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Resumo

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) consiste na obtengdo de embrides viaveis a partir de
fémeas saudaveis maximizando o uso de animais de alto valor genético. O uso da somatotropina
recombinante bovina (rbST) antes do inicio das sessdes de Ovum pick-up (OPU) pode ser um valioso
recurso para aumentar o numero ¢ a qualidade dos o6citos e embrides in vitro e sua agdo na dindmica
hormonal da progesterona, estradiol, hormonio do crescimento e fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1. Doze animais foram divididos em trés grupos experimentais: controle, 250mg e 500mg de rbST
submetidos a OPU semanais e foram considerados viadveis os complexos cumulus-oocito de graus I, I e III
para a PIVE. As amostras sanguineas ocorreram 60 dias antes da primeira aspiragdo, em intervalos de 12
dias e coletas realizadas nos mesmos dias das aplicagdes de rbST e durante as aspira¢des foliculares. A
rbST ndo influenciou na taxa de desenvolvimento embrionario in vitro de fémeas bovinas da raca
Girolando, assim como ndo causou efeito sobre a dinamica hormonal nas concentragdes plasmaticas de
progesterona, estradiol ¢ IGF-1 comparado aos grupos tratados com 250 mg e 500 mg e o grupo controle,
nao havendo variancia significativa entre os dias de aplicagdo e OPUs.

Palavras-chave: Bovino, PIV, rbST.
Abstract

In vitro embryo production consists of obtaining viable embryos from healthy females, maximizing
the use of animals of high genetic value. The use of bovine recombinant somatotropin (rbST) before the
start of Ovum pick-up (OPU) sessions can be a valuable resource to increase the number and quality of
oocytes and embryos in vitro and their action on the hormonal dynamics of progesterone, estradiol, growth
hormone and insulin-like growth factor 1. Twelve animals were divided into three experimental groups:
control, 250mg and 500mg of rbST submitted to weekly OPU to obtain oocytes for IVP. Blood samples
occurred 60 days before the first aspiration, at 12-day intervals and collections were performed on the
same days as the rbST applications and during follicular aspirations. The rbST did not influence the in
vitro embryonic development rate of Girolando bovine females, nor did it have an effect on the hormonal
dynamics in the plasma concentrations of progesterone, estradiol and IGF-1 compared to the groups
treated with 250 mg and 500 mg and the control group, with no significant variance between application
days and OPUs.
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Introducao

Com um rebanho comercial superior a 187,5 milhdes de bovinos, o Brasil é o maior do mundo e
também o principal exportador de carne (ABIEC, 2023). Entretanto, a pecuaria de corte brasileira ainda
apresenta limita¢des na eficiéncia reprodutiva, sobretudo quando comparada a paises lideres na produgéo
de carne, como os Estados Unidos (Baruselli et al., 2019).

A crescente pressao por aumento de produtividade na bovinocultura tem fomentado a adogdo de
biotecnologias reprodutivas, sendo a producdo in vitro de embrides (PIVE) uma das estratégias mais
proeminentes. Tal técnica possibilita a manipulagdo controlada de odcitos e espermatozoides, viabilizando
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a obtenc¢do de embrides de elevada qualidade, o que potencializa o0 melhoramento genético e encurta o
intervalo entre geragdes. Apesar dos avangos significativos, persistem limitagdes concernentes a
variabilidade entre fémeas doadoras e aos elevados custos operacionais, fatores que ainda restringem a
implementagdo em larga escala da PIVE (Carvalho et al., 2018; Vieira et al., 2021; Maciel et al., 2025).

A PIV de embrides consiste na recuperacao de oocitos imaturos de foliculos ovarianos, sendo uma
biotécnica que permite a intensificagdo do uso de animais de alto valor genético obtendo resultados
comparaveis ou superiores aqueles obtidos pela tecnologia tradicional de produgdo in vivo de embrides
(Merton et al., 2003). Esta biotécnica constitui-se nas seguintes etapas: aspiracao folicular post-mortem ou
Ovum Pick-up (OPU), maturagdo in vitro (MIV), fertilizagao in vitro (FIV), cultivo in vitro (CIV) e, por
fim a transferéncia de embrides (TE) para as fémeas receptoras denominado de inovulagao.

A taxa de embrides obtidos ainda ¢ considerada baixa (Bera et al., 2025), ¢ os percentuais de
gestagdo apos a inovulagdo variam entre 40% e 55% (Ribeiro Filho et al., 2011; Grazia et al., 2021; Trenkel
etal., 2022). Nesse contexto, novas estratégias e protocolos precisam ser estudados visando resultados mais
satisfatorios, considerando que a qualidade e a viabilidade dos embrides produzidos in vitro sdo inferiores
as dos embrides obtidos in vivo (Reichenbach, 2003).

A manipulacdo da dinamica folicular em bovinos permitiu maior disponibilizacdo de complexos
cumulus-o6cito (CCOs). Dessa forma, a qualidade e a integridade dos CCOs o sucesso da fertilizagao in
vitro, assim como a competéncia do desenvolvimento até o estadio de embrido (Takada, 2008). Estudos
comprovam que a utilizagdo comercial da rbST atenua a quantidade de estruturas ndo fertilizadas, melhora
a taxa de sobrevivéncia embriondria bem como acelera o desenvolvimento embrionario (Thatcher et al.,
2001; Moreira et al., 2002).

De acordo com Pavlok et al. (1996), a administragdo de somatotropina recombinante bovina
(rbST) pode favorecer a melhoria da qualidade oocitaria em fémeas previamente tratadas, possivelmente
em decorréncia de alteragdes metabdlicas e enddcrinas que influenciam o microambiente folicular.
Contudo, a literatura permanece inconclusiva quanto as concentragdes ideais da rbST que resultam em
respostas reprodutivas uniformes, bem como sobre a variabilidade de seus efeitos entre diferentes racas
bovinas.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar a aplicagdo da rbST antes das sessoes
de aspiragdo folicular (OPU) como estratégia para incrementar o numero ¢ a qualidade dos complexos
cumulus-o6cito (CCOs) recuperados in vivo, além de analisar seu impacto sobre o desenvolvimento
embriondrio in vitro e sobre a modulagdo do eixo endocrino-reprodutivo em vacas da raga Girolando.

Material e Métodos
Comité de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de FEtica e Experimentagdio Animal —
CEEA/UEMA, conforme protocolo n° 013/2016.

Local

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Reprodugdo Animal (LABRA) da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA) com as colheitas dos CCOs por aspiracdo transvaginal dos foliculos
ovarianos de animais oriundas do nucleo de ruminantes do CCA/UEMA. As fémeas da raga Girolando
(n=12) foram divididos em trés grupos experimentais: controle 0 mg (n= 4), 250 mg (n=4) e 500 mg (n=
4) de bST (Boostin®, MSD, Brasil). Cada grupo foi formado com trés vacas e uma novilha. As aplicagdes
de rbST ocorreram em intervalos de 12 dias, sendo realizadas cinco se¢des de Ovum Pick-Up (OPU) em
intervalos de 7 dias nos grupos experimentais (Fig.1).

60 DIAS 1° OPU 2° OPU 3° OPU 4° OPU 5° OPU
12 12 12 12 12 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias 7 dias
dias dias dias dias dias
rbST

Rev. Bras. Reprod. Anim., v.49, n.3, p.916-926, jul./set. 2025 916



Z .)COSta Junior et al. Efeito do pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a dindmica
hormonal e produgao in vitro de embrides bovinos

Figura 1. Protocolo de aplicag@o do rbST e as se¢des de OPU’s dos grupos experimentais.

Puncgao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia ou “Ovum Pick-Up” (OPU)

As doadoras foram imobilizadas em tronco de contengdo, submetidas & anestesia epidural com
SmL de cloridrato de lidocaina a 2%, com antissepsia da regido perineal com dgua, sabao neutro e alcool a
70%. A OPU foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Pieterse et al. (1988) e adaptada por
Seneda et al. (2003), com o uso da ultrassonografia (CHISSON D600 VET, US Products Eletromedicina,
Brasil), com transdutor convexo de 5,0 MHz acoplado a uma guia de aspiracdo transvaginal (WTA Ltda.,
Brasil).

As aspira¢des foram realizadas com agulhas descartaveis 20 G (WTA Ltda., Brasil), acoplada a
uma tubulacdo de silicone com 2 mm de didmetro ¢ 80 cm de comprimento (WTA Ltda., Brasil), conectada
a um tubo conico de 50 mL contendo 10 mL de meio LAV (ImL de PBS, 12,5 UI de heparina).

A pressdo da bomba a vacuo (WTA, BV-003) foi mantida entre 35 e 50 mmHg (fluxo de 15mL
de meio/min.). A guia de aspiracdo foi introduzida na vagina, posicionada no fundo de saco vaginal, junto
a fornix cervical e, com o auxilio da manipulacdo transretal, os ovarios foram posicionados na linha de
punc¢do indicada na tela do aparelho de ultrassonografia onde os foliculos acima de 2 mm foram
puncionados e aspirados.

O material aspirado em tubo de 50 mL foi transferido para um filtro de coleta de embrides
(Nutricell®) e lavado com PBS a 37°C. O conteudo folicular aspirado foi depositado em placas de Petri de
100x20 mm para a pesquisa sob lupa estereomicroscopica (NOVA Optical Systems).

Os complexos cumulus-o6cito (CCOs) foram transferidos para placas de 30x15 mm contendo
TCM 199 (acrescido com tampao HEPES, antibiotico — penicilina e estreptomicina- e soro fetal bovino) e
classificados de acordo com a qualidade morfologica em Graus I, I, IIT e IV, conforme Leibfried & First
(1979), somente os GI, GII e GIII foram considerados viaveis.

Producao in vitro (PIV) de embrioes

Os CCOs foram lavados quatro vezes em gotas contendo meio de MIV (Nutricell®) em placas de
Petri de 100 x 20 mm, sendo em seguida transferidos para microgotas contendo 100 pL de meio de MIV
em cada placa de Petri de 60 x 15 mm, enumeradas e contendo dez gotas de MIV recobertas por 6leo
mineral (SIGMA-ALDRICH, EUA) a temperatura de 38,8°C, em atmosfera gasosa de 5% de CO». Grupos
de até 15 CCOs foram colocados em cada microgota, sendo individualizadas por animal. O periodo de MIV
ocorreu em 24 horas contados a partir do momento da colocagdo dos CCOs em meio MIV.

Os CCOs maturados foram lavados trés vezes em 1000uL de meio de fecundagdo (Nutricell®)
suplementado com 10 UI/mL de heparina e 1,64 uM. de solu¢do PHE (Nutricell®). O sémen foi proveniente
de uma unica partida comercial de touro da raca Gir Leiteiro PO e foi descongelado em agua a 37°C por 30
segundos, sendo em seguida depositado em eppendorf de ImL, sobre um gradiente de Percoll de 90 e 45%
(Nutricell®) e submetido a uma forga de centrifugagdo de 968 g durante 10 minutos. Posteriormente, os
espermatozoides (sptz) no fundo do tubo criogénico foram retirados e colocados em 1mL de meio de
capacitagdo (CAP; Nutricell®), sendo submetidos novamente a centrifuga¢do a 968 g por 5 minutos.

Apos a segunda centrifugacdo, o excesso de meio CAP foi retirado sendo adicionada o mesmo
volume de meio FIV (Nutricell®) suplementado com 10 Ul/mL de heparina e 1,64 uM de solugio PHE. Em
seguida, retirou-se Sul da suspensdo e depositou em 95uL de dgua para a determinag@o da concentragdo
espermatica pela contagem das células espermaticas em camara de Neubauer. A concentragdo espermatica
final foi ajustada para 25 x 10° sptz vivos/mL. Posteriormente, os CCOs € os sptz foram coincubados em
temperatura de 38,8°C por 22 horas em 5% de CO..

O cultivo in vitro (CIV) ocorreu ap6s os presumiveis zigotos passarem por trés vezes lavagens em
gotas de meio SOF (Nutricell®) e depositados em gotas de 100uL. do mesmo meio, recobertas por 6leo
mineral em placa de Petri. O desenvolvimento embrionario deu-se a partir do DO (FIV), com avaliagdes do
D3, D7 e D9 para obtencdo de taxas de clivagem, blastocistos e eclosdo, respectivamente.

Dosagens Hormonais
As fémeas foram divididas em trés grupos: controle (n=2), 250 mg rbST (n=3) ¢ 500 mg rbST

(n=3). As amostras de sangue (plasma) foram coletadas de cada fémea doadora 60 dias antes da primeira
sessdao de OPU, em intervalos de 12 dias, com as coletas realizadas nos mesmos dias das aplicagdes de rbST
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e das aspiragdes foliculares (intervalos de 7 dias), diretamente da veia ou artéria coccigea, em tubos a vacuo
heparinizados do tipo Vacutainer® (BD, EUA), € centrifugados (Centrifuga Fanen Excelsa Baby II, Modelo
206, Fanem, Brasil) a 1098 g por 15 minutos.

O plasma foi aliquotado em duplicatas em eppendorfs de 2mL, e armazenados em freezer a -80°C
com posterior determinagao das concentragdes plasmaticas hormonais pelo teste ELISA, desenvolvido de
acordo com as especifica¢des do fabricante.

Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

O estudo ocorreu inteiramente ao acaso com trés tratamentos (controle, 250mg e 500mg) em 12
repetigdes (numero de animais), tratadas previamente com a rtbST, sendo cinco aplicagdes ao longo de 60
dias, e 5 sessoes de OPU-PIV como fatores principais.

Os dados para as variaveis (taxa de clivagem, taxa de blastocisto, total e propor¢éo de embrides
viaveis, proporcao dos estadios de desenvolvimento e qualidade embrionaria) foram submetidas ao teste de
normalidade; os dados normais e os normalizados mediante transformagdes matematicas (logaritmica, arco
seno) foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) ou ao teste nao - paramétrico de Wilcoxon para
comparacao de médias, na probabilidade de 5%.

Na avaliac¢do das concentra¢des hormonais, o delineamento foi dado inteiramente ao acaso em trés
tratamentos (controle, 250 mg e 500 mg x animais) e 8§ repeticdes (numero de animais), seis aplicacdes de
rbST prévias e cinco sessdes de OPU. As concentragdes plasmaticas de progesterona (P4), estradiol (E2),
hormoénio do crescimento (GH) e fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1 (IGF-1) foram submetidas
ao Teste de normalidade Cramer-von Mises e para comparagdo de média foi Student-Newman-Keuls (SNK)
5% de probabilidade. Dados qualitativos foram comparados pelo teste do Qui-quadrado, para P<0,05. As
analises foram executadas utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2015).

Resultados

Das cincos sessoes de OPU, obteve-se média e desvio padrdo de CCOs totais (9,85 + 6,83; 7,75 +
3,09 e 8,50 + 6,34) e CCOs viaveis (8,10 £ 5,26; 5,60 + 2,66 ¢ 5,27 &+ 5,96) de acordo com os tratamentos:
controle, 250 mg rbST e 500 mg rbST, respectivamente, a partir das fémeas aspiradas.

As taxas de clivagem dos grupos sdo representadas na Tab. 1. Os grupos controle, 250mg e 500mg
nao apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 1. Taxa de clivagem (D3) de CCOs de fémeas bovinas da raga Girolando utilizados para a PIV de
embrides, submetidas ou ndo ao tratamento com rbST em intervalo de doze dias.

Desenvolvimento TRATAMENTOS
Embrionario Controle 250mg 500mg

Clivados N % Clivados n % Clivados n %
84 162 51,852 58 112 51,78 54 95 56,86%

3PNtimeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0,05.

Taxa de Clivagem

As taxas de morulas e blastocistos in vitro estdo representadas na Tab. 2. O grupo 500mg foi
melhor estatisticamente em relagdo aos grupos controle e 250mg no desenvolvimento embrionario no D7.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos controle ¢ 250mg de rbST submetidos ao protocolo
experimental.

Tabela 2. Taxa de desenvolvimento embrionario de CCOs de fémeas bovinas da raga Girolando utilizados
para a PIV de embrides, submetidas ou nao ao tratamento com rbST em intervalos de doze dias.

Desenvolvimento TRATAMENTOS
Embrionario Controle 250mg 500mg
Taxa de morula CIv N % CIv n % CIv n %
e blastocisto 162 55 33,95 112 34 30,35° 95 45 47,36*
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3bNtimeros seguidos de letras desiguais na linha diferem estatisticamente, para P<0,05.

Em relagfo ao estadio de desenvolvimento embrionario (Fig. 2.), a propor¢ao de moérulas entre os
tratamentos (controle, 250mg e 500mg) ndo obteve diferenca estatistica (p<0,05). A taxa de blastocisto
inicial ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos, sendo que o grupo 250mg ndo apresentou
blastocistos iniciais. A propor¢do de blastocistos para o grupo 500mg ndo apesentou diferenga estatistica
dos tratamentos controle e 250mg, porém os grupos controle e 250mg foram estatisticamente diferentes
entre si.

11 Controle —250mg 4 500 mg

40:00 ° . a 5 .ab
% 30,00 - % 7/ %
’ 20,00 % % % i %
o (IS7 . =
0,00 o % % = %//

expandido
3PColunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente, P<0,05.

Figura 2. Taxa de desenvolvimento embrionario (%), com base na qualidade morfoldgica, para embrides produzidos
in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo por OPU de fémeas bovinas.

Em relagdo a qualidade morfolégica do embrido (Fig. 3), a propor¢do de embrides grau 1 no grupo
controle foi estatisticamente superior aos grupos tratados com rbST, ndo havendo diferenga estatistica entre
os grupos 250mg e 500mg. A proporcao de embrides grau 2 ndo diferiu entre os grupos em estudo. Para
embrides grau 3, ndo houve diferenga significativa entre os grupos controle e 500mg, porém o grupo 250mg
diferiu aos demais tratamentos.

11 Controle =250mg % 500 mg

% 4000 =y
30,00 b . b %
20,00 yb 7 é%
- Wgz g N2

grau 1l grau 2 3

o)
o
c

3bColunas com sobrescrito desiguais diferem estatisticamente, p<0,05.

Figura 3. Taxa de desenvolvimento embrionario (%), com base na qualidade morfoldgica, para embrides produzidos
in vitro a partir de CCOs aspirados in vivo por OPU de fémeas bovinas.

As concentragdes médias de progesterona durante o periodo de aplicagdo de rbST (A) e

aspiragdes foliculares (OPU) em fémeas bovinas estio representadas na (Fig. 4) e demonstraram variagdo
(p<0,05) entre os dias de coleta das amostras. Estas foram inferiores a 8 ng/mL para todos os animais dos
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trés grupos monitorados durante o periodo das aplicagdes do hormdnio, com posterior emergéncia para
valores superiores a 10ng/mL durante o periodo das OPUs.
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Figura 4. Média das concentracdes plasmaticas de progesterona de fémeas bovinas ndo tratadas () e tratadas com
250mg (m) ou 500mg ( A) com somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicacdo e aspiragdo Ovum pick-

up.

Nesta pesquisa, 0s grupos experimentais tratados e ndo tratados com somatotropina recombinante
bovina e entre os dias das aplicacdes ¢ OPUs ndo foi observada diferenga estatistica nas concentragdes
plasmaticas médias de estradiol (Fig. 5).

350,0 -
300,0 -
250,0 -
200,0 A 250mg
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150,0 - e=e=500mg
100,0 -

50,0 -
0,0

ESTRADIOL (ng/mL)
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Dias das aplicacdes de rbST e OPUs

Figura 5. Média das concentragdes plasmaticas de estradiol de fémeas bovinas nio tratadas (4) e tratadas com 250mg
(m) ou 500mg (A ) com somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicagéo e aspiragdo Ovum pick-up.

As concentragdes plasmaticas médias de estradiol dos animais variaram no grupo controle de 100
a 137 ng/mL; grupo tratado com 250 mg de rbST de 75 a 333,3 ng/mL; e grupo tratado com 500 mg de
rbST de 75 a 333,3 ng/mL durante todo o periodo experimental.

Os niveis circulantes de IGF-1(Fig. 6) ndo tiveram interacdo significativa entre os tratamentos e
entre os periodos de aplicagdo/OPUs (P<0,05), exceto durante a tltima OPU, onde o grupo tratado com
500mg de rbST obteve média de 23,33 ng/mL, estando abaixo das outras médias encontradas durante o
periodo experimental (frequentemente superiores a 50 ng/mL).
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Neste trabalho, as maiores amplitudes das concentra¢des séricas médias de IGF-1 foram
encontradas na propor¢do de 225 ng/mL (OPUV), 350 ng/mL (OPUV) e 133,33 (AIV) para os grupos
controle, 250mg e 500mg, respectivamente, indicando homogeneidade entre os grupos na concentragao
sérica dessa varidvel.
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3P etras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).

Figura 6. Média das concentragdes plasmaticas de IGF-1 de fémeas bovinas néo tratadas (#) e tratadas com 250mg (m)
ou 500mg ( A) com somatotropina recombinante bovina nos dias de sua aplicagio e aspiracdo Ovum pick-up.

Discussao

Ramos et al. (2007) obtiveram resultados divergentes ao submeter vacas zebuinas a protocolos
com Omg de tbST e 160 mg de rbST (Boostin®, Coopers) obtendo, respectivamente, 46,11% ¢ 60,47%, o
que ndo corrobora com o presente estudo que utilizou doses de 250 mg e 500mg de rbST nos grupos e ndo
houve diferenga estatistica na taxa de clivagem. Tripp et al. (2000) e Bols et al. (1998) ndo obtiveram
aumento nas taxas de clivagem e produgdo de blastocistos apos a utilizagdo de rbST in vivo.

A bST aumenta o nimero de foliculos grandes, melhora a viabilidade dos odcitos recuperados,
porém nio influenciando na maturacao in vitro em fémeas da raga Sindi na dose de 500mg (Ribeiro et al.,
2020), no presente estudo a taxa de maturagdo ndo foi verificada.

Segundo Rieger et al. (1991), as doses hormonais de tbST necessérias para conseguir estimular os
ovarios devem ser maiores que as utilizadas para aumentar a produgao de leite. A administragdo da rbST
associada a outras gonadotrofinas proporciona taxas embriondrias in vitro satisfatérias, como Ramos et al.
(2007) que obtiveram 50,34% de clivagem utilizando protocolo com rbST e FSH sendo superior ao grupo
controle. No entanto, Moraes Junior et al. (2008) observaram que a associagdo e nao-associagdo de rbST
com FSH nao influenciou nas propor¢des de estruturas durante o desenvolvimento embrionario.

A somatotropina recombinante bovina promove crescimento tecidual, através do aumento do
tamanho celular como no incremento do numero de mitoses que favorece o surgimento de um nimero
maior de células (Lucci et al., 1998), a associag@o desta a outros hormonios poderia aumentar as taxas
obtidas no presente estudo. Lucy et al. (1996), atribuem os efeitos diretos e indiretos a este hormdnio, pois
a tbST aumenta as concentragdes IGF-1, podendo melhorar a qualidade embrionaria, o que ndo foi
observado nesta pesquisa.

Moraes Junior et al. (2010) submeteram fémeas mestigas (Guzera x Holandés) ao mesmo
tratamento com rbST do presente estudo obtendo 41,3%, 35,2% e 36,0% de desenvolvimento embrionario
dos grupos controle, 250 mg e 500 mg, respectivamente, ndo corroborando aos dados obtidos ao submeter
fémeas mesticas ao protocolo com rbST onde o grupo 500 mg foi superior aos demais tratamentos.

Muitos autores t€ém relatado que o uso de rbST aumenta o numero de embrides viaveis, Neves et
al. (2005) obtiveram nos grupos controle, 250 mg e 500 mg, respectivamente, 39,37%, 63,11% e 54,03%,
o que difere do presente estudo onde as aplicacdes de rbST ndo influenciou na propor¢do de embrides
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viaveis. Payano et al. (2025), observaram que a administragdo de rbST em vacas Brown Swiss no inicio da
lacta¢do ndo aumentou significativamente o nimero total de embrides recuperados, mas teve efeito positivo
sobre a qualidade e viabilidade dos embrides.

Coelho (1986), ao obter embrides no D7 de superovulacdo, também ndo observou diferenga
(P>0,05) nas médias de morulas e blastocistos em Bos taurus taurus, assim como no nimero de moérulas e
morulas compactas em Bos faurus indicus, evidenciando variabilidade individual no desenvolvimento e na
qualidade embrionéria.

Borges et al. (2001) obtiveram taxas de moérulas de 34,5% e 54,6% nos grupos controle e 500 mg
de rbST, respectivamente, corroborando ao presente estudo onde a somatotropina recombinante bovina ndo
influenciou na resposta superovulatoria. De acordo Ramos et al. (2007), estas variagdes nos resultados
podem estar relacionadas a influéncia direta ou indireta no microambiente folicular e ou no proprio oocito,
assim como protocolos de superovulagdo recentes.

Bezerra (2009) obteve um maior nimero de blastocisto inicial no grupo que recebeu 500 mg de
rbST em relagdo aos demais grupos, o que ndo corrobora no presente estudo onde o efeito da rbST nao
influenciou na taxa de blastocistos iniciais. Resultado similar foi obtido por Borges et al. (2001), onde a
rbST nao influenciou na proporcao de blastocistos inicias nos grupos controle e 500 mg, 33,8% e 54,6%,
respectivamente.

Ramos et al. (2007) obtiveram dos grupos controle e rbST (160mg) taxa de blastocistos de 7,78%
e 19,38%, respectivamente, onde foi evidenciada a superioridade do grupo submetido ao protocolo
hormonal, ndo corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, onde a dose de 500mg ndo
proporcionou taxas superiores aos demais grupos.

Um fator que pode ter contribuido para a ndo influéncia da rbST sobre as estruturas colhidas e
embrides viaveis, foi a dose utilizada, pois, segundo Rieger et al. (1991), em vacas da raga holandesa, para
estimulo dos ovarios sdo necessarias doses maiores que 500 mg de rbST. De modo geral, fémeas zebuinas
necessitam de menor dose hormonal para estimulagdo ovariana quando comparada com fémeas de racas
europeias. Na presente pesquisa a raca foi Girolanda e a dose utilizada 250mg e 500mg.

Nao foi obtido taxas de blastocistos expandidos nos grupos controle e submetidos as aplicacdes de
rbST. Borges et al. (2001) submeteram fémeas mesticas (Holandés x Zebu) em dois grupos: controle e
500mg de rbST, onde ndo houve influéncia do horménio obtendo 2,2% e 6,0%, respectivamente, de
blastocistos expandidos.

Neves et al. (2005) estudaram o efeito da rbST sobre o nimero e qualidade dos embrides, em
vacas, distribuidas aleatoriamente em trés grupos: controle, tratadas com 250mg e 500mg de rbST, no sexto
dia do ciclo estral. Os autores constataram que tanto a administragdo de 250 como de 500mg de rbST
aumentaram a qualidade embrionaria.

Maffili et al. (2001) descreveram que o uso da rbST, em associagdo com a superovulagdo nio
aumentou a quantidade de embrides produzidos, mas melhorou o desenvolvimento e a qualidade dos
embrides. Além da categoria animal, raga e dose, outros fatores podem ter interferido nos resultados como
a idade, a época do ano e o numero de superovulagdes (Cushman et al., 2001).

Gassenferth et al. (2025) observaram que os grupos experimentais com rbST resultaram menor
taxa de prenhez, do didmetro do foliculo pré-ovulatorio (FPO) e taxa de crescimento folicular quando
comparado a eCG, em vacas baixo escore corporal na inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF).
Resultados similares foram obtidos por Oosthuizen et al. (2018) na administra¢do de rbST em novilhas no
inicio da IATF, contrapondo Kaminski et al. (2019) que o uso da rbST no inicio do protocolo de
sincronizagdo folicular promoveu maior taxa de crescimento dos foliculos, aumento do didmetro do FPO e
na taxa de ovulagdo.

Essa divergéncia de resultados pode estar relacionada ao estado nutricional dos animais, uma vez
que o balango energético negativo ¢ a baixa condigdo corporal podem comprometer a agdo da rbST,
reduzindo sua eficiéncia sobre a dindmica folicular e o ambiente enddcrino.

Neste estudo, ndo foi observada diferenga estatistica nas concentragdes plasmaticas de
progesterona entre os grupos tratados com diferentes doses de tbST e o grupo nédo tratado. Estes dados
corroboram com os resultados obtidos por Da Silva Haas et al. (2007) que, com a aplicag¢do unica de 250
mg de rbST em novilhas mesticas receptoras de embrido durante o estro, ndo observaram efeito na
concentragdo sérica de progesterona entre o sexto e o oitavo dia.

Entretanto, Borges et al. (2001) obtiveram médias das concentragdes plasmaticas de P4 para o
grupo tratado com dose de 500 mg de somatotropina recombinante bovina inferiores ao do grupo nfo

Rev. Bras. Reprod. Anim., v.49, n.3, p.916-926, jul./set. 2025 922



Z .)COSta Junior et al. Efeito do pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a dindmica
hormonal e produgao in vitro de embrides bovinos

tratado, utilizando novilhas mestigas holandés-zebu. Segundo Foxcroft et al. (2000), o clearance hormonal
da progesterona pode ocorrer devido ao aumento no metabolismo e no fluxo sanguineo hepatico causado
pela rbST.

Gallo & Block (1991), no entanto, reportaram aumento nas concentragdes sérica de P4 com a
utilizagdo de doses de 320 mg e 600 mg de rbST por 28 dias em vacas Holandesas em lactacdo, em
concordancia ainda com Schemm et al. (1990) que, utilizando vacas da mesma raga e durante a lactagao,
obtiveram concentragdes séricas de progesterona superiores em relagdo ao grupo nao tratado, fazendo uso
da somatotropina recombinante bovina em 25 mg com doses didrias durante 200 dias.

Esses dados podem sugerir que o possivel aumento na concentragdo sérica de P4 de pode estar
relacionado com a frequéncia de administragdo exdgena do hormoénio.

Nesta pesquisa, os grupos experimentais tratados ¢ ndo tratados com somatotropina recombinante
bovina e entre os dias das aplicacdes ¢ OPUs ndo foi observada diferenga estatistica nas concentragdes
plasmaticas médias de estradiol (Figura 5), ou seja, a somatotropina recombinante bovina ndo surtiu efeito
positivo ou negativo sobre o estradiol plasmatico. O protocolo de multiplas doses de rbST ¢é promove um
incremento na populagdo folicular em vacas, conforme achado de Rincén et al. (2019) que uma unica
administracdo de tbST nao possui efeito a longo prazo na foliculogénese e esteroidogénese.

As concentracdes plasmaticas médias de estradiol dos animais variaram no grupo controle de 100
a 137 ng/mL; grupo tratado com 250 mg de rbST de 75 a 333,3 ng/mL; e grupo tratado com 500 mg de
rbST de 75 a 333,3 ng/mL durante todo o periodo experimental.

Em um estudo realizado utilizando ovarios de abatedouro com isolamento e cultivo in vitro das
células da granulosa de bovinos com meio adicionado de rbST néo foi observado efeito significativo desse
horménio sobre a produgdo de estradiol frente ao grupo néo tratado (Jimenez-Krassel & Ireland, 2002). In
vivo, Schemm et al. (1990) também ndo observou efeito positivos da rbST sobre a flutuagdo sérica de E2.
Em contrapartida, Andrade et al. (1996) em experimento utilizando a rtbST em protocolos de indugéo e
sincronizagdo de cio de bovinos constatou aumento nos niveis plasmaticos de E2, hipotetizando sua agao
sobre a foliculogénese.

Os niveis circulantes de IGF-1 ndo tiveram interag@o significativa entre os tratamentos e entre os
periodos de aplicacdo/OPUs (P<0,05), exceto durante a ultima OPU, onde o grupo tratado com 500mg de
rbST obteve média de 23,33 ng/mL, estando abaixo das outras médias encontradas durante o periodo
experimental (frequentemente superiores a 50 ng/mL).

Entretanto, estes dados diferem dos encontrados por Pauletti et al. (2005) que, trabalhando com
vacas holandesas prenhes, administraram 500 mg de rbST 35 dias antecedendo o parto, em intervalos de
14 dias, e observaram valores médios na segunda semana de 203,89 ng/mL para o grupo tratado vs 80,00
ng/mL para o grupo controle. Moreira et al. (2002) acompanharam bezerras Simbrasil por 150 dias, apos
aplicagdo de 250mg de rbST em intervalos de 14 dias, e observaram aumento nas flutuagdes séricas de IGF-
1, com média de 188,6 ng/mL.

Todavia, os achados deste estudo corroboram com os encontrados em estudo utilizando vacas com
periodo seco de aproximadamente 60 dias, onde o pico de concentracdo de IGF-I sérico foi de 163 ng/mL
aos 34 dias pré-parto e de 40 ng/mL duas semanas pré-parto (Vega et al., 1991), sem qualquer tratamento
hormonal.

E valido ressaltar que esse aumento é dependente, também, do plano de nutrigdo, incluindo
porcentagem de energia e proteina na dieta. Animais bem nutridos correspondem ao tratamento com rbST,
elevando os niveis séricos de IGF-I, enquanto animais com alguma restri¢do nutricional exibem pouco ou
nenhum aumento nas concentra¢des de IGF-I (Armstrong et al., 1998).

Segundo Pinto Andrade et al. (1996), a acdo da somatotropina sobre a funcdo ovariana estdo
relacionadas a utilizagdo de nutrientes e ao padrdo de aporte conduzidos a estes tecidos. A diminui¢ao no
consumo ou baixa qualidade de alimentos pode reduzir a magnitude dessas respostas (Rausch et al., 2002),
onde as concentragdes séricas do IGF mudam em resposta a condi¢ao nutricional (Lucy, 2000).

Isso pode sugerir que a resposta nula da somatotropina recombinante bovina sobre os niveis
circulantes de IGF-1, neste trabalho, pode advir da condi¢ao de escore corporal dos animais utilizados nos
grupos experimentais, que estavam entre 2 — 2,5, segundo o escore da condigdo corporal entre 1 a 5 (1 =
muito magra, 5 = muito gorda). Um fator sugerido para justificar o aumento da fertilidade foi descrito por
Hernandez-Cerén e Gutiérrez-Aguilar (2013), os quais relataram que a administragdo de somatotropina
bovina promove elevacdo na secre¢do de IGF-I, atuando sobre as células do cumulus melhorando a
qualidade dos oodcitos, posteriormente confirmado em novilhas no inicio da IATF (Oosthuizen et al. 2018)

Rev. Bras. Reprod. Anim., v.49, n.3, p.916-926, jul./set. 2025 923



Z laCOSta Junior et al. Efeito do pré-tratamento da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a dindmica
hormonal e produgao in vitro de embrides bovinos

Conclusao

A administragdo de somatotropina bovina recombinante (rbST) nao promoveu diferencas
significativas no desenvolvimento embriondrio in vitro nem nas concentracdes plasmaticas de P4, E2 e
IGF-1 entre os grupos tratados e o controle. Assim, nas condigdes avaliadas, a rbST nao influenciou de
forma relevante os parametros hormonais e reprodutivos, sugere-se novos estudos sejam conduzidos para
elucidar os possiveis efeitos da rbST sobre o desempenho reprodutivo bovino.
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