EFEITO DO “PMSG” DE DIFERENTES ORIGENS
NA SUPEROVULACAO DE CAMUNDONGOS!

CARLOS MIGUEL JAUME? ¢ ANA LUCIA CAMPOS®

RESUMO — Foram superovuladas fémeas de camundonge com PMSG de diferentes ofi-
gens: nacional (PMSG-N), da Franga (PMSG-F), e do Canad4 (PMSG-C). Foram estudadas
duas curvas de resposta com PMSG-N, utilizando 5, 10 ¢ 20 U.L, uma com embrides coleta-
dos no estddio de duas células ¢ a outra com embrides coletados no estddio de mérula. Para
ambas as curvas houve um tratamento extra, usando a dosagem menor, no caso de duas célu-
las com PMSG-F, e de mérula com PMSG-C. Nio houve diferenga estatisticamente signifi-
cativa (P > 0,05) no némero de estruturas nem no niimero de embribes vidveis coletados en-
e as diferentes doses aplicadas de PMSG-N, tanto para os embrides coletados no estddio de
duas células como no de mérula. Nos animais que receberam injegdo de 5 U.L de PMSG,
houve uma diferenga estatisticamente significativa (P < 0,05) no nimero de embrites vidveis
coletados dos animais que receberam injegio de PMSG-F ¢ PMSG-C, em comparagio com
05 que receberam PMSG-N, e no nimero de estruturas coletadas entre 0s animais que rece-
beram PMSG-N ¢ PMSG-C. O nimero de embrides vidveis coletados com 5 U.L de
PMSG-F e PMSG-C foi duas vezes maior do que o obtido com PMSG-N.

Termos para indexagio: gonadotrofina sérica egiiina, estimulagdo da ovulagio, embriGes.

EFFECT OF “PMSG” OF DIFFERENT ORIGINS
ON SUPEROVULATION IN MICE

ABSTRACT - Female mice were superovulated with PMSG from different origins: local
(PMSG-N), from France (PMSG-F) and from Canada (PMSG=C). Two response curves
were studied using 5, 10, and 20 LU. of PMSG-N, on¢ collecting embryos at the two-cell
stage and the other collecting morula. For both response curves there was an extra treatment,
using the lowest dose, in the case of collection at the two cell stage, with PMSG-F and in the
case of morula with PMSG-C. There was no statistically significant difference (P > 0,05)
between doses of PMSG-N in number of structures or in number of viable embryos
collected, either at the two-cell, or the morula stage of development. In animals injected with
5 LU, of PMSG, there was a statistically significant (P < 0,5) difference in the number of
viable embryos collected among animals injected with either PMSG-F or PMSG-C and those
injected with PMSG-N, and in the number of structures collected among the animals injected
with PMSG-N and PMSG-C. The number of viable embryos collected from animals injected
with 5 LU, of PMSG-F or PMSG-C, was double that obtained injecting PMSG-N.

Index terms: equine serum gonadotrophin, induction of ovulation, embryos.
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lagdo. A superovulagio consiste na estimu-
lagdo do desenvolvimento de um maior nime-
ro de folfculos e de ovulagOes durante um ci-
clo, mediante a aplicagdo de hormdnios gona-
dotréficos. Na atualidade, o horménio dis-
ponfvel para provocar a superovulagio € uma
gonadotrofina sérica eqiiina, extrafda de éguas
gestantes, No entanto, apds o uso deste
horménio na superovulagio de bovinos neste
laboratério, foi observado que a maior parte
das estruturas coletadas ndo eram vidveis. Isto
resultou num mimero muito pequeno de em-
brides transferfveis, menor inclusive do que
consta da literatura internacional, usando esse
tipo de horménio. Esta diferenga poderia ser,
no entanto, devida ac tipo de animal, a dife-
rengas nas condigdes ambientais, & natureza
subjetiva da classificagdo dos embrides, ou a
diferengas no horméniec utilizado.

A superovulagio em camundongos tem sido
estudada por vdrios autores (Fowler &
Edwards 1957, McLaren 1967, Gates 1971).
A dose de PMSG recomendada para produzir
a superovulagiio € de 5 U.L (Gates 1971),

O presente trabalho teve a finalidade de tes-
tar a existdncia de alguma diferenga na
superovulagdo provocada pela gonadotrofina
de soro de égua prenhe disponfvel no mercado
nacional e a de outros pafses.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas fémeas F, resultantes do cruza-
mento de camundongos das linhagens C57 ¢ Sufgo
da colbania do Centro de Biologia da Reprodugdo, da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Os animais
foram mantidos num regime de quatorze horas de
luz e dez horas de escuridio. As fémeas foram su-
perovuladas com trés semanas de idade com uma in-
jegdo intraperitoneal (ip.) de gonadotrefina sérica
egitina (PMSG), e, 48 horas apds, com uma injegio
ip. de gonadotrofina coribnica humana (HCG:
Pregnyl, Lab, Organon). As fémeas foram distribui-
das aleatoriamente, nos diferentes tratamentos, de
acordo com o delineamento experimental apresenta-
do na Tabela |. Foram estudadas duas curvas de
resposta com PMSG-N, utilizando-se 5, 10 e 20
U.L, uma com embrides coletados no estddio de duas
células, e a outra, com embribes coletados no estédio
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de mérula. Para comparar os efeitos de gonadotrofi-
nas de diferentes origens, houve um tratamento €x-
tra com a dosagem menor para cada curva, com
PMSG-F, no caso de duas células, e com PMSG-C,
no case de mérula (Tabela 1).

Ap6s 2 injegio de HCG, as fémeas foram imedia-
tamente acasaladas em gaiolas individuwais, com ma-
chos sufcos de fertilidade comprovada. Os animais
foram sacrificados, por deslocamento cervical, no
segundo ou quarto dia apés HCG, para obtengio de
embrides de duas células ou mérula, respectivamen-
te. Os cornos uterinos junto com os ovidutos foram
dissecados e colocados numa placa~de-pertri con-
tendo solugdo salina com tampéc fosfato (PBS), se-
gundo Whittingham (1971), suplementado com 10%
de soro fetal bovine (meio de cultura utilizado para a
coleta ¢ manipulagio dos embrides). Os ovidutos ¢
cornos uterinos foram lavados mediante o uso de
uma seringa acoplada a uma agutha hipodérmica 10 x
3 sob um microscépio estereoscépico. A ponta da
agulha foi introduzida no infundfbulo ¢ os embrides
foram levados em dire¢do a0 corno uterino com
PBS. As estruturas coletadas foram lavadas com
PBS e classificadas de acordo com seu aspecto mor-
folégico em: a) transferfveis ou vifveis ¢ b) ndo vid-
veis ou degenerados.

Os dados foram analisados pelo pacote software
cientifico (SOC) (Paniago ¢t al. 1989), utilizando o

TABELA 1. Delineamento experimental

Estddio de desenvolvimento

Tratamento Dose dos embrides e tipo de PMSG

(U.L)

2 células Mérula
A 5 PMSG-F*. -
B 5 PMSG-N ** -
C 10 PMSG-N -
D 20 PMSG-N -
E 5 - PMSG-C +
F 5 PMSG-N
G 10 PMSG-N
H 20 PMSG-N

* PMSG-F (Folligon, Laboratério Intervet, Fran-
ca).

** PMSG-N (Maturon, Laboratério Organon, Bra-
sil).

+ PMSG-C (Equinex, Laborat6rio Ayerst, Ca-
nad4).
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médulo modlin, ajustando-se um modelo inteiramen-
te casualizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quande os embrides foram coletados no
estddio de duas cé€lulas, foram cbtidos, em
média, para as doses de 5, 10 e 20 U.L de
PMSG-N, 15,1, 21,1 e 17,1 estruturas por
animal, sendo que, destas, 10,3 (66,9%),
13,4(63,6%) e 8,1 (47,7%) eram estruturas
vidveis, respectivamente (Tabela 2). J4 para o
estddio de mérula, foram obtidos, em média,
14,5, 17,4 ¢ 16,0 estruturas por animal, das
quais 10,5 (72,7%), 8,2(47,3%) e 7,5(46,9%)
eram estruturas vidveis (Tabela 3). Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa
(P > 0,05) entre as doses dentro das curvas,
nem entre as curvas, tanto para o mimero de
estruturas totais como para o ndmero de em-
brides vidveis, nos animais que receberam in-
jecao de 5, 10 e 20 U.L. de PMSG-N e coleta-
dos no estiddio de duas células e de mdrula.

Os resultados da dose de 5 UL de
PMSG-N e PMSG-F, obtidos no estiddio de
duas células, foram, respectivamente,

15,2 = 3,6 e 28,5 = 9,1 estruturas, sendo que,
destas, 10,3 = 1,6 (70,8% * 14,9) e
19,5 £ 2,0 (76,6% * 25,4) eram vidveis (Ta-
bela 4). Houve diferenga estatisticamente sig-
nificativa (P < 0,05) no mimero de embrifes
vidveis, mas ndo no niimero total de estrutu-
ras, coletadas no estiddio de duas células entre
os animais em que foi injetada a dose de 5
U.L de PMSG-N e PMSG-F.

Para o estiddio de mérula, os resultados ob-
tidos com a dose de 5 Ul de PMSG-N ¢
PMSG-C foram, respectivamente, 14,4 + 5,8 ¢
43,2 11,7 estruturas, sendo, destas,
10,6 = 1,1 (80,5179 e 240%*29
(58,2% * 10,2) vidveis (Tabela 5). Houve
uma diferenga estatisticamente significativa
(P < 0,05) no ndmero total de estruturas e no
nimerc de embriGes vidveis coletados no est4-
dio de mérula entre os animais que receberam
injecéio de 5 U.L, de PMSG-N e PMSG-C.

Os resultados obtidos utilizando 5 U.L de
PMSG-F (estidio de duas células) e de
PMSG-C (estddio de mdrula) foram, respecti-
vamente, 28,5 + 9.1 e 43,2 + 11,7 estruturas,
sendo 19,5 + 2,0 (76,6% *254) ¢ 24029
(58,2% * 10,2) vidveis (Tabela 6). Nao foi

TABELA 2 - Efeito de diferentes doses de PMSG-N sobre o nfimero de estruturas ¢ a qualidade de
embrides (média = DP) coletados no estddio de duas células.

Dose Namero de Estruturas Embrides vidveis Embribes vidveis
(U.L) animais por animal por animal por animal (%)
5 16 152 £3.6 103 £ 1,6 70,8 £ 14,7
10 16 21,8 % 3,6 14,1 £3.8 638+ 93
20 15 16,5 £ 3,6 8233 53,9 * 26,1

TABELA 3 - Efeito de diferentes doses de PMSG-N sobre o nfimero de estruturas ¢ a qualidade de
embrides (média = DP) coletados no estddio de mérula.

Dose Ndmero de Estruturas Embrides vidveis Embrides vidveis
(U.L) animais por animal por animal por animal (%)
5 31 144538 10,6 = 1,1 80,5 + 17,9
10 14 18375 8,8 4,1 49,6 * 14,6
20 14 16,2+ 40 7,7x43 434 = 16,6
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TABELA 4 - Efeito da dose de § U,L. de PMSG-N ¢ PMSG-F sobre o nfimero de estruturas e a
qualidade dos embrides (média = DP) coletados no estidio de duas células.

. Ndmero de Estruturas Embrides vidveis Embribes vidveis
Horménio animais por animal por animal por animal (%)
PMSG-N 16 15,2 = 3,6 10,3+ 1,6 70,8 = 14,9
PMSG-F 12 28,5+ 9,1 19,5 = 2,0 76,6 =254

TABELA 5 - Efeito da dose de 5 U.L. de PMSG-N ¢ PMSG-C sobre o nfmero de estruturas ¢ a
qualidade dos embrides {média + DP) coletados no estfidio de mérula.

. Ndmero de Estruturas Embrides vidveis Embrides vidveis
Horménio animais por animal por animal por animal (%)
PMSG-N 31 144+ 5.8 10,6 £ 1,1 80,5 % 17,9
PMSG-C 24 43,2+ 11,7 24,0=* 129 58,2 10,2

TABELA 6 - Efeito da dose de 5 U.l, de PMSG-F e PMSG-C sobre o nfimero de estruturas e a
qualidade dos embribes (média *+ DP) coletados no estidio de duas células e mérula.

. Niimero de Estruturas Embrides vidveis Embrides vidveis
Horménio animais por animal por animal por animal (%)
PMSG-F 12 28,5+ 9,1 19,5+ 2,0 76,6 + 25,4
PMSG-C 24 43,2+ 11,7 240+29 58,2102

detectada nenhuma diferenga estatisticamente
significativa ¢P > 0,05), nem no nidmero de
estruturas totais nem no nimero de embrides
vidveis coletados.

A auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre as diferentes doses injetadas
de PMSG-N no ntimero de estruturas e no nd-
mero de embrides vidveis coletados no presen-
te experimento, junto com a tendéncia obser-
vada de diminuir a percentagem de embrifes
vidveis, & medida que aumentava a dose de
horménio aplicado, € o fato de que o mimero
de embrides vidveis obtidos nio difere do md.
mero de crias que sfo obtidas no processo
normal de reproducdc neste biotério (8-12
crias por ninhada), indica que este horménio
ndo & adequado para provocar a superovulagio
de camundongos. Isto poderia oferecer uma
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explicagdo do baixo nimero de embrides vi4-
veis obtidos neste laboratério quando se utili-
zou este hormdnio para estimular a superovu-
lagdo em bovinos.

O fato de nado haver detectado diferenga es-
tatisticamente significativa entre os embriGes
coletados no estddio de duas células e de mé-
rula, tanto no nimero de estruturas como no
niimero de embrides vidveis, indica que nao hd
influéncia do dia da coleta (segundo ou quarto
dia apds HCG) sobre o resultado da superovu-
lagao.

O PMSG € uma glicoprotefna composta de
duas subunidades diferentes € que possuem
atividade biclégica semelhante ao horménio
folfculo-estimulante (FSH) e ao horménio lu-
teinizante (LH). Além do mais, pode possuir
um contedido varidvel de carboidratos e de
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4cido que, possivelmente, modifica a relagao
de atividade tipo FSH ¢ LH do horménic
(Papkoff 1974, 1978, 1981).

E provivel que a fonte de soro utilizada pa-
ra a fabricagiio de PMSG-N seja um soro com
uma atividade gonadotrdfica inadequada para
provocar a superovulacio, visando a produgéo
de embrides vidveis para transferéncia. A me-
dida que aumentou a dose de PMSG-N, dimi-
nuiu a percentagem de embrides vidveis, tanto
para os coletados no estddio de duas células
como de mérula.

CONCLUSOES

1. O uso da gonadotrofina sérica eqiina
adquirida no mercado nacional para a super-
ovulagdo de camundongos ndo foi eficaz no
aumento do nimero de embriGes vidveis cole-
tados por fémea superovulada.

2. Ambas as gonadotrofinas séricas eqiiinas
estrangeiras testadas resultaram num ndmero
maior de embrides vidveis por fémea super-
ovulada do que nos animais tratados com a
gonadotrofina disponivel no mercado nacio-
nal, Nao houve diferenga estatisticamente sig-
nificativa no nuimero de estruturas, nem no
nimero de embrides vidveis coletados entre o
estidio de duas células e de mdrula.
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