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RESUMO: O Experimento foi realizado na Fazenda Cesumar, de Outubro a Dezembro de 2006, objetivando
avaliar o efeito da aplicagdo de Somatotrofina Recombinante Bovina (rBST) na produg¢do de embrides in
vitro. Foram realizadas 50 aspiragdes foliculares, utilizando 25 animais Nelore, sendo que 13 delas foram
controles e 12 animais que receberam de 500 mg de rBST (- Boostin®, Shering) cinco dias antes da
aspiragao, 30 dias os animais foram invertidos de tratamento e realizada outra aspiragdo. Os foliculos
maiores que 3 mm foram aspirados com a auxilio de ultrason aloka SSD 500, e os oécitos avaliados e,
posteriormente, maturados e fertilizados in vitro e os presumiveis zigotos cultivados por 192 horas-pos
fertilizagdo. Nao houve efeito da aplicacado do rBST cinco dias antes da aspira¢do na quantidade de o6citos
viaveis, inviaveis, e totais, bem como no ndmero de blastocistos expandido, e blastocistos eclodidos.
Todavia, o nUmero de embrides viaveis total foi maior (P<0,07) nos animais que receberam o rBST. Desta
forma a aplicagdo do rBST né&o influiu no aumentou o nimero de odcitos aspirados, mas aumentou o
ndmero de embrides viaveis produzidos.

PALAVRAS-CHAVE: od6citos, qualidade, quantidade, reproducéo.

INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides bovinos constitui-se em uma ferramenta que serve
para aumentar o potencial reprodutivo das fémeas consideradas excepcionais,
principalmente, como instrumento para acelerar o progresso dos programas de selecao
animal (GONCALVES et al., 2002). O sucesso desta técnica estd na dependéncia da
quantidade e qualidade de oécitos que sado obtidos pela técnica de aspiragao folicular
orientado por ultra-sonografia (OPU).

Buratini et al. (1999) observaram aumento do numero de foliculos menores que 3
mm, acompanhado de elevacdo das concentragdes plasmaticas do horménio do
crescimento e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFI) sugerindo que a
associagao de aspiragao folicular e do tratamento com a BST podem ser utilizados, com
éxito em protocolos superovulatérios de bovinos. Com base nestes dados, a hipétese é
que o BST podera melhorar a quantidade e qualidade dos od6citos, e conseqlientemente,
dos embrides produzidos in vitro contribuindo para os trabalhos de producédo e
melhoramento genético animal.
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Varios estudos tem comprovado tendéncia de melhora de qualidade do oécitos nos
animais tratados com rBST (PAVLOK et al., 1996). O BST age em nivel de ovario,
aumentando o numero de foliculos recrutados com didmetros entre 2 e 5 mm,
estimulando o crescimento e o desenvolvimento folicular e controlando a fungdo do corpo
luteo (LUCY et al., 1993). O mecanismo de agédo do rBST é mediado pela elevacao das
concentracoes intrafoliculares de IGF-I que estimula a proliferacdo e a esteroidogénese
pelas células da granulosa, além de prevenir ou retardar o processo de atresia folicular
(MONDSCHEIN et al., 1989).

Desta forma, objetivou-se com este trabalho, avaliar a administracao de rBST sobre
a qualidade e a quantidade de o6citos obtidos de doadoras da raca Nelore, bem como os
embrides produzidos in vitro a partir dos odcitos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro de Biotecnologia do CESUMAR — BIOTEC.
Foram utilizadas 25 fémeas, adultas, da raca Nelore, Puras de Origem (PO), com idade
entre 4 e 7 anos, com peso médio de 600 Kg, submetidos a exame ginecoldgico completo
antes de iniciar o experimento.Todos os animais foram mantidos em piquetes de
graminea coast croos, recebendo apenas sal mineralizado a vontade.

As fémeas foram distribuidas, aleatoriamente, em dois tratamentos: 1 —13 animais;
Controle e, 2 — 12; animais administracdo de 500 mg de somatotropina Bovina
recombinante (rBST) por via subcultanea cinco dias antes da data de aspiracao (Shering -
Boosting®). Para sincronizar a onda folicular das vacas foram utilizados implantes de
progestagenos na face externa da orelha (Nogestomet, 3mg Crestar®) e administracao
intramuscular de 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (Estrogin®), juntamente com 500 mg
somatotropina bovina recombinante (BST - Boostin®) por via subcutanea, na fossa isquio-
retal no grupo tratamento e no grupo controle 2 mL de solucéo fisioldgica por via,
subcutaneo, na fossa isquio-retal, como placebo.

A colheita dos od6citos foi realizada cinco dias apds a aplicacdo do rBST. Os
animais receberam uma anestesia epidural antes da aspiracao. Os odcitos foram obtidos
através da aspiracao folicular com ultra-som Aloka 500®, equipado com transdutor setorial
intravaginal de cinco MHz e dispositivo com agulha WTA® 20G para puncéao folicular,
conectado a uma bomba de vacuo (Cook®), com pressao de 40 a 50 mm de Hg.

Os odcitos foram aspirados em uma solucao contendo 2,0 % de soro fetal bovino
(Nutricell), 25 Ul/ ml de heparina sédica (Liquemine) e 98,0 % de PBS (Nutricell), evitando
a coagulacao sanguinea no interior do sistema de aspiragcdo. O material aspirado foi
imediatamente transferido para o filtro de colheita de embrides e lavado com a mesma
solucdo utilizada durante a aspiracdo. O sedimento restante no filtro foi observado em
placas de Petri e efetuado a busca e contagem dos odcitos com posterior classificacao da
qualidade. Os od6citos foram classificados em graus |, Il e lll, desnudo, expandidos,
degenerados e atrésicos. Os odécitos considerados viaveis foram classificados como |, Il e
[ll, lavados em solugdo comercial MIV-T (Nutricell) e transportados em criotubos
(Corning®), para o laboratério, contendo meio de maturagao em banho Maria a 35°C.

A maturacao foi realizada em TCM199 (nutricell) com sais de Earles, glutamina e
NaHCO3, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 22 ug/mL piruvato, 50
hMg/mL de gentamicina, 0,5 yg de FSH/mL, 50 uyg de LH/mL e 1 pg de estradiol/mL,
mantidos em estufa, a 39°C, 5% de CO2 em ar com maxima umidade,durante 22 a 24
horas. Os oécitos foram colocados em microgotas de 90 uL de meio de maturacéo,
coberta por 6leo mineral.

A fecundacéo foi realizada em 100 yL de meio TALP suplementado com 10 pg/mL
de heparina, 22 pl/mL de piruvato, 50 ug/mL de gentamicina, albumina sérica bovina-BSA
(sem acidos graxos), solucao de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de hipotaurina e 0,25 uM
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de epinefrina). O sémen foi touro Nelore, descongelado em banho-maria a 35 °C, que foi
submetido a centrifugacdo em gradiente percoll (90 e 45%), durante 20 minutos. Utilizou-
se 1x106 espermatozoides/mL, e os odcitos foram transferidos para as microgotas (20
odcitos/gota), onde permaneceram por 15 a 18 horas, a 39°C, em atmosfera com 5% de
CO2 em ar.

Apos a fertilizacdo, os zigotos foram cultivados in vitro, no meio SOF suplementado
com SFB, com monocamada de células da granulosa,por 15 horas, em incubadora, com
atmosfera gasosa contendo 20% CO2, em ar, com maxima umidade. Decorridas 48
horas, avaliou-se a taxa de clivagem e realizou-se a renovacao do meio de cultivo.

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar na tabela 1 que nao houve efeito (p>0,05) da aplicacdo da
Somatotropina Recombinante Bovina (rBST) na quantidade de odcitos de nivel I, 11, I,
desnudo, degenerado e no numero de odcitos totais em vacas da raga Nelore (P>0,07).
Ramos et al. (2007) também ndo encontrou efeito da aplicacdo de rBST no numero e
qualidade dos od6citos aspirados, apesar de Buratini et al. (1999) ter observado um
aumento no numero de foliculos recrutados e este aumento parece ser mediado pelo
aumento das concentragdes de IGF-I e insulina, tais horménios podem atuar juntos na
proliferacao e esteroidogénese em cultivos de células da granulosa de bovinos.

Em relacdo a qualidade dos odcitos, também ndo houve efeito (P>0,05) da
aplicacao de rBST no numero de oécitos de nivel I, Il e Il (Tabela 1) pois ndo aumentou a
porcentagem de odcitos viaveis, classificados como grau |, Il e lll. Por outro lado, Tripp et
al. (2000) evidenciou melhora na qualidade dos odcitos ao utilizarem rBST antes da
aspiracao folicular.

Tabela 1. Efeito da aplicacdo de 500mg de rBST cinco dias antes da aspiracdo no numero e
qualidade de odcitos vidveis em vacas da raca Nelore.
Classificacao de

O Controle rBST® EPM’
oocitos
Odcitos nivel I 5,28 5,40 0,9508
Odcitos nivel 112 2,16 2,84 0,4853
Odcitos nivel 113 6,36 6,64 1,3321
Oébcitos desnudo* 0,48 1,08 0,4282
odcitos expandidos® 0,92 1,60 0,3672
Odcitos totais viaveis 15,20 17,56 2,5807
P<0,07).

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

% Nivel 2: Cumulus parcialmente compacto, contendo menos de 3 camadas de células
®Nivel 3:

*Desnudo: sem a presenca de cumulus

°Expandido: cumulus presente mais expandido

®rBST: Somatotropina Recombinante Bovina

"EPM: Erro padrdo da Média
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Pode-se verificar na Tabela 2 que os animais ao receberem 500mg de rBST cinco
dias antes da aspiracao folicular apresentaram um aumento (p<0,07) no numero de
blastocistos iniciais e no numero de embrides totais. No entanto, a aplicacao de rBST, em
vacas da raga Nelore ndo alterou o nimero de blastocistos, blastocistos expandidos e
blastocistos eclodidos.

Ramos et al (2007), trabalhando com vacas da raga Gir, relataram que a aplicacao
de 160 mg de rBST quatro dias antes da aspiragao folicular aumentou a taxa de clivagem
e a producao de embrides. De acordo com o autor este aumento pode estar relacionado a
influéncia direta ou indireta no microambiente folicular e ou no proprio odcito.

Tabela 2. Efeito da Aplicacao de rBST cinco dias antes da aspiracdo na producao de embridao
produzidos in vitro em vacas da raga Nelore

Controle rBST? EPM?
Numero de animais 25 25
Numero de blastocisto inicial 0,24a 1,44b 0,3249
Numero de blastocistos 1,28 1,64 0,3038
Numero de blastocistos expandidos 1,28 1,76 0,4878
Numero de blastocistos eclodidos 0,00 0,08 0,0565
Total de embrides viaveis 2,80a 4,84b 0,7699
Taxa de embrides viaveis (%)’ 18,40 27,60 0,0583

ap Médias seguidas de mesma letra na mesma linha diferem entre si estatisticamente
P<0,07).

1 Nimero de embrides viaveis em relagdo a quantidade de odcitos viaveis.

2rBST: Somatotropina Recombinante Bovina

*EPM: Erro padrdo da Média

Mesmo néao tendo diferenca entre a quantidade de odcitos, na taxa de Blastocisto,
a quantidade de embrides viaveis foi maior no tratamento com rBST, devido as aspiracao
de maiores quantidade de odcitos viaveis.

CONCLUSAO

O tratamento com 500 mg de rBST administrado cinco dias antes da aspiracao
folicular ndo alterou a quantidade e qualidade de oécitos aspirados, mas aumentou o
namero de blastocistos iniciais € o de embrides vidveis totais produzidos a partir de
odcitos colhidos de vacas Nelore.
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