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REsSumMoO

Avaliou-se os efeitos do uso do FSH em vacas da ragca Gir na producdo in vitro de embribes. Foram
utilizadas vacas nao-lactantes, em boas condi¢des reprodutiva e corporal. Os animais tiveram o ciclo estral
sincronizado com cloprostenol e ao longo do experimento receberam implantes auriculares de norgestomet,
renovados a cada 14 dias. Os animais foram submetidos ao tratamento | (controle) e Il (pré-tratamento com
250 U.l. de FSH em doses decrescentes trés dias antes da puncéo folicular). Os oécitos recuperados foram
conduzidos ao laboratério em meio TALP-Hepes e submetidos a maturagdo. Na fecundacéo in vitro, utilizou-
se sémen de touro Gir, previamente capacitado. Ap6s 22 horas de fecundagdo os provaveis zigotos foram
co-cultivados com células da granulosa em CR2aa acrescido de 10% de soro fetal bovino. Avaliou-se a taxa
de clivagem 72 horas poés-fecundacdo e a de blastocisto 192 horas poés-fecundacdo. Os dados foram
analisados pelo método Qui-quadrado. O FSH aumentou (p<0,05) a taxa de clivagem, mas ndo melhorou a
producéo de blastocistos (p=0,072)
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TITLE
EFFECT OF FSH PRESTIMULATION ON IN VITRO EMBRYO PRODUCTION IN GIR BREED

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of FSH on in vitro embryo production of Gir cows. Non-
lactating cycling cows in good body and reproductive conditions were used. Estrous cycles were synchronized
with cloprostenol. During the experiment, the animals received norgestomet ear implants, replaced every
fourteen days. Animals were submitted to treatment | (control) and treatment Il (pre-stimulation with 250 U.I.
of FSH three days before aspiration.). Recovered oocytes were transported in Talp-Hepes to the laboratory,
classified and maturated. Twenty two hours after fertilization, presumptive zygotes were co-culture with
granulosa cells in CR2aa supplemented with 10% of fetal calf serum. Cleavage rate was assessed at 72
hours post-fertilization, and blastocyst production 192 hours post-fertilization. Data were analyzed by Chi-
square method. The FSH increased cleavage rate (p<0,05), but did not improve blastocyst production
(p=0,072).
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INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) permite a producdo de uma gestacdo por vaca/semana, podendo
aumentar rapidamente o nimero de animais geneticamente selecionados e diminuir o intervalo de geragées.
Além disso, a PIVE permite a manutencao de rebanhos mesticos com o grau de sangue desejado, 0 que nao
€ possivel com o uso da inseminacdo artificial.

Odcitos de boa qualidade séo o primeiro requisito para o sucesso da PIVE. Em animais de racas européias, 0
tratamento hormonal das doadoras de oécitos com FSH tem aumentado o nimero de foliculos viaveis para
puncdo, embora os resultados na PIVE sejam conflitantes (GOODHAND et al., 1999; ROTH et al., 2002). A
puncéo folicular em doadoras gonadotropina-estimuladas uma vez por semana € tédo eficiente quanto um
regime de duas punc¢des semanais sem estimulagao prévia. Odcitos de melhor qualidade tém sido obtidos
em animais puncionados duas vezes/semana sem estimulacdo e uma vez/semana com estimulagédo
(GOODHAND et al., 1999).

O uso do FSH antes das sess@es de puncao folicular pode aumentar a eficiéncia da PIVE. Entretanto, pouco
se sabe sobre a reposta dos odécitos recuperados em vacas Gir apés o tratamento hormonal. Considerando-
se a importancia dessa raca para a pecuaria leiteira nos tropicos, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar o pré-estimulo com FSH nas taxas de clivagem e producao in vitro de embries em vacas dessa
raca.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas vacas (n=15) da raca Gir multiparas, nao-lactantes, em boas condi¢cbes
reprodutiva e corporal. Os animais tiveram o ciclo estral sincronizado pela administragdo
intramuscular de 0,5 mg de cloprostenol, e ao longo do experimento receberam implantes
auriculares contendo 3 mg de norgestomet, renovados a cada 14 dias. ApOs a sincronizagao, 0s
animais, cinco de cada vez, foram submetidos aos seguintes tratamentos:

T1: Puncdao folicular duas vezes por semana sem estimulagdo hormonal (controle)

T2: Puncéo folicular uma vez por semana apos tratamento com 250 U.l. de horménio foliculo
estimulante (Pluset, Serono), distribuidos em seis aplicagcdes em doses decrescentes (75, 50, 50,
25, 25, e 25 U.l.) administradas em intervalos de 12 horas nos trés dias precedentes a cada
sesséo de puncéo.

O animais foram divididos em grupos (n=5) e cada animal, de cada grupo, foi submetido primeiro
ao T1 em duas repeticbes e, posteriormente, ao T2 por duas vezes (30 puncbes para cada
tratamento).

As punc0Oes foliculares foram realizadas utilizando-se um aparelho de ultra-sonografia equipado
com transdutor setorial intravaginal de 5/7,5 MHz e um dispositivo guia para puncéo folicular.
Foliculos com diametro superior a 3mm puncionados utilizando-se agulhas 19G e uma pressao de
vacuo de 80 mmHg. Os complexos cumulus-o4cito recuperados foram transferidos para placas de
cultivo contendo DPBS acrescido de 10% de SFB a 37°C e avaliados em um microscépio
estereoscopio.

Foram selecionados para o cultivo in vitro os complexos cumulus-oécito apresentando um minimo
de trés camadas de células do cumulus compactas, com citoplasma escuro e homogéneo ou
apresentando pequenas irregularidades.

Os odcitos selecionados foram transportados para o Laboratério de Embriologia, em meio Talp-
hepes a temperatura de 39°C em uma bolsa térmica. O tempo médio de transporte foi de 40 min.
a uma hora.

Os odcitos foram submetidos a maturacao in vitro em meio TCM-199 acrescido de 10% de soro de
vaca em cio e 20ng/ml de FSH, por 22 horas, em estufa incubadora a 39°C com 5% de CO; e 95%
de umidade. Ap6s a maturacdo, todos os odcitos foram fertilizados com sémen congelado de um
touro da raca Gir previamente selecionado. Para separacao de espermatozéides vivos e mortos foi
utilizado o método de swim up. A fecundacao in vitro foi realizada em gotas de 100 mi de meio
Fert-Talp acrescido de heparina, cobertas com éleo mineral, com concentragdo esperméatica de
2,0 x 10° espermatozéides/ml por um periodo aproximado de 22 horas.
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Os possiveis zigotos foram co-cultivados com células da granulosa em CR2aa acrescido de 10%
SBF, em gotas de 50ni cobertas com 6leo mineral. A avaliagdo da taxa de clivagem e a renovacao
de 50% do meio foram realizadas 72 horas pés-fecundacao. A taxa de producado de blastocisto foi
avaliada 192 horas pds-fecundacéo. Todas as etapas foram realizadas em estufa incubadora nas
mesmas condi¢cdes da maturagao in vitro.

Os dados foram analisados pelo teste do Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com FSH antes da puncao folicular ndo aumentou (p>0,05) a taxa de recuperacéo
de odcitos (tabela 1). A taxa de clivagem foi maior (p<0,05) para o T2 quando comparada com a
do T1, mas o tratamento com FSH antes da punc¢do folicular ndo aumentou a taxa final de
produgéo de embrides (p=0,072) (tabela 1). Esses resultados sao similares aos obtidos por outros
autores (GOODHAND et al., 1999; ROTH et al.,, 2002). Sugere-se que o FSH beneficie o
desenvolvimento embrionario por sincronizar a populacao folicular, adiantando o desenvolvimento
dos foliculos e iniciando a maturacdo in vivo do odcitos, o que levaria a um aumento da
competéncia de desenvolvimento oocitaria antes da recuperacdo dos mesmos (GIBBONS et al.,
1994). Além disso, o tratamento com FSH pode alterar o ambiente folicular ao redor do odcito,
influenciando direta ou indiretamente a qualidade do oécito (ROTH et al., 2002). O FSH exdgeno
aumenta a densidade de receptores de IGF-1 (SPICER et al., 1994) e diminui a quantidade de
proteinas ligadoras de IGF — 2 (IGFBP-2) em foliculos bovinos (ECHTERNKAMP et al., 1994).
Sendo assim, o maior desenvolvimento folicular e um aumento na biodisponibilidade e
bioatividade do IGF-1 FSH-induzidos poderiam estar associados a maior competéncia de
desenvolvimento dos odécitos provenientes do T2.

Outros autores ndo tém observado efeitos benéficos do pré-estimulo com FSH antes da puncéo
folicular para PIVE (BLONDIN et al., 1996). O efeito do FSH no desenvolvimento embrionéario pode
ser influenciado pelo modo de administracao e pela freqiiéncia de aspiracdo. Multiplas doses de
FSH tém sido mais eficientes que uma simples administracdo, e melhores resultados tém sido
obtidos com uma puncdo semanal em animais pré-estimulados com FSH (GOODHAND et al.,
1999), similar ao protocolo utilizado no presente experimento.

CONCLUSOES

O uso do FSH antes das sessfes de puncao folicular ndo afeta a taxa de recuperacdo dos
o6citos, mas aumenta a taxa de clivagem em animais da raca Gir.
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Tabela 1. Taxas de clivagem e producdo de blastocistos de odcitos recuperados in vivo em vacas Gir nao

tratadas (T1) e tratadas com FSH (T2)

Tl T2
n % n %
Taxa de recuperacédo de odécitos 292 71,39 267 67,09
Taxa de clivagem 20 44,78% 93 56,02°
Taxa de producéo de blastocisto 23 11,44° 30 18,07°
Total de odcitos cultivados 201 166

2P Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem entre si (p< 0,05)
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