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RESUMO

Avaliou-se o efeito da somatotropina bovina recombinante (rbST) sobre a qualidade do corpo liteo e do
embrido e sobre a concentracdo de progesterona (P4), em ovelhas da raga Santa Inés doadoras de
embrides. Foram utilizadas 13 doadoras, distribuidas aleatoriamente em dois grupos, G1 (n=7) e G2
(n=6). Em ambos os grupos, as doadoras foram sincronizadas com implante vaginal por 14 dias,
receberam 100pg de PGF,, (Ciosin®) no sétimo dia e foram superovuladas, a partir do 12° dia, com
250U1 de FSH (Folltopin-V®) em seis doses decrescentes. No dia da retirada do implante, as doadoras do
G2 receberam 125mg de rbST (Boostin®) e foram cobertas por macho Santa Inés a cada 12 horas até o
final do estro. No sexto dia apds a primeira cobri¢do, foram avaliadas, por laparoscopia, a resposta
superovulatéria e a quantidade e a qualidade dos corpos liteos. ApOs as avaliacdes, as colheitas
embrionarias foram realizadas por laparotomia. A administracdo da rbST no protocolo de superovulagdo
promoveu aumento significativo (P<0,05) no nimero de corpos lateos do tipo | (9,00 x 5,28) e na
qualidade embrionaria (4,33 x 2,00).
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ABSTRACT

We evaluate the effect of recombinant bovine somatotropin (rbST) on the quality of the corpus luteum and
embryo and on the concentration of progesterone (P,) in donors embryo sheep Santa Ines. 13 donors
were used, randomly assigned to two groups, G1 (n=7) and G2 (n=6). In both groups, the donors were
synchronized with vaginal implant for 14 days and received 100ug of PGF,, (Ciosin®) on the seventh day
and were superovulated, from the 12th day, with 2501U of FSH (Folltopin-V®) in six decreasing doses.
On the day of implant removal the donor G2 received 125mg of rbST (Boostin®), and were covered by
Santa Inés male every 12 hours until the end of estrus. In the sixth day after the first mating were
evaluated by laparoscopy, superovulatory response and the amount and quality of the corpus luteum.
After the evaluations, the embryonic harvests were performed by laparotomy. The administration of rbST
in superovulation protocol promoted a significant increase (P <0.05) in the number of corpus luteum of
type 1(9.00 x 5.28) and embryo quality (4.33 x 2.00).

Keywords: sheep, embryo, GH

INTRODUCAO permite aceleragdo na multiplicacdo dos animais
geneticamente superiores (Ishwar e Memon,
A transferéncia de embrides (TE) tem 1996).
contribuido significativamente para a melhoria
do manejo reprodutivo, da rentabilidade e da O maior entrave aos programas de TE ¢
produtividade dos rebanhos nacionais, pois a variabilidade da resposta ao tratamento

superovulatério entre as doadoras (Cognié, 1999;

Recebido em 8 de fevereiro de 2013
Aceito em 2 de setembro de 2013
E-mail: isoldamarcia@bol.com.br



Qualidade do corpo lGteo...

Nagano et al., 2004). Ao longo do tempo, tém-se
utilizado diversos protocolos hormonais em
diferentes dosagens, especialmente com o0s
hormonios FSH, hCG e eCG, para superar esse
entrave.

Estudos tém usado a somatotropina bovina
recombinante  (rbST) em protocolos de
superovulacdo, pois sua utilizagdo aumenta o
nimero de foliculos antrais recrutados,
melhorando a resposta superovulatdria em vacas
(Kozicki et al, 2005). Além disso, ela
atua na maturagcdo odcitéria, diminuindo o
namero de estruturas ndo fertilizadas e
melhorando o desenvolvimento e a sobrevivéncia
embrionéaria (lzadyar et al., 1996; Markkula
e Makarevich, 2001). A rbST, também,
aumenta a concentracdo de IGF-I, que atua na
aceleracdo do desenvolvimento do corpo liteo,
consequentemente no aumento de secrecdo de
progesterona em bovinos (Lucy, 2000).

A rbST em protocolos de superovulagdo em
ovelhas é pouco utilizada, dai a caréncia de
informagdes da eficiéncia desse protocolo nessa
espécie. Este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da somatotropina bovina recombinante
(rbST) sobre a qualidade dos corpos lUteos e dos
embrides e sobre a concentracdo de progesterona
(P4) em ovelhas da raca Santa Inés

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de
Ovinocultura da Embrapa Meio-Norte, no
municipio de Campo Maior, regido norte do
estado do Piaui. Segundo dados da estacdo
meteorolégica da Embrapa Meio-Norte, a
pluviosidade média da regido foi de 420mm, a
temperatura média de 28°C, temperaturas minina
e maxima de 23°C e 34°C, respectivamente, e a
umidade relativa média de 70%.

Foram utilizadas 13 doadoras de embriGes da
raca Santa Inés, com idade de 3-4 anos,
peso entre 40-45kg e com escore corporal entre
3-4 na escala de 1 a 5. Todas as doadoras
foram avaliadas quanto a salde geral e
intregridade dos 6rgdos reprodutivos, por exames
ultrassonogréficos, 30 e 15 dias antes e no dia do
inicio do tratamento hormonal. Durante o
experimento, as doadoras foram mantidas sob
regime extensivo, com acesso a piquetes de
capim mimoso (Axonopus purpusii) e capim
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milhd (Digitaria sanguinalis), dgua e sal mineral
a vontade. Divididas aleatoriamente em dois
grupos, G1-controle (n=7) e G2-rbST (n=6), as
doadoras foram sincronizadas com implante
intravaginal contendo 0,33g de progesterona
natural (CIDR®, InterAG — Nova Zelandia) por
14 dias, receberam no sétimo dia, por via 1M,
100pg de PGF,. (Ciosin® Intervet/Schering-
Plough Animal Health - Brasil) e foram
superovuladas com 250Ul de FSH (Folltropin-
V®, Bioniche - Canadd) em seis doses
decrescentes, a cada 12 horas, a partir do 12° dia,
por via IM. No dia da retirada do implante,
as doadoras do G2 receberam 125mg de rbST
(Boostin®,  Intervet/Schering-Plough ~ Animal
Health - Brasil), via SC, na fossa isqueorretal.
Apos a retirada do implante, foram monitoradas
quanto ao inicio do estro, por um periodo de 30
minutos, em intervalos de seis horas, com auxilio
de machos com protecdo peniana. Caracterizada
a manifestagdo do estro, as doadoras foram
cobertas por macho da raga Santa Inés, com
fertilidade comprovada. As coberturas ocorreram
a cada 12 horas, até o final do estro.

As colheitas embrionarias foram realizadas, por
laparotomia, no sexto dia ap6s a primeira
cobricdo. Antes, porém, as doadoras foram
submetidas a jejum hidrico e sélido por 12 horas
e, por laparoscopia, foi avaliada a resposta
superovulatéria. Para tanto, as doadoras foram
submetidas a uma associagdo de 250mg de
cloridrato de cetamina (Dopalen®, Vetbrands —
Brasil) e 20mg de cloridrato de xilazina
(Anasedan®, Vetbrands — Brasil) como anestesia.
Com auxilio do tubo éptico, os corpos lateos
foram quantificados e classificados. A
classificacdo dos corpos liteos procedeu-se em
funclo do seu tamanho e da intensidade de sua
coloracdo, da seguinte forma: CL1 — grande e
com coloracdo vermelho-intensa, e CL2 -
pequeno e com coloracdo vermelho-clara. Apds
essa avaliacdo, as fémeas foram submetidas a
uma incisdo mediana ventral para exposicdo e
lavagem dos cornos uterinos. Exteriorizados os
cornos uterinos, estes foram perfurados proximo
a juncdo uterotubdrica com um cateter
intravenoso 20G, por onde foram injetados
200mL de solugdo salina fosfatada tamponada
(DMPBS®, Nutricell - Brasil), aquecida a 37°C,
em fragdes de 50mL. O lavado foi recolhido por
meio de uma sonda Foley n° 8, fixada préximo a
bifurcacdo uterina, diretamente em filtro coletor
de embrido. Ao término da lavagem, o fluido
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uterino retido no filtro foi transferido para placa
de Petri (100x20mm) e observado em
estereomicroscopio (40X) para contagem e
classificagdo das estruturas recuperadas. Os
embrides viaveis foram transferidos para outra
placa de Petri (35x10mm) contendo meio de
manutencdo (TQC Holding, Nutricell — Brasil),
sendo, entdo, avaliados e classificados de acordo
com a IETS (Manual..., 1998). Embrifes vidveis
— morula, blastocisto inicial, blastocisto e
blastocisto expandido de qualidade 1, 2 e/ou 3
(excelente, bom e regular) — foram envasados,
aos pares, em Tomcat, com meio de manuten¢do
(TQC Holding, Nutricell — Brasil), onde
permaneceram até o momento da inovulagéo.

A colheita de sangue para dosagem de
progesterona (P,) foi realizada por venopuncéo
da jugular com tubos a vacuo, sem
anticoagulante, nos dias da colocacdo do
implante (DO0), da retirada do implante (D14) e
da colheita de embriGes (D20). Apos a colheita, o
sangue foi centrifugado a 1500G para obtengéo
do soro, que foi acondicionado em tubos
de 2mL, e estes acondicionados a -20°C. As
dosagens hormonais foram realizadas por
radioimunoensaio (RIA) em fase s6lida (Coat-A-
Coat Progesterone, DPC - EUA), com
sensibilidade de 0,1ng/mL e coeficiente de
variacao intraensaio de 4,2%.

O delineamento  estatistico  utilizado  foi
inteiramente ao acaso. Os dados de corpos
luteos, estruturas recuperadas, estdgio de
desenvolvimento, qualidade embrionaria e
concentracdo de P, por ndo apresentarem
normalidade  ou  homogeneidade, foram
submetidos & anélise ndo paramétrica de
Wilxocon. As taxas de recuperacdo e de
embrides transferiveis foram arranjadas em
tabelas de contingéncia e, posteriormente,
submetidas & analise pelo teste de y* Todas as
anélises foram realizadas de acordo com o
software SAS (Statistical..., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de recuperacdo no grupo de doadoras foi,
respectivamente, de 76% e 73% no G1 e no G2.
Folch et al. (2001), ao trabalharem com rbST em
doadoras ovinas, encontraram taxa de
recuperacdo de 72,2% no grupo controle e de
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76,8% no grupo rbST. A taxa de embrides
transferiveis foi mais alta em doadoras tratadas
com rbST do que nas ndo tratadas (89,1% rbST x
60,8% controle), fato também comprovado, em
ovelhas, por Navarrete-Sierra et al. (2008),
quando aplicaram, em dose Unica, rbST no
protocolo de superovulacdo (54,7% controle x
82,1% rbST). Segundo esses autores, isto se deve
a acdo positiva da rbST no processo final de
maturacdo do odcito. Pavlok et al. (1996)
afirmaram que a rbST também aumenta a
concentragdo do IGF-I dentro do ambiente
tubéario, promovendo melhor fertilizagéo.

O nimero medio de corpos lateos em doadoras
ndo tratadas e tratadas com rbST na
superovulacdo foi de 6,85+6,87 e 7,16+6,87,
respectivamente, sem diferenca entre os grupos
(Tab.1). Estes dados corroboram achados em
ovelhas (Castro et al., 2002), em cabras (Oliveira
et al., 2006) e em bovinos (Moreira et al., 2002).
Esses autores ndo encontraram aumento na
resposta ovulatdria de fémeas tratadas com rbST
no protocolo de superovulagdo. Os resultados
estdo proximos aos verificados por Folch et al.
(2001) em ovelhas, que foram de 4,6+0,79 e
7,7£1,47 para as ndo tratadas e tratadas,
respectivamente. Esses autores verificaram
diferenca entre o0s grupos de doadoras.
Provavelmente, no presente estudo, ndo se tenha
encontrado diferenga no nimero medio de corpos
liteos entre as doadoras tratadas com rbST e as
ndo tratadas em razdo de a aplicacéo da rbST ter
ocorrido no final do protocolo de superovulagéo,
momento no qual os foliculos encontravam-se na
fase de dominancia. Estudos confirmaram que a
diferenga entre o nimero de corpos lateos de
fémeas tratadas com rbST e o de fémeas ndo
tratadas se verifica quando a aplicacdo da rbST
ocorre na fase de recrutamento folicular, pois a
rbST aumenta o nUmero de foliculos antrais
recrutaveis e, consequentemente, o nimero de
foliculos ovulados e de corpos liteos. Segundo
Cushman et al. (2001) e Roth et al. (2002), o
desenvolvimento de foliculos antrais é mediado
por aumento nas concentragdes séricas de IGF-I.
O aumento na populacdo de foliculos antrais
também foi encontrado em ovelhas (Driancourt,
1991), bovinos (Buratini Junior et al., 2000; Roth
et al., 2002), bdfalas (S& Filho et al., 2009) e
cabras (Amorim et al., 2007).
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo de corpos luteos (CL) em doadoras ovinas tratadas ou ndo com rbST

no protocolo de superovulacdo

Grupo CL1 CL2 CL+
G1-controle 5,28+6,94b 9,42+6,60a 6, 85+6,87a
(n=7) (n=28) (n=39) (n=67)
G2-rbST 9,00+6,94a 4,16+6,60b 7,16+ 6,87a
(n=6) (n=56) (n=07) (n=63)

Valores seguidos por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P<0,05). CL1: corpo liteo

tipo I; CL2: corpo llteo tipo 11; CL+: corpo lteo total.

Os dados demonstraram que as doadoras tratadas
com rbST tiveram corpos liteos de maiores
tamanhos (CL1) quando comparadas com as nao
tratadas. Segundo Pavlok et al. (1996), a rbST
potencializa a secre¢do de IGF-1, que acelera o
crescimento do corpo lGteo. Lucy et al. (1992)
afirmaram que a aplicacdo de rbST promove o
aumento de tamanho e peso do corpo ldteo. O
vermelho intenso verificado no tipo CL1 talvez
seja pela maior irrigagcdo sanguinea, pois o IGF-I
tem efeitos direto e indireto na angiogénese
(formacgdo de vasos) do corpo ldteo, estimulando
a proliferacdo e a diferenciacdo das células
endoteliais (Schams e Berisha, 2004) e a
producdo de fator de crescimento endotélio-
vascular (VEGF) nas células luteinicas (Schams
et al., 2001).

N&o houve diferenca estatistica quanto ao estagio
de moérula (Tab.2) entre 0s grupos de doadoras.
As estruturas ndo fertilizadas foram menores no
grupo de doadoras tratadas com rbST. Dados
semelhantes também foram encontrados em
doadoras ovinas (Folch et al., 2001) e bovinas
(Moreira et al., 2002). Durante tratamentos
superovulatérios, os foliculos pré-ovulatérios

produzem alta concentracdo de estrogenos, que
modifica o ambiente tubério, aumentando a taxa
de odcitos ndo fertilizados ou de embrides
degenerados. Acredita-se que a IGFBP induzida
pela administragdo exdgena da rbST module a
producdo do estrégeno, apds o tratamento de
superovulacédo, favorecendo, assim, a melhora no
ambiente  tubério,  consequentemente, a
fertilizagdo (Echtemkamp e Howard, 1992; Folch
et al., 2001).

As doadoras ovinas tratadas com rbST tiveram
aumento significativo no ndmero médio de
embrides em estagios de blastocisto (Tab. 2).
Montero-Pardo et al. (2011) também
encontraram maior proporcdo de embribes na
fase de blastocisto quando aplicaram rbST em
ovelhas. Talvez, a maior taxa de blastocisto se
deva a melhor qualidade de od6citos, pois a rbST
promove expansdo do cumulus pela proliferacao
de células e inibicdo de apoptoses (Kolle et al.,
2003), e, também, pela melhora na maturacao
nuclear e citoplasmatica do odcito (Bevers e
Izadyar, 2002), fatos comprovados na
maturacdo in vitro de o6citos ovinos (Shirazi et
al., 2010) e bovinos (Modina et al., 2007).

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo das estruturas recuperadas em doadoras ovinas tratadas ou ndo com

rbST no protocolo de superovulagdo

Grupo Estrutura recuperada
MO BL NF
G1-controle 6,42+6,92a 5,5746,87b 8,35+6,60b
(n=7) (n=21) (n=10) (n=19)
G2-rbST 7,6616,92a 8,66+6.87a 5,41+6,60a
(n=6) (n=23) (n=18) (n=05)

Valores seguidos por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P<0,05). MO: mérula; BL:

blastocisto; NF: ndo fertilizado.

Os embrides de doadoras tratadas com rbST
foram de qualidade superior aos de doadoras ndo
tratadas (Tab.3). Em bovinos, foram encontrados
resultados semelhantes por Moreira et al. (2002),
e resultados divergentes por Moraes Junior et al.
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(2008). Em ovinos, ndo foram encontrados
trabalhos com essa informacéo. Segundo Mtango
et al. (2003), a somatotropina melhora a taxa de
clivagem e o desenvolvimento embrionario.
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Tabela 3. Médias e desvios-padrdo do grau de qualidade de embrides recuperados em doadoras ovinas
tratadas ou ndo com rbST no protocolo de superovulagdo

Grupo Qualidade embrionaria
Grau | Grau Il Grau Il
G1-controle 2,00+0,78b 2,14+0,85a 0,28+0,18a
(n=7) (n=14) (n=14) (n=03)
G2-rbST 4,33+1,68a 2,00+0,73a 0,50+0,34a
(n=6) (n=25) (n=10) (n=06)

Valores seguidos por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P<0,05).

Os valores de P4 ndo diferiram entre 0s grupos
(Tab. 4). Esperava-se que, no dia da colheita
embrionaria (D20), as doadoras tratadas com
rbST tivessem uma concentracdo maior de P4,
pois sabe-se que a rbST estimula a fun¢do do CL
e aumenta a producdo desse hormdnio (Lucy,

2000). Os resultados encontrados neste
experimento  divergem dessa  informagéo.
Montero-Pardo et al. (2011) também ndo
encontraram diferenga na concentragdo de P4
entre doadoras tratadas e ndo tratadas com rbST.

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo na concentracéo de P, em doadoras ovinas tratadas ou ndo com rbST

no protocolo de superovulacio

Grupo P, (ng/mL)
DO D14 D20
Gl 7,71+£7,00 6,57£7,00 5,71+7,00
(n=7)
G2 6,16+7,00 7,50+7,00 8,50+7,00
(n=6)

Ndo houve diferenga entre tratamentos (P>0,05) pelo teste de Wilcoxon. DO: colocacdo dos dispositivos
intravaginais; D14: retirada dos dispositivos intravaginais; D20: colheita embrionaria.

CONCLUSOES

A rbST, em aplicacdo Unica no final do protocolo
de superovulcdo, na dose de 125mg em ovelhas
Santa Inés, ndo interfere na resposta
superovulatdria e na concentracdo de P4, porém
interfere positivamente na qualidade do corpo
luteo e na qualidade embrionaria. Também,
aumenta a proporcdo de embrides na fase de
blastocisto e reduz a quantidade de odcitos ndo
fertilizados.
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