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Superovulagio em Cabras SRD com FSH-p e Somatotrofina Bovina Recombinante

Paola Frassinetti Nunes Machado de Oliveira', Amilton Paulo Raposo Costa?, Danielle Maria
Machado Ribeiro Azevédo?, José Adalmir Torres de Sousa*, Antonio de Sousa Junior®, Elivelto
Luis Lima da Silva®, Maria Christina Sanches Muratori’

RESUMO - Objetivando-se comparar a eficiéncia do FSH-p e FSH-p associado a
Somatotrofina Bovina Recombinante (bST) na superovulagio de cabras SRD, 14 fémeas pluriparas
que manifestaram ciclos estrais consecutivos e regulares, foram divididas em dois grupos experi-
mentais e receberam 60 mg de acetato de medroxiprogesterona em esponjas vaginais do dia 0 ao
dia 11 do ciclo estral. Simultaneamente, do dia 9 ao dia 11, foram tratadas com 250 UI de FSH-p,
fracionadas em seis doses decrescentes a intervalos de 12 horas (60, 60, 40, 40, 25 e 25 Ul), via
IM e 100 mg de cloprostenol, via IM, no dia 11. O grupo controle recebeu apenas o tratamento ja
descrito e o grupo bST foi submetido adicionalmente a administrag@o de bST, via SC (125 mg nos
26°, 16° e 6° dias anteriores ao dia 0 e no dia 3). Nos dias 0, 1, 11 e dia da coleta dos embrides
foram coletadas amostras de plasma para dosagem de estradiol e progesterona, por radimunoensaio.
As cabras que manifestaram estro foram fertilizadas por monta natural. As coletas dos embrides
foram realizadas entre o 5° e 6° dia apos a ultima copula, através de laparotomia. Ndo houve
diferenga significativa (P>0,05) entre os dois grupos quanto a manifestagdo de estro (controle:
85,71%, bST 42,86%); resposta superovulatdria, em numero de corpos liteos (controle: 11,57 +
12,99 e bST: 5,57 £ 8,75); taxa de recuperagdo de embrides (controle: 39,5% e bST: 38,46%) e
média de embries transferiveis (controle: 2,57+ 3,55 e bST: 1,57 + 1,99). O nivel de progesterona
foi significativamente superior (P<0,05) no grupo bST no dia 11, porém o nivel de estradiol ndo foi
significativamente diferente (P>0,05) entre os grupos. Os resultados demonstram que a bST
interferiu sobre o nivel de progesterona, porém néo alterou os niveis de estradiol nem a eficiéncia
do tratamento superovulatério com FSH-p em cabras.

Palavras-chave: embrido, estradiol, progesterona
Superovulation in Goats with FSH-P and Recombinant Bovine Somatotropin (bST)
ABSTRACT - In order to compare the efficiency of the FSH-p and FSH-p associated to bovine

somatotropin recombinant-bST in undefined bred goats 14 females were used. After monitoring
consecutive estrous cycles, the females, randomly split into two experimental groups, receveid 60
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mg of medroxiprogesterone acetate impregnated in vaginal esponges from day 0 to day 11.
Simultaneously, from day 9 to day 11, they were treated with 250 Ul of FSH-p in six decreasing
doses, 12/12hours (60, 60, 40, 40, 25 and 25 1U), and also 100mg of cloprostenol on the day 11.
The control group receveid only this treatament and bST group receveid plus 125 mg of bST, on
days: 26th, | 6th, 6th before day 0 and on day 3. On days 0, 1, 11 and embryo recovery day, plasma
samples were collected for estradiol and progesterone assays by RIA. Those goats that showed
signals of oestrus were submitted to natural fertilization. The embryo recovery was accomplished
between the 5th and 6th day after last copulation, by laparotomy. There weren't significant
differences (P>0.05) among the two groups about: shown signals of oestrus (control 85.71% and
bST 42.86%); superovulatory response, the control group evidenciated medium value of 11.57 +
12.99 corpora lutea and bST 5,57 + 8,75; embryo recovery rate (control 39.50 and bST 38.46%);
the medium value of transferables embryos, control group 2.57 + 3.55 and bST group 1.57 +1.99.
The progesterone levels on the bST group were higher than control group (P<0.05) at the day 11,
however the estradiol levels among treatment groups weren't different. The results shows that
bST changed the progesterone levels, however didn’t change the estradiol levels and the efficiency

of superovulatory FSHp treatment in goats.

Key Words: embryo, estradiol, progesterone

Introducio

A superovulagio seguida da transferén-
cia de embrides (TE) permite que o nimero de
descendentes de uma fémea com mérito gené-
tico superior seja aumentado (Hafez, 1995;
Driancourt, 2000). O tratamento hormonal atu-
almente mais utilizado para induzir a
superovulacdo, em programas de TE consiste
de multiplas inje¢des de hormonio foliculo esti-
mulante (FSH) (Nutietal., 1987; Krisheretal.,
1994; Driancourt, 2000) associado ao protoco-
lo basico de sincronizagdo do estro. Este con-
siste no uso de esponjas vaginais impregnadas
com 50-60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP) durante 10-11 dias
(Nunes et al., 1986; Nunes, 1988; Armstrong
et al., 1993), com aplicagdo de 100 mg de
cloprostenol, ou dose equivalente de

prostaglandina F,, natural, 48 horas antes da

remogdo das esponjas (Nunes et al., 1986;
Nunes, 1988).

Andrioli et al. (2000) utilizaram repeti-
das vezes um protocolo de sincronizagéo e
superovulag¢@o em caprinos, com aplicagdo de

74

esponjas vaginais com 60 mg de MAP durante
11 dias, com aplicagdo de 100 mg de
cloprostenol no nono dia, ocasido em que inici-
aram a aplicacdo de 250 Ul de FSH-p por ca-
bra, fracionadas em oito doses decrescentes,
com intervalo de 12 horas e obtiveram médias
de superovulagio por animal variando de 8,2 a
11,0.

A resposta ovariana e a produ¢do de
embrides vidveis apds o tratamento
superovulatorio em caprinos sdo altamente va-
riaveis de acordo com a idade (Naqvi e Kalra,
1990), estagéo do ano (Naqgvietal.,2001), raca,
numero de coletas e protocolo superovulatorio
(Gulyani e Naqvi, 1994).

O envolvimento de gonadotrofinas e
esteroides gonadais no mecanismo da ovulagéo
esta bem estabelecido, mas além desses
hormoénios, varios fatores intra-ovarianos estio
envolvidos na regulagdo do desenvolvimento
folicular (Ireland, 1987), estando incluidos nes-
te grupo os componentes da familia das IGF
(fator de crescimento semelhante & insulina) e
suas proteinas ligantes (IGPB) (Richards, 1993;
Deaver e Bryan, 1999), cuja produgéo é esti-
mulada pelo horménio do crescimento (GH) ou



somatotrofina bovina recombinante (bST).

Os efeitos fisiologicos e metabdlicos do
tratamento com bST em animais de produgdo
estdo bem documentados. Ela ¢ utilizada para
aumentar a produgo de leite em bovinos e ou-
tros ruminantes (Baldi, 1999) e para incrementar
a massa muscular em animais utilizados para
produgdo de carne (Bass et al., 1999). A admi-
nistragdo prolongada de bST pode afetar simul-
taneamente a fungdo luteal, o desenvolvimento
folicular, o numero de foliculos ovulatérios, a
produgdo folicular de esteroides e a qualidade
do odcito (Davis et al., 1990; Deaver e Bryan,
1999).

Alguns dos efeitos do tratamento com
bST nos tecidos se devem ao aumento da pro-
dugdo local e a elevag¢do da concentracido
sistémica de IGF-1 (Davis et al., 1990; Breier,
1999). O IGF-1 ¢ importante para a fung@o de
uma variedade de 6rgaos, e sua concentragio
local determina o destino dos foliculos em
maturac¢do no ovario (Giudice et al., 1995;
Scaramuzzi etal., 1999). Em bovinos com defi-
ciéncia de GH e conseqiientemente com baixa
producdo de IGF1, a dominancia folicular ndo
ocorre, indicando que a indugdo de receptores
de LH pode ser parcialmente mediada por IGF 1
(Chaseetal., 1998). Algumas das agdes do IGF-
I incluem a regulagdo da populagio de recep-
tores, a sintese de esteroides e a modula¢ido da
atividade mitotica das células da granulosa. O
desenvolvimento de foliculos pré-antrais pare-
ce ser regulado por fatores de crescimento lo-
cais, entretanto foliculos antrais ndo sio influ-
enciados apenas por estes fatores, mas tam-
bém por gonadotrofinas sistémicas (Adashi et
al., 1992). Por outro lado, em estudo de
superovulagdo em cabras com FSH, observou-
se aumento significativo (P<0,05) da concen-
tragdo de IGF-I e IGF-II no fluido dos foliculos
de tamanho médio (3-5 mm), porém em rela-
¢do aos foliculos grandes (>5 mm), somente
aumentou significativamente o numero de
foliculos e a concentragao de IGF-I (P<0,05).
Também em cultura in vitro de células da
granulosa foi observado que o FSH aumentou
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significativamente (P<0,05) a produg¢éo de IGF-
I e que FSH e IGF-I reduziram a proporgao de
células apoptoticas, em efeito aditivo (Yu et al.,
2003). Dessa forma, uma vez que o FSH a
exemplo do GH aumenta a produ¢do de fato-
res de crescimento (IGF), os dois hormoénios
parecein ter uim mecanismo comum no estimu-
lo ao recrutamento de foliculos.

Apesar da fundamentagéo favoravel, os
resultados quanto ao efeito do tratamento com
bST sobre a taxa ovulatdria sdo contraditérios:
ndo houve aumento da taxa ovulatéria em ca-
bras lactantes (Driancourt e Disenhaus, 1997)
e em ovelhas superovuladas com FSH e trata-
das por sete dias (D4 a D11, 15 mg/dia) com
somatotrofina (Davis et al., 1990; Eckery et
al.1994; Joycea et al., 1998). Entretanto, hou-
ve relato de aumento da taxa ovulatéria em
ovelhas tratadas com bST em protocolo longo,
durante todo o ciclo estral (3mg/12-12 horas)
(Bister et al., 1999). Essa diferenca de resulta-
dos pode ser atribuida, além da dura¢do do tra-
tamento, as diferentes formula¢des de
somatotrofina utilizadas e suas propriedades
farmacocinéticas e ao estado fisiologico e
nutricional das fémeas.

Diante dos resultados contraditérios
quanto ao uso da somatotrofina bovina
recombinante (bST) em protocolos
superovulatdrios para pequenos ruminantes e a
caréncia de estudos sobre sua eficiéncia na re-
gido Nordeste, foi objetivo deste trabalho avali-
ar o efeito de sua administragdo sobre a efici-
éncia ovulatéria em cabras submetidas a
superovulagdo com Horménio Estimulante
Folicular suino (FSHp).

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Labora-
torio de Reprodugdo Animal do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Piaui, localizado em Teresina, Pl a 5°50'39" de
latitude Sul, 42°50'12" de longitude Oeste € a
uma altitude de 69 m acima do nivel do mar
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(IBGE, 2002).

Foram utilizadas 14 cabras pluriparas,
sem raga definida (SRD), clinicamente sauda-
veis, que manifestaram estros consecutivos e
regulares identificados pelo uso de rufido. Os
animais foram mantidos em sistema semi-inten-
sivo com pastagem nativa como suporte
forrageiro e suplementacdo (1%PV) com ra-
¢do concentrada para caprinos (16-18% PTN).
Receberam agua e sal mineral a vontade.

O protocolo de superovulagio foi basea-
do em Andrioli et al. (2000). Todos os animais
foram submetidos a sincronizagdo do estro com
esponjas vaginais impregnadas com 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (Promone-E/
Rhodia)do dia0 aodia 1. Entre osdias 9 e 11
apOs a inser¢do das esponjas as fémeas foram
submetidas ao tratamento superovulatério atra-
vés da administragdo por via IM de 250 Ul de
FSH (Pluset/Serono), fracionadas em seis apli-
cacdes com doses decrescentes (60, 60, 40, 40,
25 e 25U1) em intervalos de 12 horas. Junta-
mente com a retirada das esponjas fot aplicada
por via IM uma dose de 100 mg de Cloprostenol
(Sincrocio/Ourofino).

Constituiram-se dois grupos de sete ca-
bras: o grupo controle recebeu apenas o trata-
mento ja descrito; o grupo bST foi submetido
adicionalmente a administragdo por via subcu-
tdnea de somatotrofina bovina recombinante
(bST) (Lactotropin/Elanco) na seguinte
posologia: uma aplicagdo de 125 mg no 26°, 16°
e 6° dias anteriores ao dia0 e no dia 3. Apds a
remocdo das esponjas vaginais, as fémeas fo-
ram colocadas com machos reconhecidamente
férteis para detecgdo do estro e acasalamento.
As coletas dos embrides foram realizadas en-
tre 0 5°e 0 6° dia apds a ultima copula, através
de laparotomia.

Os animais foram submetidos a jejum de
24 h e anestesiados com a administragdo si-
multanea, por via IV, de Cloridrato de Xilazina -
0,1 mg/kg (Dorcipec/Vallée) e Ketamina - 15mg/
kg (Dopalen/Vetbrands). As cabras foram con-
tidas em decubito dorsal, em mesa cirurgica para
pequenos ruminantes, permanecendo a por¢ao
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cranial em nivel mais baixo e 0s membros es-
tendidos. A incisdo (10 cm) foi efetuada na li-
nha média, cranialmente ao tbere. O sistema
genital foi tracionado cuidadosamente para ava-
liagdo do ovario e contagem dos corpos luteos.
O utero foi perfurado proximo a bifurcagédo dos
cornos, com trocarte de 3 mm de didmetro para
introdugdo da sonda de Folley n° 8. Cada tuba
uterina foi canulada com cateter venoso n° 20
através do qual foram injetados 40 ml de PBS
(Phosphate Buffered Saline/Dulbeccos), foi
efetuada a lavagem e o PBS recuperado atra-
vés da segunda via da sonda, para coleta dos
embrides. Em seguida as fémeas receberam
benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina
benzatina, benzilpenicilina potassica,
estreptomicina e diclofenaco sddico (Pencivet
plus/Intervet) por via IM e 100 mg de
cloprostenol (Sincrocio/Ourofino) para lisar os
corpos luteos e impedir o desenvolvimento de
embrides que tivessem permanecido no siste-
ma genital.

As estruturas coletadas foram classifi-
cadas, sob estereomicroscopio com aumento de
40 X, em MO (moérula), MC (morula compac-
ta), BL (blastocisto), DE (degenerado) e NF
(ndo fecundado).

Nos dias 0, 1, 11 e dia da coleta dos em-
brides foram coletadas amostras de plasma para
dosagem de estradiol e progesterona, por
Radioimunoensaio (RIE).

Os dados referentes as médias de cor-
pos liiteos, de estruturas coletadas e de estru-
turas transferiveis e ndo transferiveis foram
submetidos a analise de varidncia e compara-
dos pelo teste de Duncan, ao nivel de
significancia de 5%. As freqiiéncias de mani-
festacdo de estro, ocorréncia de superovulagio
e recuperacdo de embrides foram submetidas
ao teste Qui-quadrado ao nivel de significancia
de 5%. As médias dos niveis de estradiol ¢
progesterona no plasma foram submetidas a
analise de varidncia e comparadas pelo teste
de Student-Newman-Keuls com 5% de proba-
bilidade de erro.



Resultados e Discussio

Os resultados apresentados na Tabela |
demonstram que os tratamentos hormonais uti-
lizados para induzir o estro e a superovulagio
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em cabras foram eficientes, assemelhando-se
as taxas observadas por Andrioli et al. (2000).
Nio houve, entretanto, diferenga significativa
(P>0,05) entre a eficiéncia dos tratamentos es-
tudados quanto a estes pardmetros.

Tabela | -Resposta aos diferentes tratamentos superovulatérios quanto a manifestagio de estro
e ocorréncia de ovulagdo em cabras SRD, em Teresina, P]

Table | - Response to different superovulatory treatment about manifestation of vestrus and ocurrence
of ovulation in undefined breed goat, in Teresina, Pl

Grupo Manifestagdo do estro, Oestrus ~ Ocorréncia de Superovulagio, Ovulation
N % N %

Controle 6/7 85,71+ 477 57,14

bST 3/7 42,86 4/7 57,14+

* Porcentagens seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste X2

(P> 0,05).

* Percentage followed by the same letter in the same colunm are not statistically different by ¢ square test

(P>0.05).

A resposta superovulatdria verificada
pelo niimero de corpos liteos nos dois grupos
(Tabela 2) assemelhou-se aos dados encontra-
dos por Andrioli et al. (2000) e Paula et al. (2003)

em cabras, ndo havendo diferencga significativa
(P>0,05) entre os dois tratamentos quanto a esta
variavel e a taxa de recuperagio de embrides.

Tabela 2 -Resposta aos diferentes tratamentos superovulatérios quanto ao numero de corpos
liteos encontrados e taxa de recuperagdo de embrides em cabras SRD, em Teresina,

Pl

Table 2 - Response to different superovulatory treatment about oestrus number of corpora lutea and
embryo recovery rate in undefined breed goat, in Teresina, Pl

Grupo Corpo liteo, Corpora lutea  Recuperagdo de embrides, Embryo recovery
N N X N %

Controle 7 81 11,57+ 12,992 32 39,50+

bST 7 39 5,57+ 8,75 15 38,46°

*Nimeros seguidos por letras iguais na coluna no diferem pelo teste X? para as porcentagens e
pelo teste de Duncan para as médias (P>0,05).
*Numbers followed by the same letter in the colunm do not differ statistically by X square test for percentage

and by Duncan'’s test for means (P>0.05).

Os resultados observados na Tabela 3
mostram que n3o houve diferenga significativa
entre os tratamentos quanto a qualidade das
estruturas recuperadas. Desse modo, o trata-
mento com bST ndo alterou em quantidade nem

em qualidade os embrides coletados, apesar da
fundamentagio favoravel de que a administra-
¢dode bST pode afetar simultaneamente a fun-
¢do luteal, o desenvolvimento folicular, o nime-
ro de foliculos ovulatérios e a qualidade do
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oocito (Davis et al., 1990; Deavaer e Bryan,
1999). Os resultados quanto ao efeito do trata-
mento com bST sio contraditorios: ndo houve
aumento da taxa ovulatdria em cabras lactantes
(Draiancourt e Disenhaus, 1997) e em ovelhas
superovuladas com FSH e tratadas por sete dias
(D4aD11, 15 mg/dia) com somatotrofina (Davis
et al., 1990; Eckery et al., 1994; Joycea et al.,
1998). Entretanto, houve relato de aumentoda
taxa ovulatoria em ovelhas tratadas com bST
em protocolo longo (durante todo o ciclo estral-
3mg/12-12 horas) (Bister et al., 1999). Em ca-
bras, Gonzalez-Afover et al. (2004), observa-
ram que o pré-tratamento com GH mais anta-
gonista de GnRH (GnRHa) aumentou o ndme-
ro de foliculos recrutados e o niimero de com-
plexos cumulus-od6cito, porém nio alterou a per-

centagem de reassuncdo da meiose. Ndo au-
mentando a taxa de reassun¢do da meiose, nao
aumentaria o nimero de embrides, o que vema
corroborar com nossos resultados.

Essa diferenga de resultados pode ser
atribuida, além da duracido do tratamento, as
diferentes formulag¢Ges de bST utilizadas e suas
propriedades farmacocinéticas e, também, ao
estado fisiologico e nutricional das fémeas. Foi
verificado, por exemplo, que os tratamentos
superovulatorios que iniciam na auséncia de um

‘foliculo dominante resultam em um aumento na

resposta ovulatoria (Taneja et al., 1995), enquan-
to que a presenga de um foliculo dominante di-
minui a resposta superovulatéria (Guilbalt et al.,
1991; Rubianeset al., 1995).

Tabela 3 -Classificacao das estruturas coletadas de acordo com os diferentes tratamentos
superovulatorios, em cabras SRD, em Teresina, Pl
Table 3 - Classification of colected eggs according to different superovulatory treatment in undefined

breed goat, in Teresina, Pl

Grupo Transferiveis Nio transferiveis

MO MC BL X DE NF X
Controle (7) 2 9 9 2,57+3,55a 6 5 1,71+1,982
bST (7) 2 5 4 1,57+ 1,99a 1 3 0,571,132

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Duncan (P>0,05).

** MO = mdrula; MC = mdrula compacta; BL = blastocisto; DE = degenerado; NF = nao fecundado.
*Means followed by the same letter in the column don't differ statiscaly by the Duncan's test (P>0.05).
** MO = morulae; MC = compact morulae; BL = blastocyst; DE = degenerate; NF = not fetilized.

As médias dos niveis plasmaticos de
progesterona (P4) (Figura 1) seguidas de +
EPM foram no grupo controle: dia 0 - 5,82 +
0,73,dial-5,74+0,94, dia9- 3,26 +£ 0,89, dia
11 - 4,50 £ 0,97, dia da coleta dos embrides -
9,10+ 3,17 e no grupo bST: dia 0- 5,85 + 1,20,
dial-4,44+091,dia9-586=+1,13,diall -
7,45 + 1,14 e dia da coleta dos embrides - 5,59

-+ 1,77. As médias entre os grupos ndo diferi-
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ram estatisticamente pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P>0,05) nos dias 0, 1,9 e dia
da coleta dos embrides, entretanto para o dia
11 a média do nivel de P4 no grupo bST foi
significativamente maior do que a média do gru-
po controle. Este resultado é indicativo de uma
possivel luteinizagdo de foliculos ovarianos no
grupo tratado com bST.
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Figura 1- Variagdo dos niveis médios de progesterona (P4) du-
rante os diferentes tratamentos superovulatérios, em ca-
bras SRD, em Teresina, Piaui.

Figure 1 - Changes of mean progesterone levels during different

superovulatory treatment in undefined breed goat, in Teresina,

PL

As médias dos niveis plasmaticos de
estradiol (E2) (Figura 2) seguidas de + EPM
foram, no grupo controle: dia0 - 6,41 + 0,87, dia
1-531+0,53,dia9-4,87+0,40,dia11-637+
0,68, dia da coleta dos embrides- 7,77+ 1,19 ¢

no grupo bST: dia0-5,93+0,86,dia 1-6,67+
1,04, dia9-6,16£1,47,dial11-6,75+0,89¢
dia da coleta 7,07 £ 0,66. As médias ndo diferi-
ram estatisticamente entre os grupos pelo teste
de Student-Newman-Keuls (P>0,05).

[ _

ESTRADIOL pg/mL

|
|
|
|
:—e—CONTROLE 3
—#—BST 1

0 1 9
DIA

11 Coleta 1

Figura 2 - Variagio dos niveis médios de estradiol durante os diferentes tratamen-
tos superovulatorios, em cabras SRD, em Teresina, Piaui.

Figure 2 - Changes of mean estradiol levels during different superovulatory treatment
in undefined breed goat, in Teresina, Pl.
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Conclusodes

A adi¢do de somatotrofina bovina
recombinante (bST) ao tratamento de
superovulagdo ndo alterou a produgdo de
estradiol, porém aumentou a produgido de
progesterona no décimo primeiro dia de trata-
mento, o que € indicativo de luteinizag3o folicular,
que pode ser desfavoravel ao mecanismo de
ovulagdo e qualidade de embrides.

A somatotrofina bovina recombinante
ndo foi eficiente em aumentar a quantidade, nem
aqualidade dos embrides coletados, desse modo,
de acordo com estes resultados, ndo é com-
pensatério adicionar-se bST ao protocolo de
superovulagio de cabras SRD, nas condigdes
de manejo e clima em que foi realizado o expe-
rimento.
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