sensibilidade das vacas aos efeitos negativos do estresse caldrico na fertilidade, como
demonstrado por Al-Katanani et a. (1999) nos Estados Unidos e por Lopez-Gatius
(2003) na Espanha, quando analisaram os efeitos da producdo e estacdo do ano nos
indices de fertilidade. O calor promove efeitos deletérios nos foliculos (ROTH ET AL.,
2000; ROTH ET AL., 2001a; ROTH ET AL., 2001b; WOLFENSON ET AL., 1995;
WOLFENSON ET AL., 2000) e nos embrides no inicio do desenvolvimento (EALY ET AL.,
1993; HANSEN, 2007; PUTNEY ET AL., 1988).

Estes fatores estdo associados a dta taxa de perda embrionaria e fetal (SANTOS
ET AL., 2004b). As taxas de fertilizacdo em animais lactantes 5 dias ap0s ovulagdo
(SARTORI ET AL., 2002b) ou 7 dias apds inseminagao de vacas superovuladas (MOREIRA
ET AL., 2002a) varia entre 55,3 a 75,2%, porém relatos mostram indices inferiores a 45%
de concepcdo no diagnodstico de gestacdo entre 25 e 49 dias apds inseminacdo, tanto na
inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) (CHEBEL ET AL., 2004; CHEBEL ET AL.,
2006; CHEBEL ET AL., 2010; CHEBEL E SANTOS, 2010; PEREIRA ET AL., 20132;

PEREIRA ET AL., 2013b; PEREIRA ET AL., 2014; VASCONCELOSET AL., 1999) como ap0s



observacao de cio natural (CHEBEL ET AL., 2004; CHEBEL E SANTOS, 2010; PURSLEY ET
AL., 1997; PURSLEY ETAL., 2012; SANTOSET AL., 20043).

A Transferéncia de embrides (TE) vem sendo utilizada como estratégia para
aumentar a fertilidade, pois permite que as vacas recebam um embrido de boa
qualidade, minimizando possiveis problemas na qualidade do odcito e do embrido,
como periodo longo de dominancia folicular (CERRI ET AL., 2009; SANTOS ET AL.,
2010); baixa concentracdo de progesterona durante o crescimento do foliculo ovulatério
(WILTBANK ET AL., 2012) e durante o desenvolvimento inicial do embrido (MANN ET
AL., 2006). A TE também minimiza os efeitos deletérios do estresse térmico prévios a
TE (HANSEN, 2007), aumentando a concepcdo quando comparada as taxas obtidas com
IA, tanto nos Estados Unidos (AL-KATANANI ET AL., 2002; DROST ET AL., 1999), como
no Brasil (DEMETRIO ET AL., 2007; PEREIRA ET AL., 2013b; VASCONCELOS ET AL.,
2006; VASCONCELOSET AL., 2011c; VASCONCELOSET AL., 2011a; VASCONCELOS ET
AL., 2011Db).

Outra estratégia que vem sendo estudada para aumentar a fertilidade € a
utilizacdo do horménio de crescimento bovino (bGH) ou somatotropina bovina (bST),
que estimulam a producdo e secrecdo de IGF1. A acdo do IGF1 € importante para o
controle do crescimento folicular (Lucy, 2000; Lucy ET AL., 2001; Lucy, 2001,2011)
e para o desenvolvimento do embrido (BILBY ET AL., 2004; BILBY ET AL., 2006). Além
disso, estudos demonstraram que o IGF1 também apresenta efeito importante contra o
choque térmico, pois reduz a apoptose celular em estagios iniciais de clivagem,
acelerando o desenvolvimento embrionario inicial (BLock ET AL., 2008; HANSEN,
2007; JousaN E HANSEN, 2004). Estudos recentes tém mostrado que a bST e/ou IGF1
podem aumentar a fertilidade, como demostrado pela maior manutencdo da gestacéo
observada em alguns trabalhos (BLock ET AL., 2003; BLock E HANSEN, 2007;
MOREIRA ET AL., 2000; MOREIRA ET AL., 2001; MOREIRA ET AL., 2002a; RIBEIRO ET
AL., 2014; SANTOSET AL., 20043).

O presente trabalho pretende avaliar se a associacdo de dose reduzida de bST ao
protocolo de superovulagdo melhora a producdo de embribes e a manutencéo da
gestacéo.



2. Revisdodeliteratura

2.1. Morteembrionéria e fetal, e reconhecimento materno de gestacao

As mortes embrionérias (da fertilizaco até 42d) ou fetais (acima de 42d até o
parto) reduzem a fertilidade e rentabilidade nas propriedades leiteiras. Além disso,
vacas lactantes so mais susceptiveis a falhas reprodutivas quando comparadas a fémeas
de corte ou leiteiras ndo lactantes (AL-KATANANI ET AL., 1999; INSKEEP, 2004; Lucy,
2001; SANTOSET AL., 2004b; SARTORI ET AL., 2002Db).

Falhas de fertilizacdo explicam apenas em parte os baixos indices reprodutivos
das vacas lactantes. Relatos mostram uma taxa de fertilizacdo em vacas de corte
lactantes de 75%, contra 98,6% e 88% de vacas de corte ndo lactantes e novilhas
respectivamente, enquanto que em vacas leiteiras, as taxas de fertilizagdo foram
semel hantes para animais lactantes (76,2%) ou ndo (78,1%) (SANTOSET AL., 2004b). No
entanto, a concepcao quase sempre se limita a indices médios de prenhez inferiores a
45% no diagnéstico com 25-49 dias de gestacdo de vacas leiteiras submetidos a IATF
(CHEBEL ET AL., 2004; CHEBEL ET AL., 2006; CHEBEL ET AL., 2010; CHEBEL E SANTOS,
2010; PEREIRA ET AL., 2013a; PEREIRA ET AL., 2013b; PEREIRA ET AL., 2014;
V ASCONCELOSET AL., 1999) ou inseminados apos observacdo de cio natural (CHEBEL ET
AL., 2004; CHEBEL E SANTOS, 2010; PURSLEY ET AL., 1997; PURSLEY ET AL., 2012;
SANTOS ET AL., 2004a) 0 que mostra claramente, a morte embrion&ria é um grande
entrave para a reproducéo. Aos 5-6 dias ap0s inseminagdo, 50% das estruturas avaliadas
s80 viavels em vacas lactantes, 57,9% em vacas ndo lactantes e 71% em novilhas,
submetidas a inseminacéo convencional (sem superovulacéo) (SANTOS ET AL., 2004b).
Em animais superovulados relatou-se uma taxa de 66,8% de embrifes viaveis aos 7d
apos a inseminacdo, sendo 64,3% em vacas ndo lactantes e 75,2% em vacas lactantes
(MOREIRA ET AL., 20023).

Thatcher et a. (1994), estimaram uma perda de cerca de 40% dos 8 aos 17 dias
de gestacdo. Santos et a. (2004b) reuniram informacfes e estimaram perda embrionéria
de aproximadamente 12,8% entre 30 e 45d de gestacéo, 0 que representa uma perda de
aproximadamente 0,85 pontos percentuais ao dia. Vasconcelos et al. (2011c) relatam
perda de gestacdo entre 28 e 60 dias de 13% na IATF e 19% na TETF. Em outro
trabalho a taxa de perda relatada foi de 6,2% em animais submetidos a IATF, e 17,6%
na TETF (PEREIRA ET AL., 2013b). No verdo, Pereira et al. (2013a) observaram uma



perda de 15,4% em animais submetidos a IATF. Chebel et a. (2006) reportaram uma
taxageral em torno de 20% de perda de gestacéo entre 31 e 60d apos 1A.

Estimam-se indices menores que 20% de perda fetal, dos 42 d até o parto
(SANTOSET AL., 2004b). Fica evidente que as mortes embrionarias sdo mais intensas no
inicio da gestacéo e diminuem a medida que a gestacdo avanca, representando cerca de
60% de perda desde a fertilizacéo até o parto.

Um dos pontos cruciais para a manutencdo da prenhez € o reconhecimento
materno da gestagdo, que ocorre por volta do dia 17 apés |A, mediado pela acdo do
interferon-tau (IFN-t), hormonio produzido pelo embrido durante seu desenvolvimento
e alongamento, cuja acdo paracrina no endométrio materno suprime a transcri¢éo de
genes para receptores de ocitocina (OTR) e de estradiol (E2R), impedindo assim o
inicio da cascata de producéo da PGF2a, inibindo a lutedlise (THATCHER ET AL., 1994).
Cabe aqui mencionar a importancia da unidade materna nesse processo, através da
producéo e secregdo endometrial de histotrofo, modulago e secregdo de fatores de
crescimento e outras proteinas para 0 oviduto e Utero, que influenciam no
desenvolvimento embrionario, e consequentemente no reconhecimento da gestacéo
(THATCHER ET AL., 1994). Evidentemente, quaisquer fatores que afetem a unidade
concepto-materna podem afetar o reconhecimento materno e a manutencéo da gestagéo.

O estresse térmico, por exemplo, pode afetar negativamente o reconhecimento
materno, pois reduziu o tamanho do concepto recuperado 17 dias apés IA em vacas de
corte (BIGGERS ET AL., 1987) e também foi associado a maior producéo de PGF2a in
vitro (PUTNEY ET AL., 1988) e in vivo (WOLFENSON ET AL., 1993). Além disso, o calor
promove efeitos deletérios nos foliculos, odcitos (ROTH ET AL., 2000; ROTH ET AL.,
2001a; ROTH ET AL., 2001b; WOLFENSON ET AL., 1995; WOLFENSON ET AL., 2000) e
embrides no inicio do desenvolvimento (EALY ET AL., 1993; HANSEN, 2007; PUTNEY
ET AL., 1988).

Fica claro que as perdas embrionarias precoces representam um dos principais
problemas parafertilidade da vaca de ata producéo, portanto algumas estratégias devem
ser utilizadas, visando reduzir as perdas e favorecer o reconhecimento materno, e
consequentemente melhorar a manutencao de gestacéo.



2.2. Hormonio do crescimento bovino (bGH ou bST), Fator de crescimento

semelhante ainsulina (I GF) e eixo somatotr épico

2.2.1. Horménio do crescimento bovino (bGH) ou Somatotropina bovina
(bST)

O horménio do crescimento bovino (bGH) ou somatotropina bovina (bST) € um
horménio naturalmente produzido e secretado pela pituitéaria anterior em bovinos
(ETHERTON E BAUMAN, 1998). O bGH é conhecido ha quase um século, e no inicio da
década de 1980 foi desenvolvido o bGH sintético, chamado de somatotropina bovina
recombinante (rbST), pois foi desenvolvida através da tecnologia molecular
recombinante. Com o advento da rbST se intensificaram os estudos relacionados a esse
hormonio. Para facilitar o entendimento durante essa revisdo, usamos a sigla bST para
reportar ao horménio sintético e bGH para 0 hormdnio endégeno.

O bGH é uma cadeia polipeptidica com quatro variantes. 190 aminoacidos com
uma fenilalanina no radical amina (NH,) ou 191 aminoacidos com uma aanina na
terminac@o NH,, e ambas podem apresentar uma Leucina ou umaValina na posi¢éo 127
da cadeia (WooD ET AL., 1989). A bST comercia (Monsanto, St. Louis, MO) é uma
cadeia de 190 aminoécidos com leucina na posicdo 127, diferenciada do bGH pela
adicdo de uma metionina extra na terminacéo NH..

A regulagdo da producdo e secrecdo do bGH é realizada por um sistema que
envolve hormonios, receptores e segundos mensageiros (ETHERTON E BAUMAN, 1998).
Os principais hormoénios envolvidos sdo dois peptideos hipotalamicos que controlam a
secrecdo do GH: o hormoénio liberador de GH (GHRH), que estimula a sintese e
secrecdo da somatotroping; e a somatostatina que inibe a secregdo sem alterar a sintese
do hormdnio de crescimento (CUTTLER, 1996). Outros fatores como idade, composicéo
corporal, esteroides, aimentacdo, stress, exercicios e género estdo envolvidos na
regulacdo da secrecdo de GH.

Como o préprio nome diz, o bGH afeta o crescimento animal. Contudo, sua
atividade ndo se restringe aos animais em crescimento, estando hoje claro que muitos
processos metabolicos e fisiologicos nos animais adultos sdo controlados pela pelo
bGH, através do chamado eixo somatotrofico, composto pelo bGH, fatores de

crescimento semelhante a insulina 1 e 2 (IGF1 e 2), proteinas de ligacdo (GHBP e



IGFBP 1 a 6) e seus respectivos receptores celulares (ETHERTON E BAUMAN, 1998;
Lucy, 2011).

A maioria dos receptores de GH (GHR) é encontrada no figado (HAUSER ET AL.,
1990) e sua ativagdo causa aumento da sintese e secrecdo dos fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGFs) (ETHERTON E BAUMAN, 1998). No entanto, ap0s ser
liberada pela pituitaria, 0 bGH é capaz de atuar em praticamente todos os tecidos, pois
Seus receptores sdo encontrados em todo o corpo, inclusive nos tecidos reprodutivos
como ovario, oviduto, endométrio, miométrio (KIRBY ET AL., 1996), células do cumulos
de ovocitos e em células da massa embrionéria e trofoblastos de embrifes (IZADYAR ET
AL., 1997; IZADYARET AL., 2000).

2.2.2. Fator decrescimento semelhante ainsulina (1GF)

O IGF1 e o IGF2 sdo fatores de crescimento peptidicos, membros de um grande
grupo de hormoénios relacionados a insulina, e possuem 70 e 67 aminoacidos
respectivamente (HUMBEL, 1990). Ambos tém a estrutura molecular e funcéo
intimamente relacionadas, mas aparentemente |GF1 exerce papel primario nos tecidos
(Lucy, 2011), portanto nessa dissertacéo, nos reportaremos primariamente ao | GF1.

A producdo e liberacdo de IGF1 € 100% dependente da acdo enddcrina da
somatotropina (GLUCKMAN ET AL., 1987), e como mencionado anteriormente, a maioria
dos GHRs estdo no figado, e sua ativacdo aumenta a producdo e secrecdo de IGF1, que
é liberado na circulagéo exercendo agdo enddcrina nos tecidos. Enquanto que a ativagdo
dos GHRs em outros tecidos promove a producdo local de IGF, que nesse caso pode
exercer também funcéo paracrina ou autdcrina. Nos ovarios, por exemplo, tanto a acéo
sistémica como a acdo local dos fatores de crescimento, estdo envolvidas no controle
fisiol6gico da funcéo reprodutiva (Lucy, 2011).

Os receptores de IGF1 sdo glicoproteinas encontradas na superficie celular em
praticamente todos os tecidos do organismo, tais como tecidos reprodutivos, onde é

expressa ha maioria das células (SPICER E ECHTERNKAMP, 1995).

2.2.3. Eixo somatotro6pico

O eixo somatotrofico, composto pelo bGH, IGF1, proteinas de ligagdo (GHBP e

IGFBP 1 a 6) e seus respectivos receptores celulares, controla o crescimento em animais



jovens, e muitos processos metabdlicos e fisioldgicos nos animais adultos, como por
exemplo lactagdo e reproducéo (ETHERTON E BAUMAN, 1998; Lucy, 2011). Esse
sistema funciona através da sensibilizacdo de receptores de bGH nos tecidos,
principalmente no figado (HAUSER ET AL., 1990), que estimula a produgéo e secrecdo de
IGF1, o qual exerce funcdo enddcrina, paracrina e autocrina nas células (GLUCKMAN ET
AL., 1987).

Quando o eixo esta acoplado, ou sgja, ha grande quantidade de GHR expressa no
figado, a liberacdo de bGH pela pituitéaria ativa esses receptores, estimulando a
producdo e secrecdo de IGF1, que € liberado para circulacdo sanguinea e junto com o
bGH exercem papel importante para 0 crescimento e€/ou aumento da atividade
metabdlica das células em praticamente todos os tecidos. Essa condicdo € evidente em
animais jovens no periodo de crescimento, e nos animais em balanco energético
positivo (BEP). No entanto a restricdo alimentar, por exemplo, pode levar ao
desacoplamento desse eixo, ou sgja, quando a expressdo e/ou ativacdo dos GHRs e
expressdo de GHBPs do figado é reduzida, diminuindo ou até cessando a producéo e
secrecdo de IGF1, que também é responsavel pelo feedback negativo para producéo e
secrecdo de bGH. Ocorre, portanto um aumenta nos niveis séricos de bGH, enquanto
que os niveis de IGF1 se mantém baixos, condi¢cdo que claramente esta associada ao
comprometimento da funcdo reprodutiva (Lucy, 2011). Essa condicdo € muito
frequente em vacas leiteiras no periodo pos-parto, devido ao intenso balanco energético
negativo (BEN). Essa alteragdo hormonal modifica o metabolismo tecidua e a particéo
de nutrientes para favorecer a lactacdo (ETHERTON E BAUMAN, 1998), mas inviabiliza a
reproducéo (Lucy ET AL., 2001).

A nutricdo e balanco energético influenciam diretamente o eixo somatotropico,
pois 0s hiveis séricos de glicose e insulina estdo positivamente correlacionados com a
concentracdo sérica de IGF1, portanto niveis mais altos de glicose e insulina estéo
relacionados ao acoplamento do eixo somatotropico (Lucy ET AL., 2013), 0 que é
imprescindivel para a fisiologia reprodutiva (ARMSTRONG ET AL., 2002; GONG, 2002;
Lucy ETAL., 2001; Lucy, 2011).

2.2.4. EfeitosdabST nalactacéo

Relata-se que utilizagdo de bST em vacas leiteiras resulta em aumento de 7 a
41% na producdo de leite, sendo que, na média, o rendimento € aumentado cerca de 10



a 15%, e a eficiéncia da resposta ao tratamento com bST depende da qualidade de
gestéo, principamente da nutricdo dos animais (BADINGA ET AL., 1985; BAUMAN,
1992; ETHERTON E BAUMAN, 1998).

Os efeitos da bST na lactagdo podem ocorrer pela agdo direta do hormonio de
crescimento no metabolismo de diferentes tecidos e na particdo de nutrientes para a
glandula mamaria, bem como indiretamente através do eixo somatotrofico pela e acéo
do IGF1(ETHERTON E BAUMAN, 1998). Adicionalmente, as respostas ao tratamento com
bST na producéo de leite parecem ser menos intensos no inicio da lactacdo e aumenta
com o passar do tempo (MCDOWELL, 1991). Isso refor¢a a importancia do acoplamento
do eixo somatotrépico para a lactacdo e sugere ndo s6 o bGH, mas também o IGF1
possui um papel importante para o aumento da producdo em resposta a injecéo de bST

(ETHERTON E BAUMAN, 1998).

2.2.5. Efeitos da bST nos tecidos reprodutivos e consequéncias para a

fertilidade em vacas leiteir as

A bST pode atuar diretamente no controle das fungOes reprodutivas, pois a
expressdo de GHR foi observada no ovario, oviduto, endométrio, miométrio (KIRBY ET
AL., 1996), células do cumulus de ovécitos e em células da massa embrionaria e
trofobl astos em todas as fases de desenvolvimento até 9 dias apos fertilizacdo (IZADYAR
ET AL., 1997; 1ZADYAR ET AL., 2000). Lucy et a. (1993a), relatou que a maioria dos
GHRs encontrados no ovario, esta expressa em células |Uteas grandes. No entanto, no
organismo, a maioria desses receptores é encontrada no figado (HAUSER ET AL., 1990), e
quando ativados pelo hormbnio de crescimento, causa aumento da producdo e secrecdo
de IGF1 (ETHERTON E BAUMAN, 1998), que também exerce papel importante no
metabolismo e fungdo reprodutiva (Lucy, 2011). O IGF-1 age em sinergia com as
gonadotropinas e favorece o crescimento folicular (GONG, 2002; Lucy, 2000; SPICER
ET AL., 2002). Alguns trabalhos mostraram o tratamento com bST altera o recrutamento
folicular, aumentando o nimero de foliculos recrutados (DE LA SOTA ET AL., 1993;
GONGET AL., 1991; GONGET AL., 1993a; GONGET AL., 1997; KIRBY ET AL., 19974), e
também pode aumentar o tamanho dos foliculos (DE LA SOTA ET AL., 1993; KIRBY ET
AL., 1997b; Lucy ET AL., 1993D).

Jmenez-Krassel et al. (1999) relataram efeito da bST nos foliculos grandes,
observando aumento do nimero de foliculos dominantes e aumento da taxa de ovulagéo
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de vacas leiteiras tratadas, nesse caso, com infusdo pulsétil de bST. Lucy et al. (1993b)
ndo observou efeito da bST nataxa de ovulacéo.

Além da acdo no recrutamento, e no crescimento folicular, outros estudos
mostraram alteracdo no momento da emergéncia e comprimento das ondas foliculares
(KIRBY ET AL., 1997a; KIRBY ET AL., 1997b; LUCY ET AL., 1994), 0 que pode explicar
em partes as alteragdes no tamanho folicular observadas em animais tratados com bST.

A maioria dos estudos ndo observou efeito do tratamento em aumentar 0 nUmero
de foliculos que atingem dominancia (GONG ET AL., 1991; GONG ET AL., 1993a; GONG
ET AL., 1993b; KIRBY ET AL., 1997a; KIRBY ET AL., 1997b; Lucy ET AL., 1993a; Lucy
ET AL., 1993b; Lucy ET AL., 1994), sugerindo que bST ndo aumenta ovulacOes
multiplas e gestacdes gemelares. No entanto o tratamento com bST, aumenta a producéo
de leite e a sensibilidade das vacas ao estresse térmico, 0 que pode entdo levar a menor
esteroidogénese causada pelo efeito do calor nos foliculos (ROTH ET AL., 2000; WILSON
ET AL., 1998; WOLFENSON ET AL., 1995), associada ainda, & maior metabolizagdo de
esteroides devido a alta producéo (SANGSRITAVONG ET AL., 2002; VASCONCELOS ET
AL., 2003), fatores que podem prejudicar a dominancia folicular e consequentemente
aumentar a taxa de ovulagdes multiplas.

Estudos e revisdes mais detalhadas sobre o papel do IGF1 no crescimento,
desvio e dominancia folicular mostraram que dentre iniUmeros outros fatores, |GF1
enddcrino provavelmente tenha maior importancia para o crescimento inicial de
foliculos pré-antrais, enquanto que o IGF local (intra-folicular), provavelmente sgja
mais importante para processo que determina a dominéncia, bem como para o
crescimento e desenvolvimento do foliculo dominante (ARMSTRONG ET AL., 1998;
BURATINI ET AL., 2007; BURATINI E PRICE, 2011; BURATINI JR, 2007; FORTUNEET AL.,
2004; SANCHEZ E SMITZ, 2012; SPICER E ECHTERNKAMP, 1995; SPICER ET AL., 2002;
SPICERE AAD, 2007; WEBB ET AL., 2004; WEBB ET AL., 2007).

Alguns estudos também observaram efeitos da bST na fun¢éo e manutencdo do
CL. Lucy et a. (1994) observou um maior area do tecido luteal, maior concentracéo de
progesterona durante o ciclo estral, bem como uma lutedlise mais lenta em novilhas
tratadas com bST. Outros autores ndo observaram efeito da bST na concentragdo de
progesterona em novilhas (GONG ET AL., 1991; GONG ET AL., 1997), vacas ndo |lactantes
(DE LA SOTA ET AL., 1993) ou vacas lactantes (DE LA SOTA ET AL., 1993; KIRBY ETAL.,
1997b). Alguns estudos observaram menor concentragdo de P4 em vacas tratadas com
bST (JIMENEZ-KRASSEL ET AL., 1999; KIRBY ET AL., 19974), 0 que pode ndo ser uma
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resposta direta, mas sim devido a0 aumento na producéo de leite em resposta ao
tratamento, que confere maior metabolizacdo hepética dos hormdnios esteroides nesses
animais (SANGSRITAVONG ET AL., 2002; VASCONCELOSET AL., 2003).

Ao avaliar os efeitos da bST no oviduto e endométrio alguns estudos observaram
gue o tratamento pode alterar a expressdo génica de diferentes formas nesses tecidos
(KIRBY ET AL., 1996; PERSHING ET AL., 2002). Ambos os estudos mostraram que 0
tratamento com bST pode alterar as quantidades de RNAm para receptores de GH, |GF1
e proteinas de ligac&o. Pershing et al. (2002) observou uma reducdo na expressdo GHR
em vacas tratadas com bST, mas ndo observou efeito do tratamento na quantidade de
RNAmM para IGF1. Resultados semelhantes foram obtidos por Kirby et al. (1996), que
demonstraram ainda, que vacas prenhas apresentavam maior quantidade de RNAm para
IGF1 nos tecidos reprodutivos (CL, ovario, miométrio, endométrio e oviduto) em
comparagao com as vacas vazias.

Cultivando células endometriais in vitro, a adicéo de bGH ou IFN-t a0 meio de
cultivo resultou em uma reducdo na producéo de PGF, sendo ainda observado efeito
aditivo quando ambos (bGH e IFN-t) foram utilizados (BADINGA ET AL., 2002). Além
disso, quando o endométrio foi recolhido com 3 e 7 dias ap6s uma ovulagdo
sincronizada de vacas tratadas com bST as concentragdes de proteina PGHS-2 foram
diminuidos em comparacdo com os controles ndo tratados (BALAGUER ET AL., 2005),
sugerindo menor ativacdo da cascata de producéo de PGF2a em animais tratados com
bST.

Além dos efeitos da bST nos tecidos reprodutivo, muitos estudos tem
demonstrado efeitos diretos do sistema GH-IGF1 nos o6citos e embrides. Tais efeitos
podem interferir na qualidade e desenvolvimento do concepto, e consequentemente,
interferir na manutencéo da gestagéo.

|zadyar et a. (1997) demonstraram que a adi¢do de bGH no meio de maturagéo
in vitro favoreceu a expansdo das células do cimulos que leva a maturagdo oocitaria.
Num estudo posterior, (IZADYAR ET AL., 2000) adicionaram bGH no meio de cultivo
embrionério, para avaliarem a expressdo de GHR no embrido apds fertilizacdo, bem
como o efeito da bST no desenvolvimento embrionério. Os autores encontraram GHR
em células trofoblasticas e também em células embrionarias de blastocisto eclodido e,
além disso, observaram maio taxa de clivagem, e maior taxa de recuperacdo de
blastocistos e blastocistos eclodidos a partir do dia 9 apoés fertilizagcdo (IZADYARET AL.,
2000). A adicdo de bGH no meio de maturagdo melhorou a taxa de clivagem observada
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3 dias apos fertilizagdo (MOREIRA ET AL., 2002b), provavelmente devido ao efeito do
horménio favorecer a maturacéo e antecipar a clivagem, como referido por (IZADYARET
AL., 1997). A adicdo de bGH ou de IGF1 nos meios de cultivo embrionario aumentou a
taxa de recuperacd@o de blastocistos e blastocistos eclodidos, bem como o nimero de
blastdmeros (MOREIRA ET AL., 2002b) de embrides com 8 dias. Block et a. (2003)
demonstraram que a adicéo de IGF1 ao meio de cultivo aumentou a taxa de recuperacéo
de blastocisto e blastocisto expandido aos 7 e 8 dias apos fertilizacdo.

Cabe agui salientar que in vivo, aguns fatores externos como, por exemplo, a
nutricdo, status produtivo, balanco energético, entre outros, também podem afetar a
expressdo sistémica e local de componentes do sistema GH-1GF, podendo haver efeito
no crescimento dos foliculos, maturacdo e a qualidade oocitaria, bem como na
fertilizagdo e desenvolvimento embrionario pés-fertilizagdo (ADAMIAK ET AL., 2005;
ARMSTRONG ET AL., 2001; ARMSTRONG ET AL., 2002), 0 que pode alterar a resposta ao
tratamento com bST.

In vivo, a aplicacdo bST no momento da inseminacdo de doadoras superovul adas
resultou em menor nimero de estruturas ndo fertilizadas, maior nimero de blastocistos
recuperados por lavado, bem como maior porcentagem de embrides transferiveis 7 dias
apos inseminagdo, em comparacdo as doadoras ndo tratadas. Além disso, a transferéncia
desses embrides resultou em maior prenhez dos embrides tratados em comparacdo aos
embrifes controle, no diagnostico de gestacdo em receptoras que ndo recebiam bST, no
entanto, nenhum efeito do tratamento foi observado na prenhez de embrides transferidos
para receptoras tratadas com bST (MOREIRA ET AL., 2002a).

Jousan e Hansen (2004) produziram embrides in vitro, comparando meios de
cultivo com ou sem IGF1, submetidos ou ndo ao choque térmico (41°C por 9h no d5
pos 1A). Os resultados mostraram que embrides cultivados com IGF1 apresentaram
maior porcentagem de clivagem e maior porcentagem de embrides que chegaram ao
estagio de blastocisto. Além disso, os autores observaram que o choque térmico reduziu
nimero total de blastdmeros, aumentou o nimero de blastémeros apoptoticos e reduziu
a porcentagem de embrides que desenvolvem para blastocistos, no entanto, no meio de
cultivo tratado com IGF1, os efeitos do choque térmico foram minimizados,
demonstrando gque esse horménio promove um efeito protetor contra o estresse térmico
nos estagios iniciais de desenvolvimento embrion&rio (JOUSAN E HANSEN, 2004).
Resultados semelhantes foram observados em outros estudos (BONILLA ET AL., 2011,
JousaN E HANSEN, 2007). Adicionalmente, a transferéncia de embrides produzidos in
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vitro tratados com bGH ou IGF-1 para receptoras sob estresse térmico resultou em
melhores indices de concepcdo (Block et al., 2003; Block e Hansen, 2007).

A aquisicdo de termo tolerancia esta relacionada as ateracdes na expressdo e
ativacdo de genes responsaveis pela sintese de proteinas contra o choque térmico, que
promovem estabilizagdo de proteinas e organelas intracelulares, inibindo apoptose
(EDWARDS E HANSEN, 1997). Essas ateracdes ocorrem a medida que o embrido
desenvolve, conferindo resisténcia ao embrido quando atinge estédgios mais avancados
(EDWARDS E HANSEN, 1997; PAULA-LOPES E HANSEN, 2002b). Efeitos protetores em
embrides com menos de 16 células sdo importantes para permitir que o embrido possa
continuar a desenvolver apos uma agressdo ambiental e consiga adquirir resisténcia em
estagio avancado (BONILLA ET AL., 2011; JOUSAN E HANSEN, 2007; PAULA-LOPES E
HANSEN, 2002b,a; ROTH E HANSEN, 2004b,a; SAKATANI ET AL., 2013). Sakatani et al.
(2013) relataram que as alteraces que conferem resisténcia ao embrido sdo reguladas
pelo embrido durante seu desenvolvimento, 0 que possivelmente seja uma estratégia
adaptativa para prevenir o acimulo de proteinas desnaturadas e acdo de radicais livres
no inicio do desenvolvimento embrionario. O mesmo parece acontecer para ateracoes
mediadas pela agdo do IGF1. Bonilla et a. (2011), demonstraram que a expresséo de
receptores de IGF1 (IGFR) e moléculas envolvidas na sinadlizagdo (RAF1 e MAPK) é
maior em embrides com duas células que em embrides com 5 dias de desenvolvimento,
no entanto, a adicdo de IGF1 no meio de cultivo embrionario apresentou efeito protetor
contra chogue térmico a 42°C apenas em embrides com mais de 16 células (5dias), mas
nao protegeu embrides de 2 células, sugerindo que o efeito protetor do IGF1 é regulado
pelo desenvolvimento do embrido, e pode estar relacionado a alteraces na transcricéo
de genes durante o desenvolvimento embrionério.

O periodo em torno dos 17 dias de gestacdo € muito importante, pois € quando
ocorre 0 reconhecimento materno, por isso Bilby et a. (2004) e Bilby et al. (2006)
realizaram estudos com vacas lactantes e ndo lactantes, tratadas ou ndo com bST a partir
da inseminacdo, para avaliar os efeitos do tratamento nesse periodo critico para
manutencdo da gestacdo. Os autores observaram que o tratamento aumentou o tamanho
do concepto e a concentracdo de interferon-tau 17 dias apds a inseminacdo, e isso foi
correlacionado positivamente com amaior concentragao sérica de IGF-1. Thatcher et al.
(2006) reuniram informacfes desses estudos e observaram que vacas lactantes que
receberam bST apresentaram maior taxa de prenhez que os animais ndo tratados,
enquanto que vacas ndo lactantes tratadas com bST apresentaram menor prenhez do que
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as controle. Adicionalmente, quando correlacionaram os dados de prenhez com a
concentragdo plasmatica de IGF1, sugeriram que concentracdes muito altas de IGF1
podem levar a um desenvolvimento exacerbado do embrido, que possivelmente
prejudica a manutencdo da gestagdo, sugerindo que pode haver um nivel idea de IGF-1
que proporciona melhor fertilidade em vacas leiteiras.

2.3.Estratégias para melhorar afertilidade das vacas de alta producéo.

2.3.1. Utilizacdo de bST.

Além de aumentar a producdo de leite, a injecdo de bST ativa os receptores no
figado, aumentando a producdo e secrecdo de IGF1, e como foi relatado no capitulo
anterior, o sistema GH-IGF exerce diversas fungdes nos tecidos reprodutivos, com
acOes importantes no controle do crescimento e dominancia folicular (Lucy, 2011), na
maturacdo oocitaria (IZADYAR ET AL., 1997; 1zZADYAR ET AL., 2000), no o
desenvolvimento embrionério (BILBY ET AL., 2004; BILBY ET AL., 2006; BLOCK ET AL.,
2003; 1zADYAR ET AL., 2000; MOREIRA ET AL., 2002b), além de minimizar efeitos do
estresse térmico no embrido (BONILLA ET AL., 2011; JOUSAN E HANSEN, 2004,2007),
acOes essas que sdo imprescindiveis para 0 sucesso da reproducdo da vaca. No entanto,
alguns trabalhos prévios relacionaram o uso de bST com efeito negativo para os indices
reprodutivos (CoLE ET AL., 1991; COLE ET AL., 1992; ESTEBAN ET AL., 1994,
MORBECK ET AL., 1991), resultados que provavel mente estavam associados a menor de
expressdo de estro dos animais que recebiam bST. Entretanto, com o advento dos
protocolos de sincronizacdo (PURSLEY ET AL., 1997), esses efeitos foram minimizados e
com isso, delineamentos mais especificos para avaliar os efeitos da bST na fertilidade
tem sido realizados. Cabe aqui mencionar que a resposta ao tratamento com bST e seus
efeitos, podem ser influenciados por varios fatores como nutricdo, DEL, balanco
energeético, genética, status produtivo, nivel de producéo, estresse térmico, entre outros
(ETHERTON E BAUMAN, 1998; Lucy, 2011).

Moreira et al. (2000) trataram vacas lactantes com 500mg de bST a cada 14 dias,
e testaram o efeito do tratamento na fertilidade ao primeiro servico, comparando um
grupo que recebeu a primeira injecdo de bST aos 63+3 dias apds o parto (inicio do
protocolo ovsynch) com um grupo controle, queiniciou o tratamento apenas com 105+3
dias ap0s o parto. Os autores observaram que as vacas do grupo tratado com bST aos
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63+3 apresentaram maior prenhez no diagndstico de gestacdo com 45 dias do que as
vacas controle. Em outro trabalho, Moreira et a. (2001) testou 3 diferentes grupos de
tratamento com bST, o primeiro iniciando aos 63+3 (coincidindo com o inicio do
ovsynch), o segundo aos 73+3 (coincidindo com o dia da IA) e o controle iniciando
apenas com 147+3 dias ap0s 0 parto, e observaram que tanto o tratamento com bST aos
63+3, quanto aos 73+3 dias pds parto resultou em melhor concepcdo ao primeiro
servico de vacas ciclicas submetidos a IATF com ou sem pré-sincronizacdo. Santos et
al. (2004a) observaram que vacas tratadas com bST aos 63+3 apresentaram melhor taxa
de concepcao aos 45 dias apds IATF ou deteccdo de cio. Jousan et a. (2007), também
utilizaram bST com 14 dias de intervalo, iniciando o tratamento simultaneamente ao
primeiro dia do protocolo de IATF para o primeiro servico, e observaram aumento na
producdo de leite e na temperatura retal e vaginal dos animais tratados com bST,
entretanto nd0 houve nenhuma diferenca na fertilidade em comparagdo ao grupo
controle. E interessante lembrar que pode haver um nivel ideal de IGF-1 que
proporciona melhor fertilidade para as vacas, como observado por (THATCHER ET AL.,
2006), onde niveis muito altos ou muito baixos de IGF1 foram associados a menor
prenhez aos 17 dias de gestacdo. Um estudo recente testou aplicacdo de dose reduzida
(325mg) de bST, sendo que um grupo recebeu apenas uma dose de bST no momento da
IA, outro grupo recebeu uma segunda dose apés 14 dias, e 0 grupo controle recebeu
apenas placebo. Nesse estudo 0s autores observaram que o grupo que recebeu 2 doses
de bST apresentou maior taxa de prenhez aos 66 dias de gestacdo, e menor perda de
gestacdo entre 31 e 66 dias, comparado aos grupos que receberam placebo ou apenas
umainjecdo de bST nalA (RIBEIROET AL., 2014).

2.3.2. Transferénciade embriodes.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a transferéncia de embrifes apresenta
melhores taxas de concepcdo quando comparada as taxas obtidas com inseminacdo
artificial, tanto nos Estados Unidos (AL-KATANANI ET AL., 2002; DROST ET AL., 1999),
como no Brasil (DEMETRIO ET AL., 2007; PEREIRA ET AL., 2013b; VASCONCELOS ET
AL., 2006; VASCONCELOSET AL., 2011C; VASCONCELOSET AL., 2011a; VASCONCELOS
ET AL., 2011b).

Melhores indices obtidos com TETF em comparagdo a IATF em vacas leiteiras,
podem ser explicados devido a transferéncia de embrifes viaveis de boa qualidade com
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7 dias de desenvolvimento, os quais ja passaram pelo periodo de maior sensibilidade,
eliminando assim efeitos prejudiciais do estresse térmico no foliculo, odcito, e nos
estagios iniciais de desenvolvimento embriondrio (HANSEN, 2007). Além disso, a
transferéncia de embrides (TE) elimina efeitos de outros fatores que podem prejudicar a
qualidade oocitéria e embrionaria, como o periodo de dominancia folicular (CERRI ET
AL., 2009; SANTOSET AL., 2010), a baixa concentracdo de P4 durante desenvolvimento
do foliculo ovulatério (WILTBANK ET AL., 2012) ou do embrido (MANN ET AL., 2006), e
a concentracdo inadequada de |GF-1 durante o crescimento folicular e desenvolvimento
inicial do embrido (BILBY ET AL., 2004; BILBY ET AL., 2006; Lucy, 2011).

2.3.3. Associacao das duastécnicas

Para explorar os beneficios das duas estratégias, a associacdo de ambas é uma
alternativa interessante para minimizar a morte embrionaria e melhorar os indices de
fertilidade em vacas leiteiras.

Existem evidéncias de que o bGH adicionado a0 meio de maturacdo in vitro
promove maior expansdo das células do cumulos, favorecendo a maturagdo oocitéria
(IZADYARET AL., 1997). A adicdo de bGH e/ou IGF1 no meio de cultivo embrionério in
vitro acelera a clivagem e o desenvolvimento embriondrio inicial, aumentando ataxa de
recuperacao de blastocistos a partir de 7 dias apos |A (BLoOCK ET AL., 2003; 1ZADYARET
AL., 2000; MOREIRA ET AL., 2002b). In vivo, o tratamento com bST no momento da
inseminacdo em vacas superovuladas também aumentou a taxa de recuperacdo de
blastocistos 7 dias apos IA. Além disso, relatos mostram que a adicdo de IGF1 ao meio
de cultivo embrion&rio minimiza efeitos do choque térmico (BONILLA ET AL., 2011;
JousaN E HANSEN, 2004,2007), favorecendo o desenvolvimento embrioné&rio e
recuperacdo de blastocistos, consequentemente, favorece o reconhecimento materno e
manutencdo da gestacéo.

A transferéncia de embrides produzidos in vitro tratados com bGH ou IGF-1 para
receptoras sob estresse térmico resultou em melhores indices de concepgdo (BLOCK ET
AL., 2003; BLock E HANSEN, 2007).

Quando doadoras de embrifes superovudadas foram tratadas com 500mg bST, a
transferéncia desses embrifes para receptoras ndo tratadas com bST, resultou em
melhores indices de prenhez que os embribes das doadoras controle. Além disso,
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receptoras tratadas com bST apresentaram maior prenhez apos receberem embrides de
doadoras controle, demonstrando que o bGH e IGF1l tem efeito diretamente no
concepto, ou indiretamente através da unidade materna (MOREIRA ET AL., 2002a).

Em suma, dose reduzida de bST, associada ao protocolo de superovulacéo de doadoras
ndo lactantes para producdo in vivo de embrides pode ser uma estratégia interessante
para melhorar a producéo e a fertilidade de embrides, levando a uma maior manutencdo

da gestacdo apds TE para receptoras lactantes.
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CAPITULO 2

EFEITO DE DOSE REDUZIDA DE SOMATOTROPINA BOVINA
RECOMBINANTE ASSOCIADA A PROTOCOLOSDE
SUPEROVULACAO NA FERTILIDADE DE EMBRIOES
TRANSFERIDOS PARA RECEPTORASEM LACTACAO
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar se aplicacdo de dose reduzida de bST
(333mg), associada ao protocolo de superovulacdo de doadoras néo lactantes, aumenta a
producéo de embrides e a manutencdo de gestacdo apos transferéncia para receptoras
em lactagdo. Um total de 267 doadoras foram submetidas ao protocolo de
superovulacdo, e subdivididas em 3 grupos. CONT (grupo controle = ndo tratados com
bST), bST/IA (grupo recebeu uma dose de bST no dia da IA) e bST/InlA (grupo
recebeu duas doses de bST, uma no inicio de protocolo e outra no diadalA). A coleta
ndo cirurgica dos embrides foi realizada 6,5 dias apos a inseminagdo. Os embrides
frescos foram transferidos para receptoras lactantes previamente sincronizadas. Os
diagndsticos de gestacdo foram realizados no d30 e d60. A concentracdo sérica de IGF1
nas doadoras no dia da coleta de embrides foi maior (p<0,01) para os grupos bST/IA
(306,4 £ 13,0 ng/mL) e bST/InlA (307,3 £ 12,4 ng/mL) em relagdo ao CONT (195,8
+13,3 ng/mL). A aplicacdo de bST no momento da IA aumentou a propor¢éo de
embrides transferivels por coleta (69,9%), em relacdo ao controle (54,7%) e aos animais
gue receberam duas doses de bST (55,8%), resultando em 3,4+0,6 embrides por coleta
no grupo controle, 4,7+0,6 embrides por coleta no grupo tratado com duas doses e
6,0+0,6 no grupo tratado com uma dose na |A. O tratamento com bST na A aumentou
0 numero de blastocistos recuperados por coleta (3,0+0,4) em relacdo ao controle
(1,6+0,4), enquanto o grupo que recebeu duas aplicagdes de bST tendeu de aumentar o
numero de blastocistos (2,6 +0,4) em relacéo ao controle. A prenhez aos 60 dias foi
25,6%, 30% e 28,6% para os grupos CONT, bST/IA e bST/InlA respectivamente. Foi
detectada interacdo entre tratamento e o estagio de desenvolvimento do embrido na
prenhez por TE, em que blastocistos dos grupos tratados com bST apresentaram maior
P/TE aos 60 dias em relacdo aos blastocistos do grupo controle, enquanto que morulas
dos grupos tratados apresentaram menor P/TE que mérulas do grupo controle. Em
conclusdo, o tratamento com dose reduzida de bST em doadoras de embrifes nédo
lactantes aumentou a concentragdo de IGF1, a recuperacdo de embrides por coleta e a
manutencdo da gestacdo de embrides em estégio de blastocisto.

Palavr as chave: somatotropina; transferencia de embrides; fertilidade; vacas leiteiras
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Abstract

The objective of this study was evaluate if a low-dose of bST (333mg),
associated with the superovulation protocol of non-lactating donors, would increases the
embryo production and pregnancy maintenance after transfer to lactating recipients. For
this, 267 donors were subjected to the superovulation protocol and subdivided into 3
groups. CONT (control group = no bST), bST/IA (group received one dose of bST at
Al) and bST/INIA (group received two doses of bST, one at the beginning protocol and
another at Al). Non-surgical collection of embryos occurred 6.5 days after insemination.
The fresh embryos were transferred to previously synchronized lactating recipients. The
pregnancy diagnoses were performed at d30 and d60. The The donors IGF1 serum
concentration at embryo recovery day was higher (p <0.01) for bST/IA groups (306.4 +
13.0 ng / mL) and bST/INIA (307.3 + 12 4 ng / ml) compared to the CONT (195.8 +
13.3 ng / ml). The bST application a Al increased proportion of transferable embryos
per collection (69.9%), when compared with the control (54.7%) and with the animals
that received two doses of somatotropin (55.8%) resulting 3.4 £ 0.6 embryos per
collection in the control group, 4.7 = 0.6 embryos per collection in two doses group and
6.0 £ 0.6 inthe one dose at | A group. Treatment with bST at Al increased the number of
blastocysts recovered by collection (3.0 + 0.4) compared to control (1.6 £ 0.4), while
the group that received two bST applications tended to increase number of blastocysts
(2.6 = 0.4) compared to the control. Pregnancy at 60 days was 25.6%, 30% and 28.6%
for the CONT group, bST/Al and bST/INIA respectively. Was detected interaction
between treastment and embryo development stage in pregnancy by ET, when
blastocysts in the bST treated groups had higher P/ET at 60 days compared to the
control group blastocysts, while morulae of the treated groups had lower P/ET that
morulae of the control group. In conclusion, treatment with reduced dose of bST in non-
lactating embryo donors increased the concentration of 1GF1, recovering embryos per

collection and pregnancy maintenance in blastocyst stage embryos.

Keywords: somatotropin; embryo transfer; fertility; dairy cows
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1. Introducdo ejustificativas do estudo

A producdo de leite por vaca aumentou durante os Ultimos anos, devido
combinacdo de melhor gestdo, nutricdo e selecdo genética, porem ocorreu diminuicéo
na eficiéncia reprodutiva [1]. Apesar da correlagdo genética antagdnica entre producdo
de leite e reproducdo, a herdabilidade para caracteristicas que medem a fertilidade é
baixa, portanto ha outros fatores que influenciam a fertilidade da vaca [2], como por
exemplo, estresse térmico [3], nutricdo e hormdnios metabdlicos [4], e sanidade [5].

Vacas em lactacdo sofrem com os efeitos deletérios do estresse térmico, com
menor taxa de fertilizac&o e menor desenvolvimento embrionério [6]. Além disso, maior
produtividade esta associada a maior sensibilidade das vacas aos efeitos negativos do
estresse caldrico na fertilidade, como demonstrado por al-Katanani, et a. [7] nos
Estados Unidos, por Lopez-Gatius [8] na Espanha, e por Vasconcelos, et a. [9] no
Brasil.

Vacas em lactag@o apresentam menor concentracdo de IGF1 [10,11] que vacas
ndo lactantes, principalmente no pos-parto, quando ocorre reducéo na concentracdo de
IGF1 [12]. Esse fator de crescimento € importante para o crescimento folicular [1,4,13]
e desenvolvimento do embrido [10,11,14,15], além de promover efeito protetor contra o
choque térmico no embrido [3,16-18]. A somatotropina bovina tem efeito benéfico para
a maturacdo oocitaria e clivagem [19,20], aumenta a producdo de IGF1 [21,22], e a
utilizacgo de bST e/ou IGF1 in vivo, ou in vitro é uma estratégia que tem se mostrado
eficiente para aumentar a manutencdo da gestacéo em vacas leiteiras [14,15,22-25].

A TE vem sendo utilizada como estratégia para aumentar a fertilidade, pois
permite que as vacas recebam um embrido de boa qualidade, minimizando possiveis
problemas na qualidade do oécito e do embrido, devido maior periodo de dominancia
folicular [26,27]; e baixa concentragdo de progesterona durante o crescimento do
foliculo ovulatério [28] e durante o desenvolvimento inicial do embrido [29]. A TE
minimiza os efeitos deletérios do estresse térmico prévios a TE [3], aumentando a
concepcdo quando comparada as taxas obtidas com IA, tanto nos Estados Unidos
[30,31], como no Brasil [9,32-36].

O presente trabalho pretende avaliar se dose reduzida de bST associada a
protocolo de superovulagdo aumenta a producdo de embrides e a manutencdo da

gestacdo. A hipGtese é que o aumento do horménio de crescimento durante o
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desenvolvimento embrionério inicial melhora a producdo in vivo de embrides e a

manutencdo da gestacéo.

2. Materiaise métodos

2.1. Animaisetratamentos

O trabalho foi realizado na FMVZ — UNESP — Campus de Botucatu, no
programa de pds-graduacdo em Zootecnia, junto ao Departamento de Producdo Animal.

O experimento foi realizado na Central Pioneiros de doadoras de embrides
localizada em Carambei-PR. Foram utilizadas doadoras da raca Holandesa, sendo vacas
secas alojadas em barracéo climatizado com sistema de ventilagdo cruzada, e novilhas
alojadas em freestall. Os animais receberam alimentagéo a base de silagem de milho e
de sorgo, silagem pré-secada de aveia e azevém, e racdo concentrada, com acesso a
piquetes com forragem tifton durante a noite.

Todas as doadoras foram submetidas ao seguinte protocolo de superovulacéo
(Figura 1): Colocacdo de um dispositivo intravaginal de P4 (CIDR®, 1,99 de P4,
Zoetis, SP, Brasil) no d-9 pela manhgd; 2mg de benzoato de estradiol (BE, 2,0mL, IM —
Estrogin®, Farmavet, SP, Brasil) no d-9 a tarde; tratamentos superestimulatérios com a
aplicacdo de duas doses diarias (2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 mL = 200mg em novilhas e 400mg
em vacas) e decrescentes do hormonio foliculo-estimulante (FSH 20mg/mL, IM —
Folltropin-V®, Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canada) do d-5 atarde ao d-1
de manh&; umainjecdo de PGF2a (25,0mg, IM — Lutalyse®, Zoetis, SP, Brasil) no d-3
atarde e outra dose com 12h de intervalo; o CIDR foi removido no d-1 pela manhg; na
manha do dO0 as doadoras receberam gonadorelina (2 ml GnRH, 200 ug — IM —
Fertagyl®, Intervet/Schering-Plough, SP, Brasil) e foram inseminadas 12 e 24h apos.
No inicio do protocolo, os animais de ambas as categorias (Vaca seca ou Novilha)
foram distribuidas aeatoriamente entre os tratamentos. Foi utilizado sémen comercial
descongelado de touros da raca holandesa (n=25), distribuidos de forma balanceada
entre os tratamentos.

O grupo controle (CONT = 87 animais, 72 novilhas e 15 vacas) ndo recebeu
bST; o grupo bST/IA (89 animais, 75 novilhas e 14 vacas) recebeu uma dose de bST no
dia da IA (0,8ml de bST, SC - 333 mg de sometribove zinco; Lactotropin®, Elanco
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Salde Animal); e o grupo bST/InlA (91 animais, 76 novilhas e 15 vacas) recebeu duas
doses de 333mg de bST, umano inicio do protocolo e outrano diadalA.

Com 6,5 dias apds a primeira inseminacdo foi readlizada a coleta ndo cirurgica
dos embribes, os quais foram selecionados e classificados em laboratério e foram

transferidos afresco, conforme descrito por [33].

Figura 1: Esquematizacéo do delineamento experimental.

—DOADORAS: Protocolo de superovulacdo, tratamentos e manejos
TRATAMENTOS

[

bST'ﬂ 333mg bST

d+9ld»3 d-7 ddli;dd d-4|d-3 |d-2 | d1| d0 | di d7
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Figura 1: Protocolo de superovulacao das doadoras: CIDR no d-9 pela manha; 2mg
de BE no d-9 a tarde; tratamento superovulatério com FSH (20mg/ml - duas doses de
2,0; 1,5; 1,0 e 0,5ml para novilhas e duas doses de 4,0; 3,0; 2,0; e 1Iml para vacas secas)
do d-5 a tarde ao d-1 de manh& 25mg de PGF2a no d-3 a tarde e no d-2 de manhg;
remocgdo do CIDR no d-1 de manhg; 200ug de GnRH no d0 pela manh&; IATF no dO a
tarde e d1 de manhg; Coleta de embrides no d7 de manha Tratamentos: grupo controle
(CONT = injecbes placebo no d-9 e d0); grupo que recebeu apenas uma dose de bST
(bST/IA = injecéo placebo no d-9 e 333mg de bST no d0); grupo que recebeu duas
doses de bST (bST/InlA = injecdo de 333mg de bST e no d0). Protocolo de
sincronizacao das receptoras. CIDR + BE no d-10; PGF2ano d-3; ECP no d-2; TETE
no d7 + injegdo de GnRH.
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2.2. Coleta etransferénciade embrides

Coleta:

A coleta ndo cirlrgica foi redizada 6,5 dias apds a primeira inseminacao,
utilizando um sistema de infusdo com duas vias, acoplado a uma sonda de foley, a qua
foi instalada nos cornos uterinos para lavagem individual dos mesmos com solucéo de
coleta (D-PBS, Vitrocdl®, Vitrocell Embriolife, SP, Brasil), recuperando as estruturas
em filtro estéril. As estruturas foram selecionadas e classificadas em laboratério de
acordo com a IETS (1998). Os embrides transferiveis foram classificados de acordo
com o grau de qualidade como grau 1 (G1 = Excelente) ou grau 2 (G2 = bom); e quanto
a0 estagio de desenvolvimento, foram classificados como mérula (Mo), blastocisto
inicial (Bi), blastocisto (Bl) e blastocisto expandido (Bx) para os estagios 4, 5, 6 e 7
respectivamente. Embrides em estagio atrasado (<12 células), bem como embrides com

grau de qualidade pobre (grau >3), foram considerados degenerados.

Transferéncia

Receptoras holandesas em lactacdo, alojadas em freestall com sistema de
ventilacdo forcada e aspersdo, producdo média de leite de 37,0+8,9, DEL médio de
226,9+89,7 e escore de condi¢do corporal médio de 3,2+0,54; recebendo bST com
intervalo de 14 dias, iniciado a partir de 80+20 dias de lactacdo, foram previamente
sincronizadas para TETF, iniciado o protocolo (Figura 1) um dia antes das doadoras
com CIDR + BE no d-10; PGF2a no d-3; remocdo do CIDR + cipionato de estradiol
(ECP, IM - 0.5 mL de E.C.P.®, Zoetis, SP, Brasil) no d-2. A ovulagdo foi determinada
pela presenca de CL avaliado por ultrassom no d7, e as receptoras ovuladas receberam
embrides oriundos dos trés grupos de tratamento, sendo distribuidos entre elas de forma
aleatdria. Apds assepsia daregido vulvar e peri-vulvar, foi realizada ainovulagdo de um
anico embrido fresco por via transcervical, sendo feita a deposicdo no terco final do
corno ipsilateral ao CL como descrito por [33]. Todas as receptoras receberam 100 ug
de gonadorelina no momento da TE [34]. Foram transferidos 188 embrides CONT; 264
embrides do grupo bST/IA e 272 do grupo bST/InlA, devido a producéo de quantidade

diferente de embrides por tratamento.
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2.3. AvaliagOes ultrassonogr éficas e diagndstico de gestacéo

Avaliacdo ultrassonografica no momento da TETF foi realizada na receptoras
utilizando o aparelho de ultrassom Honda portétil, com transdutor linear
multifrequencial na opgéo 7,5MHz, para determinar a presenca do CL, indicado o corno
a ser inovulado o embrido. As vacas que receberem embrido foram avaliadas para
diagnostico de gestacdo precoce aos 30 dias, e em caso positivo, reavaliadas para

confirmagao aos 60 dias de gestacao (23 e 53 dias apds a TE respectivamente).

2.4. Amostras de sangue, escore de condicao corporal, producao de leite e
DEL.

Foi colhida uma amostra de sangue da veia coccigea utilizando tubos com vacuo
sem anticoagulante (Vacutainer®) no d7 (dia da coleta de embrides) para dosagem de
IGF1. Apéds a colheita, 0 sangue foi imediatamente acondicionado na posi¢éo vertical,
em recipiente isolante térmico com gelo, e logo apds, mantido por 12 - 24h em
refrigerador a4°C em média. As amostras foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos
a temperatura ambiente, para separacéo do soro, armazenado em freezer em torno de —
20°C até arealizacdo das dosagens.

As dosagens para | GF1 total foram realizadas no Grupo S& Camilo — Medicina
Diagnostica (Veterinaria)/Maringd, sendo analisadas amostras de 181 doadoras (CONT
=56; bST/IA =62 ebST/InlA = 63), utilizando a técnica de Imunoensaio imunométrico
de fase solida, marcado enzimaticamente por gquimio-luminescéncia (IMMULITE 2000
IGF-1 - Erlangen, Alemanha) para dosagem de IGF1 total. Todas as amostras foram
analisadas num Unico ensaio, e o CV intra-ensaio foi de 6,4%.

O ECC foi avaliado no momento do inicio do protocolo para as doadoras e no
momento da TE para as receptoras, seguindo a classificagéo descrita por [33].

A producdo de leite das receptoras foi medida diariamente entre dO e d7, e a
média diaria de producdo nesse intervalo foi utilizada nas analises. Também foi

considerado para as analises 0 DEL das receptoras no diada TE.
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2.5. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo método dos quadrados minimos
ANOVA do SAS®, e a comparagdo das médias dos dessas variaveis dentro dos
tratamentos foi feita através do teste de Tukey-Kramer. Varidveis dependentes
continuas como concentracdo de IGF1 das doadoras, nimero de estruturas recuperadas
por coleta de embrides (estruturas totais, ndo fertilizadas, degeneradas e transferiveis), e
nimero de embrides viaveis por coleta de acordo com estégio de desenvolvimento
(mérula, blastocisto e blastocisto expandido) e grau de qualidade (G1, G2), foram
avaliadas pelo procedimento MIXED do SAS, incluindo no modelo o efeito do
tratamento, categoria da doadora e interacdes. Utilizou-se o teste Qui-Quadrado para
analisar o efeito do tratamento na proporcdo de estruturas transferiveis, ndo fertilizadas
e degeneradas em relagdo ao total de estruturas recuperadas, e a distribuicdo das
estruturas transferiveis de acordo com o estdgio de desenvolvimento e grau de
qualidade. Nesta analise foram retirados os dados de 6 doadoras do grupo CONT, 6 do
grupo bST/IA e 5 do grupo bST/InlA devido ndo classificacdo das estruturas col etadas.
As varidveis binomiais, taxa de aproveitamento das doadoras e taxa de concepgdo das
receptoras aos 30 e 60 dias foram anaisadas pelo PROC GLIMMIX do SAS. No
modelo para analise da prenhez das receptoras incluiu-se o efeito do tratamento, estagio
de desenvolvimento e grau de qualidade do embri&o, ordem de lactacéo e apresentacéo
de cio das receptoras 7 dias antes da TE, bem como o DEL e producéo de leite das
receptoras como co-variaveis. Aproximacao Satterthwaite foi utilizada para determinar
os graus de liberdade do denominador para os testes de efeitos fixos com a instrucéo
aleatdria contendo o efeito do grupo. Variaveis com nivel de significancia P>0,10 foram
removidas do modelo estatistico. Os resultados sd0 expressos como médias g ustadas
(LSM) + o erro padrdo médio (SEM) para varidvels continuas e porcentagem (LSM)
para as variaveis binomiais. As diferencas foram consideradas significativas quando P

<0,05, e diferencas entre P >0,05 e P <0,10 foram consideradas como tendéncia.
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3. Resultados

A concentragdo de IGF1 no d7 foi maior (P<0,01) para animais tratados com
uma ou duas doses de bST, em comparacdo ao grupo controle, e ndo foram diferentes
entre s (Tabela 1). Novilhas (280,8 £ 9,3 ng/mL) apresentaram maior (P=0,04)
concentracdo de |GF1 que vacas secas (238,0 £ 18,7 ng/mL).

Tabela 1. Concentracéo de IGF1 no d7, nimero de estruturas por coleta (estruturas totais, ndo
fertilizadas, degeneradas e transferiveis) por tratamento e categoria da doadora— L SM+SEM.

Tratamento Categoria Doadora

Variavel CONT bST/IA bST/InIA P Novilha  VacaSeca P
IGF1* 1958+133b 306,4+13,0a 307,3+124a 001 280,8+9,3a 238,0+18,7b 0,04
Aprovei tamento® 65,2% b 75,7%2 788%% 0,05 72,3% " 86% "7 0,07
Estruturas/coleta’

Totais 6,2+0,9 x 8,6t09y 8,5t09y 0,1 6,3t0,5a 15+1,1b 0,01

N&o Fertilizadas 2,1+0,5 xy 1,3+0,5x 2,6£05y 0,26 1,2+0,3a 57+0,7b 0,01

Degeneradas 0,7+0,2 x 1,3+0,2y 12+02y 0,09 1,1+0,1 12+03 0,73

Transferivels 3,4+0,6 ax 6,0+0,6 by 47+06z 0,01 4,0+£0,3a 8,1+0,7b 0,01

! Concentraco de IGF1 total no soro, em ng/mL;

2 Nimero de doadoras que produziram ao menos uma estrutura, sobre o total de doadoras superovuladas;
% Nmero de estruturas recuperadas por coleta (nimero de estruturas / nimero de coletas) ;

abc: letras diferentes na mesma linha = diferenca estatistica - P < 0,05;

xyz: letras diferentes na mesma linha = tendéncia estatistica- 0,05 < P<0,1;

A taxa de aproveitamento dos grupos tratados com bST foi maior (P<0,05) que
do grupo controle, e ndo foram diferentes entre s (Tabela 1). Vacas secas tenderam
(P=0,07) a apresentar maior aproveitamento que novilhas (86% vs 72,3%).

Houve tendéncia de tratamento com bST aumentar o nimero de estruturas totais
em relacdo ao grupo controle (CONT). O numero de estruturas ndo fertilizadas no grupo
bST/IA néo diferiu do controle e tendeu a ser menor que do grupo bST/InlA. Animais
tratados com uma ou duas doses de bST tenderam a apresentar maior nimero de
estruturas degeneradas que animais ndo tratados. O grupo bST/IA apresentou maior
numero de embrides transferivels por coleta em relacdo ao grupo CONT, e tendeu a ser
maior que o grupo bST/InlA (Tabela 1).

Vacas secas apresentaram maior (P < 0,01) nimero de estruturas totais (15,5
+1,1vs 6,3 £0,5), ndo fertilizadas (5,7 0,7 vs 1,2 +0,3) e viaveis (8,1 £0,7 vs 4,0 £0,3)
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em comparagcdo as novilhas, no entanto ndo houve efeito de categoria (P=0,73) no
numero de estruturas degeneradas (1,2 +0,3vs 1,1 £0,1) (Tabelal).

Houve efeito do tratamento na proporcdo de estruturas ndo fertilizadas e
transferiveis em relagdo ao total de estruturas recuperadas. O grupo bST/IA apresentou
menor (P<0,05) proporc¢éo de estruturas ndo fertilizadas (15,4% = 117/762) que 0 grupo
CONT (33,3% = 181/543) e que o grupo bST/InlA (29,7% = 229/770). Foi detectado
efeito de tratamento na proporcéo de embrides transferivels, sendo maior para animais
do grupo bST/IA (69,9% = 533/762), do que para animais CONT e bST/InlA ( 54,7% =
297/543 e 55,8% = 430/770 respectivamente). Vacas secas apresentaram maior
proporcao de estruturas néo fertilizadas (37,9% = 250/660 vs 19,6% = 277/1415),
menor proporcdo de degenerados (8,0% = 51/660 vs 16,7% = 237/1415) e de
transferiveis (54,4% = 359/660 vs 63,7% = 901/1415) em relagcdo as novilhas.

Animais gque receberam uma dose de bST tenderam a apresentar maior nimero
de mérulas em relagdo aos animais do grupo controle, mas ndo diferiu dos animais que
receberam duas doses de bST. O grupo CONT néo diferiu do grupo bST/InlA. Os
grupos que receberam uma ou duas doses de bST ndo apresentaram diferenca no
nimero de blastocistos recuperados por coleta, no entanto o grupo bST/IA teve maior
numero de blastocistos em relacdo ao controle, e tendéncia do grupo bST/InlA aumentar
0 numero de blastocistos por coleta em relacdo ao controle (Tabela 2). Quanto ao grau
de qualidade, o tratamento com uma dose de bST (bST/IA) aumentou o ndmero de
embrides excelentes (graul) recuperados por coleta em relagdo ao controle (CONT),
enquanto que animais que receberam duas doses de bST (bST/InlA) apresentaram
valores intermediarios, ndo diferindo dos demais grupos (CONT e bST/IA) (Tabela 2).
Os tratamentos com bST (bST/IA ou bST/InlA) tenderam a aumentar o nimero de
embrides bons (grau 2) em relacéo aos animais controle (CONT), e n&o diferiram entre
s (Tabela 2).

O grupo controle apresentou maior propor¢éo de morulas e consequentemente
menor proporcdo de blastocistos [CONT = 53,0 e 47,0% (272)] que 0s demais grupos
[bST/IA = 47,8 € 52,2% (475) e bST/InlA = 46 e 54%% (411)], que ndo diferiram entre
s (Tabela 2). A proporcdo quanto a qualidade dos embrides recuperados néo foi
influenciada pelos tratamentos (Tabela 2), animais do grupo CONT, bST/IA e
bST/INIA apresentaram respectivamente 79% (214/272), 80% (378/475) e 76%
(312/411) de embrides grau 1; e 21% (58/272), 20% (97/475) e 24% (100/411) de
embrides grau 2.
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Tabela 2. NUmero de embrides por coleta de acordo com o estégio de desenvolvimento
e grau de qualidade por tratamento e categoria da doadora— LSM+SEM.

Tratamentos Categoria Doadora
Variavel! CONT bST-1A bST-INIA P Novilha  VacaSeca P

Estégio

Morula 1,8+04y 2,7+04x 22+03xy 0,2 2,3+0,2 2,1+05 08

Blastocisto 1,6 +0,4by 30+04a 26x04x 0,04 1,8+0,2a 59+0,6b 0,01
Qualidade

Excelente 2,7+05b 46+05a 3,6+05ab 0,02 3,240,3a 6,3+0,7b 0,01

Bom 0,702y 11+02x 12+02x 008 09+0,1a 18+02b 0,01

! NUimero de estruturas recuperadas por coleta (nimero de estrutura/niimero de doadoras);
ab: letras diferentes na mesma linha = diferenca estatistica - P < 0,05;
xy: letras diferentes na mesma linha = tendéncia estatistica- 0,05 < P<0,1;

A categoria da doadora afetou (P < 0,05) o nimero de blastocistos por coletae o
nimero de embrides grau 1 e 2, mas ndo afetou (P = 0,8) 0 nUmero de mérulas
recuperadas por coleta (Tabela 2). Vacas secas (n = 281 embrides) apresentaram
menor propor¢do de mérulas (26,7%) e maior proporcdo de blastocistos (73,3%) que
novilhas (55,3% de morulas e 44,7% de blastocistos n = 877). A propor¢do de embrides
grau 1 (n = 77,9% vs 78,0%) e grau 2 (22,1% e 22,0%) em vacas secas e novilhas,

respectivamente, ndo foi diferente. (Tabela 2).

3.1. Transferéncia de embrides
A qualidade morfolGgica do embrido, ordem de lactagdo da receptora e expressao
de estro afetaram (P<0,1) a P/'TE aos 30 e 60 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Prenhez por TE (P/TE) aos 30 e 60 dias de acordo com a qualidade do
embrido, ordem de lactacdo apresentac&o de cio dareceptora— LSM %.
PRENHEZ POR TE

Variaveis N= P/ITE d30 PITE d60
Qualidade G1 537 40,7% 32,8%
G2 187 32,4% 23,3%
P=0,06 P=0,02
Ordem? Primipara 330 43,0% 32,2%
Multipara 394 30,0% 24,0%
P=0,001 P=0,03
Cio® Sim 353 43,1% 33,5%
N&o 286 30,0% 22,6%
P = 0,0006 P =0,003

! Qualidade embriondria: G1 = excelente; G2 = Bom;

2 Ordem de lactacZo da receptora

3 Cio: apresentaco de cio das receptoras 7 dias antes da TE (Obtidos por observacdo natural mais
dados de Pedometria)
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Foi detectada interacdo (P<0,01) entre tratamento e estagio de desenvolvimento
do embrido na Prenhez por TE (Tabela 4). Nos grupos tratados com uma (bST/IA) ou
duas doses de bST (bST/InlA) blastocistos apresentaram maior (P<0,05) P/TE aos 30 e
60 dias que blastocistos do grupo controle (CONT), enquanto que as morulas de

doadoras tratadas apresentaram menor fertilidade que as ndo tratadas.

Tabela 4. Prenhez por TE (P/TE) aos 30 e 60 dias por tratamento de acordo com o estégio de
desenvolvimento do embrido transferido — LSM % (com n/n entre parénteses).

Tratamentos Valor
Estagio CONT bST/IA bST/InlA deP
PITE Morula 44,5%(47/107)a  29,9%(38/127)b  36,7%(47/119)ab 0,04
430 Blastocisto 25,29%(26/81)b  39,3%(57/137)a  42,7%(69/153)a 0,04
Vaor deP 0,007 0,13 0,3
PITE Morula 35,3%(38/107)y  24,4%(32/127)x  24,8%(31/119)x 0,17
460 Blastocisto 15,8%(17/81)b  35,5%(52/137)a  32,4%(56/153)a 0,02

Valor de P 0,006 0,06 0,2
ab: letras diferentes na mesma linha = diferenca estatistica - P < 0,05;
xy: letras diferentes na mesmalinha = tendéncia estatistica- 0,05 < P<0,1;

4. Discussao

O objetivo deste estudo foi avaliar se aplicacdo de dose reduzida de bST
(333mg) no protocolo de superovulagdo melhora a producdo de embrides e a
manutencdo da gestacdo apds transferéncia de embrides para receptoras em lactacéo,
pois estudos mostram que o IGF1 possui efeito protetor contra o choque térmico, com
reducdo na apoptose celular, e aumento no desenvolvimento embrionério.

O tratamento com uma ou duas doses de bST aumentou a concentragdo sérica de
IGF1, em comparacdo as doadoras controle. Ribeiro, et al. [22] utilizaram 325mg de
bST no momento da inseminagdo e observaram diferenca no terceiro dia apos o
tratamento em vacas lactantes. Outros estudos também mostraram resultados similares
[10,11,21] utilizando 500 mg de bST. Os dados de literatura mostram que a
concentracdo de |GF em vacas lactantes € menor em comparacao as concentragdes dos
animais ndo lactantes [10,11,21,22]. Em nosso estudo a concentracdo de IGF1 também

foi diferente entre vacas secas e novilhas apds o tratamento com bST.
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Nesse estudo observou-se que o tratamento com bST aumentou a taxa de
aproveitamento, e 0 nUmero de estruturas recuperadas por coleta, em comparacdo aos
animais ndo tratados. Uma possivel explicacdo para esse resultado € que a utilizacdo de
bST altera o recrutamento folicular, aumentando o nimero de foliculos [37-41] devido a
maior concentracdo de IGF1 que age em sinergia com o FSH em foliculos pré antrais.
No entanto resultados deste experimento sugerem que a principal explicacdo para os
resultados sdo devido a acdo do GH e/ou IGF1 na maturacéo oocitaria, fertilizacdo e
desenvolvimento inicial do embrido, visto que 0 grupo que recebeu apenas uma dose no
momento da IA (bST/IA), ndo sofreu efeitos do tratamento sobre o recrutamento
folicular, mas ainda assim apresentou resultados semelhantes aos animais previamente
tratados com bST no inicio do protocolo (bST/InlA). A suplementacdo do meio de
maturagdo com bGH resultou em maior expansdo das células do cumulus, favorecendo
a maturagdo nuclear e reativagdo da meiose nos oocitos [19,20,42]. Além disso, a agdo
endocrina do bGH e do IGF1 em foliculos dominantes, promove ateragdo na
concentracdo de IGF2 e outros fatores de crescimento intrafoliculares que estdo
associados € maturacdo e ovulacdo [43-46]. Esses efeitos podem explicar a melhora na
fertilidade e na recuperacdo de embrifes viaveis observada no presente estudo.
Observou-se que a dose de bST no dia IA (bST/IA) promoveu melhora na fertilizacdo
em relacdo ao controle. Moreira, et a. [15] também observaram aumento na proporcao
de estruturas viavels recuperadas, quando usou 500mg de bST no momento da IA. No
presente estudo, o tratamento com duas doses de bST, sendo a primeira no inicio do
protocolo de superovulacdo, ndo alterou a proporcdo de embrides transferiveis em
relacdo ao controle, mas tendeu em aumentar o nimero de embrides transferivels,
porem tendeu a apresentar menor nimero de embrifes vidveis em relacdo ao grupo que
recebeu uma dose de bST no momento da IA. 1sso pode estar relacionado a possiveis
efeitos negativos da concentragdo muito alta de IGF1, no momento da fertilizagdo e
desenvolvimento inicial do embrido, visto que no grupo bST/InlA a concentracéo de
IGF1 provavelmente ja estava mais alta nesse momento devido a dose prévia de bST no
inicio do protocolo. 1sso sugere que concentragdes altas de IGF1 podem prejudicar a
qualidade dos odcitos e/ou de embrides no inicio do desenvolvimento. Outros trabalhos
demonstraram que excesso de IGF1 prejudicou afertilidade em roedores, sugerindo que
esse efeito possa estar relacionado a downregulation dos receptores de |GF1 no embrido
[47,48], que prejudicam a absor¢do de glicose e metabolismo das células embrionarias,
aumentando a apoptose celular. Mulheres policisticas, com hiperinsulenemia, e
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consequentemente maior concentragdo de IGF1, apresentam menor sobrevivéncia
embrionaria que mulheres saudaveis [49]. Em bovinos, existem relatos que avaliaram o
efeito de diferentes niveis nutricionais na concentracdo dos horménios metabdlicos e
demonstraram que dietas altamente energéticas resultam em aumento na concentragdo
de insulina e IGF1, que foi associado a maior crescimento folicular em detrimento a
qualidade oocitéaria, resultando em menor recuperacdo de blastocistos viaveis [50-52].

O tratamento com uma dose de bST (bST/IA) aumentou 0 numero de
blastocistos, e duas doses (bST/InlA) tendeu a aumentar o nimero de blastocistos
recuperados em relagéo ao controle. A proporgdo de blastocistos tendeu ser maior em
animais tratados com duas doses, em relacdo aos demais grupos. Trabalhos in vitro
mostram que a utilizacdo de GH no meio de maturacéo antecipou a clivagem além de
aumentar a proporcgao de blastocistos recuperados (IZADYARET AL., 1997; |ZADYARET
AL., 2000). Em outros estudos, resultados semelhantes foram observados com adi¢do de
IGF1 a0 meio de cultivo [14,20,23]. O aumento da recuperacdo de blastocistos também
foi obsevadain vivo com a utilizacdo de bST no momento da inseminacéo de doadoras
superovuladas [15]. Além disso, duas doses consecutivas com 11 dias de intervalo a
partir dainseminagdo, aumentou o tamanho do concepto e a concentracdo de interferon-
tau aos 17 dias de gestacdo [10,11]. Alguns estudos ainda observaram efeito protetor do
IGF1 ao choque térmico, pois o |GF aumentou a clivagem e recuperacao de blastocistos
em meios de cultivo submetidos ao estresse térmico, devido provavelmente a alteracoes
na expressdo génica para fatores que reduzem a apoptose das células embrionarias
[17,18,53].

A manifestacéo de cio influenciou na manutencdo da gestacéo nas receptoras, 0
gue provavelmente esteja relacionado com maior concentracdo de estrogeno proximo a
ovulacdo que propicia ambiente uterino mais favordvel a manutencdo da gestacéo
[33,62,63]. De fato, o ambiente uterino favorédvel garante uma producdo 6tima de
histotrofo, que favorece o crescimento do embrido, e consequentemente favorece a
secrecao de interferon-tau para o reconhecimento materno e manutencéo da gestacao.

A hipotese deste experimento era que embrides de doadoras tratadas com bST
aumentasse a fertilidade na TE, devido ao efeito do bGH na maturagdo, bem como ao
efeito do bGH e/ou IGF1 no desenvolvimento inicial do embrido. Além disso, quando
blastocistos produzidos in vitro em meio com adicdo de IGF1, ocorreu aumento da
prenhez apés transferéncia para receptoras que se encontravam em estresse térmico
[14,23], sugerindo efeito protetor do |GF1 em embrides desafiados com calor.
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No presente estudo, observou-se interacdo entre tratamento e estédgio de
desenvolvimento do embri&o na manutencdo da gestacéo. Os resultados mostraram que
blastocistos de doadoras tratadas com uma ou duas doses de bST, tiveram maior
manutencdo da gestacao que blastocistos do grupo controle. N&o foi avaliado a condigdo
de estresse caldrico das receptoras, mas no Brasil as vacas estdo com estresse térmico
em praticamente todos os periodos do ano. Estes resultados estédo de acordo com o
observado por Block, et a. [14] e Block and Hansen [23], que verificaram que
blastocistos cultivados in vitro com IGF1 aumentaram a prenhez em receptoras em
estresse caldrico. Interessante observar que o efeito do tratamento observado apenas nos
blastocistos corroboram com outros trabalhos que demonstraram gque os embrides sdo
mais resistentes, quando em estégios mais avancados [3,17,18,69-73]. Outros estudos
mostraram que o tratamento com bST acelera o desenvolvimento do embrido, por
reduzir apoptose de células embrionarias iniciais, favorecendo o reconhecimento
materno de gestacdo e melhorando a prenhez [11,15,22,24,25,74]. Pode-se sugerir que
os tratamentos com bST promoveram o desenvolvimento de algumas estruturas até
estagio de morula, mas essas estruturas que ja eram atrasadas e de pior qualidade e ndo
foram capazes de continuar o seu desenvolvimento, o que explica em parte, a menor
prenhez de morulas dos grupos tratado. Acredita-se que as ateracbes mediadas pelo
IGF1 no embrido sdo moduladas pelo desenvolvimento embrionario, ou sgja, a ativagao
dos receptores, e acdo do IGF1 é mais evidente a medida que o embrido se desenvolve.
Isso foi observado em trabalho que avaliou a resposta embrionaria ao IGF1 adicionado
em meio de cultivo in vitro, onde o IGF néo foi capaz de prevenir os efeitos do choque
térmico em embrides com 2 células, mas reduziu os efeitos do calor em embrides com
mais de 16 células, apesar de 0s primeiros apresentarem maior quantidade de RNAm de
receptores de IGF e componentes de ligagdo do IGF1 [53], sugerindo que a agdo do
IGF1 no embrido é regulada pelo desenvolvimento do mesmo. Esse provavelmente é
um mecanismo de prevencdo contra danos provenientes de acumulo de proteinas
degeneradas e€/ou radicais livres no embrido inicial [71].

Como concluséo, o tratamento com dose reduzida (333mg) de bST em doadoras
nado lactantes aumentou a concentracdo de IGF1 7 dias ap6s aplicacdo, 0 aproveitamento
e arecuperacdo de estruturas totai's, mas apenas 0 grupo que recebeu uma unica dose na
IA (bST/IA) aumentou o numero de embrides transferiveis. Os tratamentos com bST

aumentaram a manutencao de gestacdo de blastocistos, mas ndo de morulas.
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CAPITULOS3
CONSIDERACOES GERAISE IMPLICACOES

O presente estudo mostrou que a utilizacdo de dose reduzida de bST (0,8mL -
SC -333mg), associado a protocolo de superovulagdo permite aumentar o numero de
embrides viaveis e a manutencao da gestagéo.

Estes dois fatores em conjunto aumenta 0 numero de receptoras gestantes por
doadora superovulada, 0 que permite diminuir o custo por gestacdo. Doadoras nos
grupos CONT, bST/IA e bST/InlA produziram média de 3,4, 6,0 e 4,7 embrides vidveis
respectivamente, e a taxa de prenhez por TE nos respectivos grupos foi de 25,6%, 30%
e 28,6%, resultando em 0,87; 1,80 e 1,34 receptoras prenhas por doadora superovulada
nos nos grupos CONT, bST/IA e bST/InlA.

Além disso, o tratamento com bST em doadoras aumentou a manutencdo da
gestacdo dos embrifes em estdgio de blastocistos, portanto o aperfeicoamento de
protocol os de superovulagdo, visando aumentar a propor¢do de blastocistos recuperados

por doadora pode ser uma estratégia interessante para aumentar a eficiénciana TE.



