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RESUMO

O trabalho objetivou determinar a taxa de ovulagdo e a viabilidade dos
embriGes apds a administragdo de Folltropin-V (T;) ou Super-ov (T;) como
estimulante & superovulagdo. Foram utilizadas 35 cabras da raga Saanen sob estro
sincronizado com esponjas intravaginais impregnadas de 60mg de acetato de
medroxiprogesterona, por 11 dias, associado a aplica¢do de 50ug de cloprostenol,
no nono dia da colocagdo das esponjas, € ao tratamento superovulatério com inicio
no mesmo dia, recebendo 16 fémeas 200mg de NIH-FSH-P1 de Folltropin-V e 19
fémeas 37,5 unidades de NIH-FSH-S1 de Super-ov, fracionadas em seis
aplicagdes, em doses decrescentes, intervaladas por 12 h. No terceiro dia apés a
remocdo das esponjas iniciou-se tratamento antiluteolitico, com flunixin
meglumine em oito aplicagdes de 1,Img/kg, a cada 12 horas. A observagio do
estro seguida de uma cobertura por fémea, teve inicio 12 horas ap6s a retirada das
esponjas, a intervalos de 12h até o final do estro. Entre o sexto e o sétimo dia do
inicio do estro as fémeas foram submetidas a colheita de embrides por laparotomia.
Nido se observou diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os tratamentos
quanto ao inicio do estro, a duragdo do estro, a percentagem de animais que
superovularam e de embrides vidveis, sendo observada diferenca estatistica
significativa (P<0,05) para a taxa de ovulagdo, apresentando o T; maior nimero de
corpos liteos em relagdo ao T,. No entanto, a maior taxa de ovulagdo pareceu
contribuir para que o T, apresentasse a menor percentagem de embrides por
estruturas recuperadas, tornando os dois farmacos semelhantes (P>0,05) quanto 2
média de embriGes colhidos. Considerando a taxa de ovulag¢do fator de menor
importancia em relagdo aos fatores viabilidade embriondria e taxa de embrides
recuperados, os dois fidrmacos proporcionaram resultados equiparéveis.
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ABSTRACT

The objectives of the present experiment were to determine the ovulation rate
and the embryo viability after the administration of Folltropin-V (T,) or Super-ov
(Ty) for stimulate superovulation. A total of 35 does of the breed Saanen were
synchronized ~with intravaginal pessaries impregnated with 60mg of
medroxyprogesterone acetate, for 11 days, associated with 50pg of cloprostenol, in
the day 9", and superovulatory treatment beginning in this same day, using in 16
goats 200mg of the NIH-FSH-P1 of Folltropin-V and in others 19 does, 37.5 unites
of the NIH-FSH-S1 of Super-ov, fractionated in six decreased doses at intervals of
12 hours. After three days of the withdrawal of vaginal sponges the treatment with
a prostaglandin syntase inibitor, the flunixin meglumine, was began in eight
applications of the 1.1mg/kg, with intervals of 12 hours. The estrus observations
followed of one fertilization for doe were began after 12 hours of the withdrawal of
sponges, twice daily to the estrus and. Between 6™ and 7® days after estrus onset
the embryos were collected surgically. There weren’t statistically difference
(P>0.05) between the treatments to the estrus onset, to duration of the estrus, to
percentage of the females which superovulated and the viable embryos. There was
a significant statistical difference (P<0.05) to ovulation rate, the greater number of
corpus luteum was to T, and the lowest was to T,. However, the greater ovulation
rate might have contributed to show a lowest percentage of embryos and structure
recovered, making both the pharmacos similar (P>0.05) to recovery rate of
embryos. Considering the ovulation rate a secondary factor in relation to viability
and to recuperate rate of embryos, two pharmacos showed resembling results.
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INTRODUCAO

Com o uso de horménios gonadotréficos exégenos é possivel se obter um
maior nimero de foliculos ovarianos em desenvolvimento, levando a mmiltiplas
ovulagbes em bovinos (Moor et al., 1984), caprinos (Armstrong et al, 1983a),
ovinos (Evans & Armstrong, 1984) e outras espécies. Contudo, a resposta
superovulatoria estd sujeita a grandes variagdes, as quais podem decorrer de fatores
intrinsecos como raga, idade, estddio da lactagdo, variacio individual, e
extrinsecos, ou seja, nutri¢do, satde, estagio do ano e horménio utilizado
(Armstrong & Evans, 1983; Meinecke-Tillman et al., 1987; Doijode et al., 1992;
Senn & Richardson, 1992).

Em decorréncia da aplicagdo simplificada e do seu relativo baixo custo, a
gonadotrofina coribnica eqiiina (¢CG) tem sido bastante utilizada. No entanto, sio
os extratos hipofisdrios das espécies humana, eqiiina, suina, ovina e caprina os
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responsaveis pelas respostas mais regulares em caprinos, associada a obten¢do de
um maior nimero de embrides vidveis (Armstrong et al.,, 1983a; 1983b; Del
Campo et al., 1985; Pendleton et al., 1992; Baril et al., 1992; Traldi et al., 1996). A
superioridade na resposta deve-se a menor concentra¢do de hormoénio luteinizante
(LH) nesses extratos. PreparagSes de horménio foliculo estimulante (FSH) com
alta relacdo LH:FSH podem desencadear efeitos prejudiciais a reposta dos ovdrios
como a ativagdo prematura de odcitos. Em conseqiiéncia, alguns odcitos sdo retidos
em foliculos luteinizados enquanto outros podem ser ovulados e, posteriormente,
fecundados mas, por serem envelhecidos contribuirdo, subseqiientemente, para o
nimero de embrides anormais (Moor et al., 1984). Desta forma, ressalta-se que o
nivel sangiiineo de FSH estd associado ao nimero de embrides produzidos
enquanto, que o nivel de LH, a viabilidade deles (Donaldson, 1985).

Uma variada relacdo FSH:LH ¢ encontrada nas preparacdes de hormédnio
foliculo estimulante disponiveis no mercado. Produzir extratos hipofisarios
enriquecidos com FSH e com baixo nivel de contaminagdo de LH pode propiciar
excelentes respostas superovulatérias. Com este objetivo, os laboratérios
Vetrepharm ¢ AUSA colocaram a disposicdo no mercado um FSH com uma alta
relacdo FSH:LH (McNatty et al., 1989; Donaldson, 1994).

Neste contexto, determinar, por espécie, a melhor preparacdo hormonal,
associada a menor dose eficaz, poderd propiciar incrementos aprecidveis nos
programas de superovulacdo. Partindo deste pressuposto, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar a taxa de ovulacdo e a viabilidade embriondria apés a
administracdo do Folltropin-V, Vetrepharm, ¢ do Super-ov, AUSA, buscando
definir o que melhor se adequa & fémeas caprinas da raga Saanen.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na EMBRAPA, Centro Nacional de Pesquisa de
Caprinos, situado no municipio de Sobral, CE, a latitude de 3°42’ Sul e longitude
de 40°21° Oeste.

Foram utilizadas 35 cabras da raca Saanen, com condi¢do corporal entre os
niveis 2 e 3 e com peso entre 35 e 45 kg.

Os animais foram mantidos em sistema semi-intensivo, onde tinham acesso
didrio a pastagem nativa da Caatinga, dgua e sal mineral ad-libitum, a capim
elefante picado (Pennicetum purpureum) e leucena (Leucaena leucocephala) no
cocho e a 300g, por dia, de uma mistura concentrada contendo 75% de NDT e 18%
de proteina bruta.

O estro foi sincronizado utilizando-se esponjas intravaginais impregnadas com
60mg de acetato de medroxiprogesterona (Promone-E®, Rhodia-Mérieux), por 11
dias, e aplicacdo de 50ug de cloprostenol (Ciosin®, Coopers), 48 horas antes do
final do tratamento com progestdgeno, quando também se iniciou o tratamento
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superovulatério. Os animais foram distribuidos entre tratamentos, T, com 16
fémeas que receberam 200mg de NIH-FSH-P1 de Foltropin-V® (Vetrepharm,
Ontario, Canadd) e T, com 19 fémeas, nas quais foram aplicadas 37,5 unidades de
NIH-FSH-S1 de Super-ov® (Ausa, Montreal, Canadd). Em ambos os tratamentos a
dose total foi fracionada em seis aplicagdes decrescentes, intervaladas por 12 horas.
As cabras foram observadas para fim de registro do estro, duas vezes ao dia, no
inicio da manhi e no final da tarde, a partir de 12 horas da retirada das esponjas até
o final do estro, e tdo logo observadas em estro as fémeas foram cobertas uma vez
a cada observagao de estro, por macho apto a reproducio, apés exame androlégico.

Objetivando evitar a regressdo prematura dos corpos liiteos, indice que varia
de 45,05 a 48,40% em cabras superovuladas (Soares et al., 1995; Traldi et al.,
1996) e que leva a uma baixa taxa de recuperagio de embrides vidveis (Armstrong
et al., 1983b), deu-se inicio as 72 horas apés a retirada da esponja, a oito aplicacoes
de flunixin meglumine (Banamine®, Schering), na dose de I,1mg/kg de peso vivo,
intervaladas por 12 horas.

Entre o0 6° e o 7° dia apds o inicio do estro (dia 0), todas as fémeas foram
submetidas a laparotomia para observagdo da resposta ovariana e colheita de
embrides. Quarenta e oito horas antes da laparotomia foi iniciado jejum
hidroalimentar. Para a intervencdo cinirgica realizou-se medicacdo pré-anestésica
com 0,044mg/kg de sulfato de atropina a 1,0% (Atropina 1% Calbos®”: Calbos)
seguida, dez minutos apés, de analgesia com 0,30 mg/kg de cloridrato de xilazina a
2,0% (Rompun®: Bayer) e dez minutos depois, anestesia epidural (espago lombo-
sacro) com aplicagdo de 0,2ml/kg de cloridrato de lidocaina a 2,0% (Anestésico
Bravet”: Bravet). Os animais foram contidos em mesa cirirgica, em deciibito
dorsal e em angulo de 60°, com a cabega posicionada para baixo. Uma incisdo de
7cm foi realizada na linha média a, aproximadamente, 7cm cranial ao tbere. O
itero e os ovdrios foram exteriorizados, para avaliagdo da resposta ovariana e
colheita dos embrides, sendo, posteriormente, reintroduzidos na cavidade
abdominal.

Para a colheita de embrides utilizou-se sonda de Foley n°. 8, que foi
introduzida em uma incisdo realizada com trocarte de 3mm de didmetro na
curvatura maior do corno uterino. Na juncdo ttero-tubdrica foi introduzido um
catéter de 0,5mm de didmetro, por onde foi injetado o liquido de colheita a 37°C,
ou seja, Solugdo Salina Fosfatada Tamponada (PBS) acrescida de 1,0% de soro
ovino inativado a 56°C por 30min e de 40mg de garamicina por litro.

Os embrides foram recuperados diretamente em placas de petri posicionadas
proximas a sonda de Foley. Cada corno foi lavado, duas vezes, com 40ml de PBS,
dividido em duas porgoes de igual volume. Sob estereomicroscépio, os embrides
foram avaliados e classificados segundo o preconizado pela Sociedade Brasileira
de Transferéncia de Embrides (SBTE). Somente os embrides de grau 1 (excelente),
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2 (bom) e 3 (regular) foram considerados vidveis e transferidos a fresco para
receptoras sincronizadas.

Os dados quanto ao inicio e duragdo do estro, a taxa de ovulagdo e a4 média de
embrides colhidos foram submetidos & andlise de variancia, com comparagio entre
as médias realizada através do teste t de Student. Utilizou-se o qui-quadrado ()
para analisar a % de fémeas que superovularam,, de embrides vidveis, de fémeas

com foliculos anovulatérios e a classificagdo das estruturas colhidas (Banzatto &
Kronka, 1989).

RESULTADOS

Em 100% dos animais do T; o estro ocorreu apGs a retirada das esponjas.
Enquanto, no T, apenas uma fé€mea, ndo demonstrou sinais clinicos de estro, fato
que ndo contribuiu para diferenciar estatisticamente os dois tratamentos (P>0,05).

Nio se observou diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre T e T,
quanto ao periodo transcorrido entre a remogdo das esponjas e o inicio do estro:
30,0£11,59 vs. 33,33+9,70 horas; a duragdo do estro: 27,75+10,48 vs. 27,67+8,00
horas; a percentagem de animais que superovularam: 87,5 (14/16) vs. 68,42
(13/19); a percentagem de embrides vidveis em relacdo aos embrides colhidos:
87,88 (29/33) vs. 97,89 (93/95) e de fémeas com foliculos anovulatérios: 31,25
(05/16) vs. 26,32 (05/19). Contudo, observou-se diferencga estatistica significativa
(P<0,05) para a taxa de ovulacdo, sendo superior no T, (16,94+9,42) em relagdo ao
T, (10,11£6,42). A maior taxa de ovula¢do observada no T, pareceu influenciar,
negativamente, a taxa de recuperacdo de estruturas (T,=35,79% (97/271) vs.
T»=72,53% (132/182), P<0,05) e de embrides por estruturas recuperadas
(T1=34,02% (33/97) vs. T2=71,97% (95/132), P<0,05) nesse tratamento. No
entanto, se comparada a média de embrides colhidos por fémea, os dois farmacos,
Folltropin-V e Super-ov, comportaram-se de maneira semelhante (P>0,05),
4,13+2,64 vs. 5,94+4,02 embrides, nesta ordem, bem como quanto a média de
embrides vidveis, 3,63+2,45 vs. 5,81+3,99 embrides, respectivamente.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Segundo Moor et al. (1984), a obtencgdo de um largo e reprodutivel ndimero de
embrides vidveis apds superovulacdo estd na dependéncia de dois fatores: a
presenga de foliculos responsivos e a administragdo do horménio apropriado. Desta
forma, a otimizacdo desses fatores a partir do entendimento da dinimica do
desenvolvimento folicular e de seu mecanismo de regulagdo, ainda é necessdria
para suprir a demanda de ovdcitos e zigotos utilizados em pesquisas bésicas, bem
como na conservagdo de espécies ameacadas de extingdo.
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O presente experimento reporta boa taxa de ovulacdo em caprinos apés o uso
tanto do Folltropin-V como do Super-ov, dois horménios foliculo estimulante
sufno de laboratérios distintos.

Analisando as respostas de estros obtidas apés o tratamento superovulatério e
os resultados apresentados por Baril & Vallet (1990), os quais relatam que o
intervalo entre o pico de LH e a ovulagdo sofre pouca variagdo entre caprinos
superovulados, mas que, no entanto, o intervalo entre o inicio do estro e o pico de
LH ¢ bastante varidvel, os resultados aqui apresentados sugerem que o intervalo
entre o inicio do estro ¢ o pico de LH possa ser semelhante nos dois firmacos
testados, diante do intervalo entre a remogéo das esponjas ¢ o inicio do estro terem
sido estatisticamente iguais entre os dois tratamentos.

Para contornar a varia¢do da resposta ovulatéria e reduzir a taxa de estruturas
nao fecundadas, utilizou-se no presente trabalho a monta controlada a cada 12
horas até o final do estro. Contudo, uma alta taxa de ovulagdo obtida apds
tratamento com Folltropin-V pareceu influenciar negativamente a taxa de
recuperacdo de estruturas e a obtengdo de embrides por estruturas recuperadas,
quando comparada a apresentada ap6s superovulagio com Super-ov.

Os achados referentes ao ntimero médio de corpos liteos observados no T, ,
colaboram com os relatos prévios obtidos por McNatty et al. (1989), Holm ect al.
(1990), Taneja et al. (1991) e Soares et al. (1995), porém foram inferiores aos
descritos por Peebles & Kidd (1994), em caprinos. Quanto ao T, a taxa de ovulacdo
se assemelhou a observada por Goel & Agrawal (1990), sendo inferior a relatada
por Armstrong et al. (1983a), Senn & Richardson (1992) e Pendleton et al. {1992),
que trabalharam com caprinos, porém com FSH de outro laboratério.

A taxa de embrides recuperados foi significativamente (P<0,05) reduzida no
T, em relac@o a obtida no T, e as descritas por McNatty et al. (1989), Holm et al.
(1990), Taneja et al. (1991) e Soares et al. (1995). Relatando Pendleton et al.
(1992) e Senn & Richardson (1992), taxas de embrides recuperados semelhantes as
observadas no T,.

Baixa taxa de recuperagdo de estrutura e embrides como conseqiiéncia de alta
taxa de ovulagdo foi hipétese proposta por Selgrath et al. (1990), os quais
acreditam que niveis crescentes de progesterona em caprinos apos a superovulagdo
sdo observados precocemente, podendo inibir o transporte de gametas ¢ a
fertilizagdo. Em adi¢do, Evans & Armstrong (1984) relatam ser o transporte de
espermatozéides no trato genital de ovelhas, prejudicado apés tratamento com
progesterona e/ou prostaglandina associados a inducdo da superovulagdo. Ainda
Armstrong & Evans (1983) citam que ovelhas superovuladas apresentando taxa de
ovulag@o superior a 16 corpos hiteos, apés monta natural, exibiram uma reduzida
taxa de fecundagdo quando comparadas a ovelhas com menor taxa de ovulacdo. No
presente experimento, as fémeas tratadas com Folltropin-V exibiram taxa de
ovulagdo com média de 16,94+9,42 corpos liiteos, o que reforca nossa suspeita do
fator taxa ovulatéria ter influenciado a taxa de fecundacao. Em acréscimo, o maior
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numero de foliculos pré-ovulatérios no ovério pode ter prejudicado a captagio dos
6vulos pelas fimbrias, os quais podem ter sido liberados na cavidade abdominal,
contribuindo para a baixa taxa de recuperagiio de estruturas nas fémeas com maior
resposta ovulatoria.

Neste contexto, embora a taxa de ovulagdo e fecundagio tenham diferido entre
os dois fdrmacos, o nimero médio de embrides recuperados e vidveis foi
semelhante, demostrando que os dois tratamento foram efetivos em induzir a
superovulacdo em cabras.
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