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RESUMO 

 

A superestimulação ovariana é uma biotecnologia amplamente empregada na espécie bovina 

para a obtenção de múltiplas ovulações. Com este objetivo diversos protocolos 

superestimulatórios surgiram, dentre eles o protocolo P-36 e sua variação, o protocolo P-

36/eCG. Ambos os tratamentos utilizam o hormônio folículo estimulante (FSH) na indução 

do crescimento folicular. Como é acreditado que no último dia do tratamento, as células da 

granulosa folicular possuam receptores do hormônio luteinizante (LH; LHR), duas últimas 

doses de FSH foram substituídas pela administração de gonadotrifina coriónica equina (eCG; 

P-36/eCG). A molécula de eCG possui atividade tanto LH quanto FSH por se ligar a ambos 

receptores, aumentando a resposta ovulatória. Os dois tratamentos têm demonstrado eficácia 

quanto ao desenvolvimento de oócitos competentes para a produção embrionária, no entanto 

pouco se sabe sobre seus efeitos na diferenciação celular no folículo ovariano. Por isso, o 

presente estudo investigou os efeitos da superestimulação ovariana com FSH (P-36) ou FSH 

combinado com eCG (P-36/eCG) sobre aspectos bioquímicos e a produção de hormônios 

esteroides. Adicionalmente, quantificou-se a abundância de miRNAs reguladores da 

expressão do mRNA do LHR e outros miRNAs relacionados com o desenvolvimento 

folicular ovariano. Os resultados obtidos mostram que os tratamentos superestimulatórios 

alteram o perfil bioquímico intrafolicular e a concentração de estradiol no plasma. Aliado a 

isso, também alteram a expressão do LHR e dos miRNAs reguladores da expressão do mRNA 

de LHR, possivelmente modulando a capacidade ovulatória em folículos ovarianos 

superestimulados. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Ovarian overstimulation is a biotechnology widely used in the bovine species to obtain 

multiple ovulations. With this objective, several protocols were introduced, including the P-36 

protocol and its variation, the P-36/eCG protocol. Both treatments use follicle stimulating 

hormone (FSH) to induce the follicular growth. As it is believed that on the last day of 

treatment, follicular granulosa cells have luteinizing hormone (LHR) receptors, two last doses 

of FSH have been replaced by administration of equine chorionic gonadotrifine (eCG; P-

36/eCG). The eCG molecule has LH and FSH activity by binding to both receptors, 

increasing the ovulatory response. Both treatments has demonstrated efficacy in the 

development of oocytes competent for embryo production, however little is known about their 

effects on cell differentiation in the ovarian follicle. Therefore, the present study investigated 

the effects of ovarian superstimulation using FSH (P-36) or FSH combined with eCG (P-

36/eCG) on biochemical aspects and production of steroid hormones. In addition, the 

abundance of miRNAs regulating the expression of LHR mRNA and other miRNAs related to 

ovarian follicular development. Results demonstrated that superstimulatory treatments alter 

the intrafollicular biochemical profile and the plasma estradiol concentration. In addition, they 

also alter the expression of LHR and miRNAs regulating LHR mRNA expression, possibly 

modulating ovulatory capacity in superstimulated ovarian follicles. 
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INTRODUÇÃO 
 

 As biotecnologias de controle do desenvolvimento folicular e ovulação têm sido 

bastante utilizadas em conjunto com as tecnologias de reprodução assistida, visando o 

aumento do potencial reprodutivo de animais (gerando múltiplas ovulações) com alto valor 

econômico. No Brasil é predominante a criação da raça Nelore como gado de corte, devido 

sua melhor tolerância ao estresse térmico e resistência a parasitas (Barros e Nogueira, 2001). 

Esta raça apresenta um maior número de folículos antrais quando comparada a outros animais 

da mesma espécie, tornando-a passível de submissão às tecnologias reprodutivas como a 

produção in vitro de embriões (PIVE; Pontes et al., 2009), mas apesar disso, a raça Nelore 

possui um estro curto e com alta incidência noturna, dificultando a sua detecção (Pinheiro et 

al., 1998).  

Com a finalidade de diminuir a manipulação animal e também aumentar a produção 

embrionária, protocolos superestimulatórios sem a necessidade de detecção de estro foram 

desenvolvidos (Barros e Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006; Bó et al., 2006; Barros et al., 

2010). Neste contexto, Barros e Nogueira (2001) desenvolveram o protocolo P-36 e 

posteriormente foi desenvolvido a sua variação, o protocolo P-36/eCG (Barcelos et al., 2007). 

Ambos os protocolos têm apresentado maior aquisição de oócitos competentes para a 

produção embrionária in vitro (PIVE), comparados com animais não submetidos aos 

protocolos superestimulatórios, além de maior produção de embriões bovinos de qualidade 

(dados não publicados), no entanto, pouco se sabe quanto aos aspectos moleculares 

envolvidos no desenvolvimento dos folículos ovarianos de vacas submetidas aos protocolos 

de superestimulação (P-36 e P-36/eCG).  

O desenvolvimento do folículo antral é dependente de um conjunto de fatores 

envolvidos na transformação molecular, bioquímica e morfológica dos componentes 
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foliculares (oócito e células adjacentes; Sánchez e Smitz, 2012; Aller et al., 2013; Noferesti et 

al., 2015). Assim, qualquer alteração no fluido folicular, por exemplo, pode comprometer o 

desenvolvimento e aquisição da competência oocitária (Sirard et al., 2006; Aller et al., 2013; 

Noferesti et al., 2015). 

 Faz parte do desenvolvimento folicular ovariano a diferenciação funcional das células 

da granulosa de folículos dominantes (Orisaka et al., 2006). A dominância folicular na raça 

Nelore ocorre entre 2,5 a 2,8 dias após a ovulação (Sartorelli et al., 2005; Gimenes et al., 

2008), onde depois de um crescimento sincronizado de um determinado número de pequenos 

folículos antrais, apenas um único folículo continua seu crescimento e desenvolvimento até a 

ovulação (folículo dominante), enquanto os demais regridem (folículos subordinados) 

(Ginther et al., 1996). Tal acontecimento é denominado divergência (ou desvio) folicular e 

tem como principal característica a diferença na taxa de crescimento entre o folículo 

dominante e o segundo maior folículo (Ginther et al., 1996). 

  As razões pelas quais o folículo dominante é o folículo escolhido para o 

desenvolvimento final ainda não foram completamente elucidadas, mas acredita-se que a 

diferenciação sofrida pelos folículos é o que permite o desenvolvimento até a ovulação 

(Fortune et al., 2001). Um grande número de genes e vias estão envolvidos neste processo 

(Bao et al., 1997; Webb et al., 1999; Toloubeydokhti et al., 2008). Entre as alterações estão a 

expressão ou maior expressão dos genes FSHR, LHR, AROMATASE, 3β-HSD e STAR, o que 

impacta em uma maior síntese de hormônios esteroides (Bao e Garverick, 1998; Webb et al., 

1999).  

 Diversos fatores estão relacionados com a regulação da expressão de genes 

importantes na diferenciação celular, dentre estes, estão os microRNAs (miRNAs; Donadeu et 

al., 2012, Donadeu et al., 2016). Recentes estudos têm demonstrado a ação de miRNAs sobre 

a expressão gênica no trato reprodutivo de fêmeas mamíferas (Maalouf 2016, Chakrabarty 
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2007, Ro 2007, Hu 2008, Hossain 2009). Isso porque os miRNAs, que são pequenas 

moléculas não codificadoras, que participam da regulação pós-transcricional de mRNA, onde 

um miRNA maduro, unido a um complexo silenciador de mRNA, pode agir silenciando ou 

degradando o  mRNA alvo. E também, é importante salientar, que um único miRNA pode 

regular a transcrição de diversos genes (Hutvagner and Zamore 2002, Gregory 2005, Selbach 

2008) e estes têm se mostrado importante no desenvolvimento folicular ovariano, já que em 

bovinos, estudos têm demonstrado um diferente perfil de expressão dos miRNAs entre 

folículos dominantes e folículos subordinados (Sontakke 2014, Salilew-Wondim 2014), 

sugerindo uma ação dos miRNAs nos processos de diferenciação celular. 

 Assim, o presente estudo visou buscar um maior entendimento dos efeitos dos 

protocolos superestimulatórios P-36 e P-36/eCG sobre alterações bioquímicas e moleculares 

que possam afetar a diferenciação do folículo ovariano na espécie bovina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




