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OLIVEIRA, A.C.S. Eficiência do protocolo superestimulatório P-36, 

associado à administração de eCG ou LH, em animais da raça Nelore.  

Botucatu, 2011. 77p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

RESUMO 

Objetivou-se com o presente trabalho verificar em doadoras da raça Nelore, o 

uso de pLH em substituição à eCG, no último dia do tratamento 

superestimulatório P-36. Vinte e cinco vacas foram distribuídas em 4 grupos: P-

36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Todos os animais receberam os 

quatro tratamentos superovulatórios de forma alternada (“cross-over”). Em dia 

aleatório do ciclo estral (D0), as doadoras receberam um dispositivo intravaginal 

contendo 1,0 g de progesterona (DIV) e benzoato de estradiol (2 mg, via IM). No 

grupo controle, os animais foram superestimulados com pFSH (via IM, dose 

total = 133 mg) duas vezes ao dia em doses decrescentes do D5 ao D8, 

enquanto que no grupo P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 as duas últimas doses 

de FSH foram substituídas por eCG (totalizando 400 UI via IM) ou pLH 

(totalizando 2 mg e 4 mg, via IM), respectivamente. Todas as vacas foram 

tratadas com d-cloprostenol (150 µg, via IM) no dia 7, e o DIV foi removido 36 h 

após a administração do análogo da prostaglandina F2α. No dia 9, a ovulação foi 

induzida com 12,5 mg de pLH (via IM,) e as doadoras foram inseminadas em 

tempo fixo 12 e 24 h após a aplicação de pLH. A coleta de embriões foi 

realizada no dia 16. Os dados foram analisados por ANOVA considerando vaca 

como efeito aleatório (Proc Mixed do SAS), após transformação da variável 

resposta quando necessário. Observou-se diferença no número de CL quando 

comparado o grupo eCG (19,2±2,4) com os grupos LH2 (12,7±2,0) e LH4 

(12,3±1,5; p<0,05). Além disso, a taxa de ovulação tendeu a ser menor quando 

comparados os grupos LH2 e eCG (50,6 e 67,8%, respectivamente; p=0,06). 

Entretanto, não houve diferença significativa (p>0,05) no número de embriões 

viáveis entre os grupos P-36 (3,3±0,7), P-36/eCG (4,5±0,5), P-36/LH2 (3,7±0,8) 

e P-36/LH4 (4,2±1,0). Conclui-se que a substituição de eCG por pLH no último 
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dia do tratamento superestimulatório pode ser realizada sem alterar 

significativamente a produção de embriões viáveis.   

 

Palavras-chave : FSH, LH, eCG, transferências de embriões, superovulação, 

Nelore, Bos indicus. 
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OLIVEIRA, A.C.S. Efficiency of P-36 protocol associated with eCG or LH 

administration in the last day of superestimulatory treatment in Nelore 

cows. Botucatu, 2011. 77p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the use of pLH in replacement of 

eCG on the last day of P-36 superstimulatory treatment in Nelore donors.  

Twenty-five Nelore cows were randomly allocated in four groups: P-36 (Control), 

P-36/eCG, P-36/LH2, and P-36/LH4. All animals underwent four treatments in a 

crossover design. At a random stage of the estrous cycle (D0), donors received 

an intravaginal device (IVD) containing 1.0 g of progesterone and estradiol 

benzoate (2.0 mg, i.m.). Control group cows were superestimulated with 

decreasing doses of pFSH (133 mg, i.m.). In P-36/eCG, P-36/LH2 and P-36/LH4 

the last two doses of pFSH were replaced by 2 doses of eCG (200 IU each 

dose, i.m.) or pLH, (1 and 2 mg each dose, i.m) respectively. All animals were 

treated with PGF2α (150 µg d-cloprostenol) on D7, and the IVD was removed 

after 36 h. Ovulation was induced with 12.5 mg of pLH (i.m.) on D9 and all 

animals received fixed-time artificial insemination (FTAI) 12 and 24 h after pLH. 

Embryo flushing was performed on D16. Data were analyzed by ANOVA (Proc 

Mixed, SAS). There was a significant difference in the number of CL in eCG 

group (19.2±2.4) when compared to LH2 (12.7±2.0) and LH4 groups (12.3±1.5; 

p<0.05). Morover, there was a tendency of lower ovulation rate in LH2 when 

compared to eCG group (50.6 and 67.8%, respectively; p=0.06). However there 

was no difference in viable embryo yield among groups P-36 (3.3±0.7), P-

36/eCG (4.5±0.5), P-36/LH2 (3.7±0.8) and P-36/LH4 (4.2±1.0); P>0.05. In 

conclusion eCG can be replaced by pLH, in the last day of P-36 protocol, 

without affecting the production of viable embryos in Nelore cows. 

 

Keywords: FSH, LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Nelore, Bos 

indicus.
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1.  INTRODUÇÃO 

O agronegócio brasileiro destaca-se por contribuir com 23,1% do produto 

interno bruto (PIB) do país (CEPEA, 2010). A pecuária bovina insere-se neste 

contexto por possuir o maior rebanho comercial do mundo. Dentre as raças de 

corte, a Nelore (Bos indicus) é a que possui o maior contingente numérico 

(acima de 100 milhões de cabeças, ACBN, 2008) 

Em decorrência da facilidade de adaptação ao ambiente tropical, os 

zebuínos, predominam não só no Brasil como em muitos países do hemisfério 

sul, contrastando com o hemisfério norte, onde prevalecem as raças européias 

(Bos taurus). 

A demanda crescente por animais de elevado mérito genético tem 

impulsionado o uso de técnicas avançadas de biotecnologia, notadamente 

aquelas associadas à reprodução. A indução de ovulação múltipla 

(superovulação) para a produção e transferência de embriões (TE) insere-se 

como uma das biotecnologias mais importantes para acelerar o melhoramento 

genético do rebanho. Sendo assim a utilização dessas biotécnicas tem sido 

amplamente difundida, a fim de aperfeiçoar as linhagens populacionais já 

existentes, tendo como principal objetivo, obter o máximo número de embriões 

com altas taxas de prenhez (Mapletoft e Pierson, 1993). Todavia, há uma 

variação individual na resposta ao tratamento superestimulatório com 

gonadotrofinas pelas doadoras de embriões, esta variabilidade na resposta 

ovariana continua a ser um dos maiores entraves nos programas comerciais de 

TE (Armstrong, 1993; Boland e Roche, 1993; Adams, 1994; Barros e Nogueira, 

2001), apesar das diversas pesquisas realizadas nesta área (Callesen et al., 

1987; Del Campo et al., 1990; Hytell et al., 1991; Stock et al., 1996; Nogueira et 

al., 2002). 

Com o advento da ultrassonografia e o conhecimento da dinâmica folicular 

dos bovinos (Savio et al., 1988; Sirois e Fortune, 1988; Ginther et al., 1989), 

tornou-se possível o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de 

regular o crescimento folicular e o momento da ovulação, viabilizando a IA com 

tempo fixo (IATF) (Barros et al., 1998). Similarmente, o desenvolvimento 
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folicular e o momento da ovulação podem ser controlados farmacologicamente 

para melhorar os tratamentos superovulatórios empregados na TE (Barros e 

Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002; Baruselli et al., 2006; Barros et al., 

2010). 

Dentre os tratamentos superovulatórios utilizados, Barros e Nogueira (2001) 

desenvolveram um protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por 36 

horas após a aplicação de PGF2α (daí a denominação P-36) e a ovulação é 

induzida com LH exógeno, administrado 12 horas mais tarde. Graças à 

administração exógena de LH é possível controlar o momento da ovulação, que 

ocorre entre 24 e 36 horas após a injeção de LH (Nogueira e Barros, 2003). 

Consequentemente, a IA é realizada em tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas após 

a aplicação de LH, dispensando a detecção do cio das doadoras. 

Entretanto, a utilização do protocolo P-36 em raças européias diminui o 

número de embriões viáveis quando comparado a protocolos convencionais 

com observação do estro.  Esta observação motivou ajustes no mesmo, a fim 

de torná-lo eficaz também, em raças européias. Nas raças Holandesa (Martins 

et al., 2005) e Angus (Chesta et al., 2007) o protocolo P-36 se mostrou mais 

eficaz quando o agente indutor da ovulação (LH ou GnRH), foi aplicado 60 

horas (P36/LH60), ao invés de 48 horas (P36/LH48), após a administração de 

PGF2α. De forma similar, resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na raça 

Bonsmara (⅝ Africâner e ⅜ Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicação de 

pLH 60 h após a PGF2α, pode ser vantajosa também para esta raça. Além 

disso, estes autores testaram outra modificação no protocolo P-36, ou seja, 

substituíram as duas últimas doses de pFSH por uma única aplicação de eCG 

(200 UI) para estimular tanto o crescimento  final (após a fase de divergência) 

quanto à maturação dos folículos  ovarianos (atividade LH da eCG).  Apesar de 

não haver diferença entre os tratamentos, os resultados promissores 

estimularam novos experimentos com a eCG na raça Nelore. 

Barcelos et al. (2007) testaram, em vacas da raça Nelore, se a substituição 

do pFSH por eCG (2 doses 200UI), no último dia do tratamento 

superestimulatório, aumentaria o crescimento folicular, a taxa de ovulação e a 
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produção de embriões. Tanto o número de folículos com diâmetro superior a 6 

mm presentes no momento da administração de pLH, quanto o número de 

estruturas totais colhidas foram superiores (p < 0,03) nos animais que 

receberam eCG. Apesar de não ter ocorrido aumento significativo na média de 

embriões viáveis nas vacas tratadas com eCG (7,30 ± 1,20) quando 

comparadas às que não receberam esta gonadotrofina (5,10 ± 1,10), o número 

total de embriões viáveis produzidos pelas vacas tratadas com o protocolo foi 

de 146 e 102, respectivamente para os protocolos P-36/eCG e P-36/LH48, 

sugerindo desta forma a vantagem de se substituir as duas últimas doses de 

pFSH por eCG.  

Todavia, há diminuição na resposta superovulatória e produção de embriões 

viáveis após a terceira aplicação consecutiva de 2000 UI de eCG, (Baruselli et 

al., 2008).  

     Levando-se em consideração os resultados favoráveis do uso da eCG no 

protocolo P-36 e a possibilidade de formação de anticorpos contra esta 

gonadotrofina, a substituição da eCG pelo pLH, no último dia do tratamento 

superestimulatório pode promover aumento na produção de embriões viáveis 

sem que haja formação de anticorpos. 
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2.    REVISÃO DE LITERATURA 

2.1.   Foliculogênese e Dinâmica Folicular 

      A foliculogênese bovina é um processo contínuo de crescimento e atresia 

dos folículos ovarianos (Matton et al., 1981; Woolums e Peter, 1994), que se 

inicia na vida fetal com a migração das células germinativas primordiais para as 

gônadas em formação, passa pela puberdade (Evans et al., 1994) e continua 

na vida reprodutiva até a senilidade (Hafez, 1993).  

Os folículos encontrados nos ovários de uma fêmea pré-púbere podem ser 

classificados em: primordiais em repouso (primário), pré-antrais em 

crescimento (secundário), antrais em maturação (terciários) e folículo pré-

ovulatório (Woolums e Peter, 1994). Em bovinos, são necessários cerca de três 

meses para que os folículos pré-antrais (primordial) cresçam até o estágio de 

folículo pré-ovulatório (Webb et al., 2003). 

O início do crescimento folicular (ativação) inicia-se com a transformação 

das células planas da pré-granulosa do folículo primordial em uma única 

camada de células da granulosa cubóides, formando o folículo primário. O 

folículo secundário surge a partir da proliferação das células da granulosa em 

duas a seis camadas ao redor do oócito. Ambos são folículos pré-antrais. O 

passo seguinte da foliculogênese é a formação do antro, a partir da secreção 

de fluído folicular pelas células da granulosa (Lussier et al., 1987; Braw-tal et 

al., 2005). 

O fluido folicular é um meio de suporte nutricional e de desenvolvimento do 

ovócito, bem como um veículo no qual o ovócito é transportado para a tuba 

uterina durante a ovulação (Woolums e Peter, 1994). O fluído é rico em 

glicoproteínas como a inibina (inibe a secreção de FSH e o crescimento de 

folículos subordinados) (Dekhester e Robertson, 1989; Rice, 1991), a folistatina 

(suprime a liberação de FSH e se liga à ativina bloqueando sua atividade) e a 

ativina (estimula a síntese e/ou a liberação do FSH), (Knight, 1996). 

O processo contínuo de crescimento e regressão dos folículos antrais 

ovarianos que induz o desenvolvimento do folículo pré-ovulatório é conhecido 

como dinâmica de crescimento folicular, enquanto que o padrão de 

crescimento e atresia de um grupo de folículos ovarianos é denominado onda 
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de crescimento folicular (Lucy et al., 1992). O crescimento folicular em padrão 

de ondas ocorre em vários estágios da vida reprodutiva, como no período 

anterior à puberdade (6 a 8 meses de idade, Adams et al., 1992; Evans et al., 

1994), durante o ciclo estral, a gestação (Ginther et al., 1996b) e no pós-parto 

(Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a, b). 

A dinâmica de crescimento folicular dos bovinos é caracterizada pela 

presença de duas ou três ondas de crescimento folicular (Savio et al., 1988; 

Sirois e Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997; Viana et al., 

2000; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008) e 

esporadicamente, uma ou quatro ondas (Savio et al., 1988; Sirois e Fortune, 

1988; Murphy et al., 1990; Viana et al., 2000). 

A emergência da onda folicular consiste no recrutamento simultâneo de um 

grupo de folículos com diâmetro aproximado de 4 a 5 mm (Ginther et al., 

1996a), estimulados por um aumento transitório do FSH (Fortune, 1993). Mais 

recentemente, com o avanço na qualidade dos aparelhos de ultrassonografia 

acoplados a transdutores de 9,0 MHz, foi possível a visualização de folículos 

com diâmetro a partir de 1,0 mm (Jaiswal et al., 2004; Ereno, 2008). Além 

disso, pode-se observar a emergência da onda folicular cerca de 12 horas 

antes da ovulação (Ereno, 2008) ou 48 horas antes do surgimento de folículos 

de 4 mm (Jaiswal et al., 2004). 

Aproximadamente três dias após a emergência folicular (folículos com 4 a 5 

mm), quando o maior folículo atinge o diâmetro médio de 8,5 mm para Bos 

taurus (Ginther et al., 1996a), ocorre o evento denominado desvio folicular, 

momento em que ocorre diferença na taxa de crescimento entre os dois 

maiores folículos da onda (Ginther et al., 1996a, 1997). 

Do ponto de vista ultrassonográfico, pode-se definir a seleção pelo 

momento do “desvio” folicular. Os mecanismos de seleção são controversos, 

mas provavelmente o folículo selecionado apresenta mais precocemente a 

capacidade de responder ao estímulo promovido pelo LH (Driancourt, 2001; 

Sartori et al., 2001). Em resposta ao LH o folículo selecionado continua a 

crescer e sua capacidade de produzir estradiol e inibina aumenta. Desta forma, 
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o folículo selecionado exerce “dominância” sobre os demais folículos, ou seja, 

inibe o crescimento dos outros folículos ovarianos (Karsh et al., 1997).  

Apesar do mecanismo preciso para a seleção do folículo dominante ainda 

não estar completamente elucidado, sabe-se que durante este evento além do 

possível papel do LH e seus receptores estão também envolvidos os fatores de 

crescimento semelhante à insulina (IGFs), que parecem desempenhar papel 

importante neste processo (Fortune et al., 2004). Embora não se tenha 

encontrado diferenças nas concentrações de IGF total de folículos dominantes 

em relação aos subordinados (De La Sota et al., 1996), a concentração de IGF-

I livre foi maior no fluido folicular do maior folículo comparado ao segundo 

maior da mesma onda, mesmo antes da observação de diferenças no diâmetro 

e na concentração de estradiol (Beg et al., 2002). Essas observações sugerem 

a existência de um sistema modulador da disponibilidade de IGF intrafolicular, 

diferencialmente regulado em folículos dominantes e subordinados, o que 

permitiria ao maior folículo ter uma dominância bioquímica antes do 

estabelecimento da dominância morfológica (Fortune et al., 2004).   

Austin et al. (2001) propuseram que as primeiras mudanças intrafoliculares 

que distinguem o folículo destinado a tornar-se dominante dos outros folículos 

da população em crescimento, seria a capacidade aumentada em produzir 

estradiol e a manutenção de baixos níveis de IGFBPs. O aumento nas 

concentrações intrafoliculares de estradiol, bem como os de ativina A e a 

diminuição dos níveis de IGFBP-2 e 4 estão relacionados à dominância folicular 

(Ginther et al., 2002; Kojima et al., 2003). 

Na presença de um corpo lúteo (CL) funcional e de altas concentrações 

plasmáticas de progesterona, há decréscimo na frequência de pulsos de LH 

(Roberson et al., 1989). Consequentemente, o folículo dominante sofre atresia 

e falha em ovular (Ginther et al., 1989; Lucy et al., 1992; Stock e Fortune, 

1993). 

Em determinado momento do ciclo estral (17 a 20 dias após a ovulação) o 

CL sofre regressão morfológica e funcional causada pela liberação de PGF2α 

proveniente do endométrio (Horton e Poyser, 1975). Este processo, 
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denominado luteólise, é caracterizado pela queda na produção de P4 e 

fragmentação dos componentes celulares, incluindo a redução do suporte 

vascular, a proliferação do tecido conjuntivo, a desorganização celular, a 

degeneração e a fagocitose das células luteais (Milvae et al., 1996). Como 

resultado, ocorre queda nas concentrações plasmáticas de progesterona (<1 

ng/mL), permitindo o aumento na pulsatilidade de LH e consequentemente 

promovendo o pico pré ovulatório de LH ovulação do folículo dominante. 

 

2.2.   Controle da dinâmica folicular e tratamentos superestimulatórios 

Segundo Adams et al. (1994), aproximadamente 20 a 30 folículos de 3 a 4 

mm de diâmetro emergem em cada onda folicular em fêmeas taurinas e boa 

parte desses folículos tem o potencial de atingir o estágio pré-ovulatório, fato 

esse que pode ser demonstrado pela possibilidade de estimular o crescimento 

e a ovulação de vários folículos através da administração de gonadotrofinas. 

Ao passo que, em fêmeas zebuínas, a emergência de uma onda folicular conta 

com aproximadamente 45 folículos de 3 a 4 mm de diâmetro (Buratini et al., 

2000). No entanto, não se sabe se as fêmeas Bos indicus têm maior população 

folicular, ou se apresentam maior quantidade de folículos recrutados por onda 

(Wolfenson et al., 2004).  

Essa característica tem influência direta na eficiência das técnicas de 

transferência de embriões e aspiração folicular, indicando vantagem de fêmeas 

zebuínas sobre taurinas. Além disso, há alta repetibilidade (0,90) no número de 

folículos recrutados por onda de crescimento folicular, durante a vida 

reprodutiva da fêmea (Boni et al., 1997; Burns et al., 2005). 

Vacas com maior quantidade de folículos emergentes apresentam oócitos 

de melhor qualidade, vida reprodutiva mais longeva e maior fertilidade. Essas 

fêmeas quando tratadas com protocolos superovulatórios, geram maior 

porcentagem de embriões transferíveis em relação às fêmeas com menor 

quantidade de folículos recrutados (Ireland et al., 2007).  

Diversos tratamentos capazes de promover a ovulação múltipla 

(superovulação) foram propostos (Gordon, 1996; Barros e Nogueira, 2001; 
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Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010). Dentre os fármacos testados 

destacam-se a gonadotrofina coriônica equina (eCG) administrada 

isoladamente (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 1976; Boland et al., 1978) ou 

associada ao soro anti-PMSG (Dieleman et al., 1987; Alfuraiji et al., 1993; 

Gonzalez et al., 1994) e o hormônio folículo estimulante (FSH) proveniente de 

extrato de pituitárias de suínos, ovinos e equinos (Donaldson, 1989) ou ainda, 

FSH recombinante bovino (Looney e Bondioli, 1988; Bellows et al., 1991; 

Wilson et al., 1993). 

Devido à função de estimular o crescimento folicular ovariano, 

desempenhada pelo hormônio FSH, a utilização deste como agente indutor de 

superovulação foi amplamente pesquisada. Esses estudos envolveram dose, 

eficiência de produtos comerciais e diferenças na proporção FSH:LH das várias 

apresentações comerciais (Donaldson e Ward, 1987; Donaldson, 1990). Os 

trabalhos evidenciaram a diferença de potência do FSH (Braileanu et al., 1998) 

e a variação da relação FSH:LH existente não só entre diferentes produtos 

comerciais, como também no mesmo produto.  

Altas concentrações de LH promovem um efeito negativo relacionado à 

qualidade e produção embrionária bovina, demonstrado por Donaldson et al. 

(1986), Gonzalez et al. (1990) e Mapletoft et al. (1993). A partir desses 

trabalhos foi sugerido que o máximo de contaminação de LH no FSH não 

ultrapasse 20%. 

A produção embrionária também pode ser influenciada diante da presença 

de um folículo dominante no início do tratamento superestimulatório (Guibault 

et al., 1991; Lussier et al., 1995). A fim de evitar o folículo dominante no início 

dos tratamentos, algumas estratégias foram desenvolvidas como, por exemplo, 

começar a superestimulação com FSH no primeiro dia do ciclo estral (Goulding 

et al., 1990; Roberts et al., 1994; Stock et al., 1996), aspirar o folículo 

dominante ou todos os folículos acima de 5 mm de diâmetro antes da 

superestimulação com gonadotrofinas (Bergfelt et al., 1994; Bodensteiner et al., 

1996; Hill e Kuehner, 1996) e sincronizar o início das ondas foliculares (Bó et 

al., 1995, 2003). 
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O uso de dispositivos intravaginais liberadores de progesterona (DIV) é uma 

das principais estratégias utilizadas para promover a sincronização da 

emergência da onda folicular em taurinos e zebuínos. Uma série de trabalhos 

publicados por R. J. Mapletoft e G. A. Bó (revisto por Bó et al., 1995, 2003) 

caracterizaram o uso de dispositivos intravaginais à base de P4 associados à 

administração de estrógenos (estradiol 17-β ou benzoato de estradiol) como 

agentes promotores da atresia folicular e consequentemente, capazes de 

originar uma nova onda folicular, cerca de 3 a 4 dias após o início dos 

tratamentos. A fim de evitar a presença de um folículo dominante o tratamento 

superestimulatório com FSH começa concomitantemente com a nova onda 

folicular, ou seja, 4 ou 5 dias após a colocação do dispositivo intravaginal e 

aplicação de estrógeno. Dois dias após a primeira aplicação de FSH, é 

administrada uma dose luteolítica de PGF2α e 12 horas mais tarde o dispositivo 

intravaginal é removido (P-12). As doadoras são inseminadas artificialmente 12 

e 24 horas após a detecção do cio. Seis a sete dias mais tarde os embriões 

são colhidos, classificados e inovulados ou ainda criopreservados. Como 

atrativos este protocolo apresenta a possibilidade de ser iniciado 

aleatoriamente em relação ao ciclo estral e ainda dispensa a observação do cio 

base. Porém, traz a inconveniência da detecção do estro para a inseminação 

artificial das doadoras.  

 

      2.3.   Indução da ovulação e Inseminação artificial em tempo fixo nas 

doadoras superestimuladas 

A detecção do estro é um dos maiores entraves nos programas de coleta e 

transferência de embriões. Em função dessa inconveniência, muitos foram os 

estudos desenvolvidos na tentativa de permitir a inseminação artificial em 

tempo fixo (IATF) em fêmeas bovinas submetidas à superovulação (Barros e 

Nogueira, 2001 e 2005; Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010). Ademais, 

sugeriu-se que folículos não ovulados, após a superestimulação farmacológica, 

provavelmente apresentavam desenvolvimento anormal, ou ainda insuficiência 

na quantidade de receptores de LH, dessa forma seriam incapazes de 

responder ao pico pré-ovulatório de LH (Xu et al., 1995; D'Occhio et al., 1997; 
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Liu et al., 1998). Por esse motivo promover o atraso do pico pré-ovulatório de 

LH poderia ampliar o número de embriões obtidos (D'Occhio et al., 1997; Van 

De Leemput et al., 2001). 

Tendo como base trabalhos desenvolvidos por pesquisadores holandeses 

(Vos et al., 1994; Vos et al., 1995; Van De Leemput et al., 2001) e australianos 

(D’Occhio et al., 1997), Barros e Nogueira (2001) testaram a eficácia de 

protocolos, nos quais o momento esperado da ovulação era atrasado por 6 a 

12 horas e a ovulação era induzida pela administração de LH ou GnRH (Barros 

e Nogueira, 2001; Nogueira et al., 2002). Estes protocolos não aumentaram 

significativamente o número de embriões viáveis quando comparados a 

protocolos com detecção do estro. Contudo, esses novos trabalhos forneceram 

informações importantes, que permitiram o controle do momento da ovulação e 

a utilização da IATF e ainda a manutenção de níveis plasmáticos médios (ao 

redor de 1,5 a 2,5 ng/mL) de progesterona após a última aplicação de FSH. A 

manutenção dos níveis de progesterona elevados poderia ser prejudicial ao 

desenvolvimento embrionário, se mantida durante tempo prolongado (Barros e 

Nogueira, 2001; Melo et al., 2004). 

Baseado nos dados obtidos a partir desses estudos foi desenvolvido um 

protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por até 36 horas após a 

aplicação de PGF2α. Por esse motivo recebeu a denominação P-36 (Barros e 

Nogueira, 2001) e a ovulação é induzida com LH exógeno, administrado 12 

horas mais tarde (ou seja, 48 horas após a aplicação de PGF2α); Fig. 1. Devido 

à administração exógena de LH é possível controlar o momento da ovulação, 

que ocorre entre 24 e 36 horas após a injeção de pLH (Nogueira e Barros, 

2003). Consequentemente, a IATF 12 e 24 horas após aplicação de LH, 

dispensando a detecção do cio das doadoras.  

A diminuição da dose de 25 para 12,5 mg de pLH em vacas Nelore não 

altera significativamente o número de embriões viáveis (9,8 ± 1,09, e 9,2 ± 

0,77, respectivamente) ou a taxa de viabilidade (73,7 e  69,5%, 

respectivamente; Nogueira et al., 2002; Nogueira e Barros, 2003). Outrossim, é 

possível utilizar-se de diversas fontes exógenas de progesterona sem que 
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hajam alterações na produção de embriões (Barros e Nogueira, 2005; Baruselli 

et al., 2006, Nogueira e  Barros, 2006). 

 

Figura 1 : Protocolo de superestimulação ovariana e SOV conhecido como P-36, 

com a retirada do implante de progesterona no dia 7 à tarde, Barros e Nogueira 

(2001). 

 

2.4.   Particularidades do Protocolo P-36 

Em várias publicações o protocolo P-36 tem sido apontado como eficaz em 

animais da raça Nelore (Barros e Nogueira, 2001; Barros e Nogueira, 2005; 

Baruselli et al., 2006, Nogueira et al., 2007a). Em 2007(a), Nogueira e 

colaboradores relataram em 136 coletas a média de 13,3 ± 0,75 estruturas 

totais e 9,4 ± 0,63 embriões viáveis, com 71,0% (1279/1807) de viabilidade, em 

doadoras da raça Nelore tratadas com o protocolo P-36. Todavia, quando 

doadoras taurinas (Bos taurus) são submetidas a este protocolo, o número de 

estruturas totais tem sido insatisfatório (Baruselli et al., 2006). Estes resultados 

podem ser atribuídos às particularidades fisiológicas que diferenciam vacas 

Bos taurus e Bos indicus. Dentre elas, o diâmetro folicular, sendo que fêmeas 

Bos taurus atingem a fase de desvio folicular com diâmetro superior ao de 

fêmeas Bos indicus (8,5 mm para Bos taurus; Ginther et al., 1996a e 6,1 mm 

para Bos indicus; Sartorelli et al., 2005). Deste modo supõe-se que os folículos 

de fêmeas taurinas, para atingirem capacidade ovulatória, necessitem alcançar 

diâmetros maiores do que as fêmeas zebuínas. 
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De fato Sartori et al. (2001) verificaram que fêmeas Bos taurus ovulam à 

administração de LH somente folículos com diâmetro acima de 10 mm ao 

passo que Gimenes et al. (2008) e Simões et al. (2010) observaram que 

fêmeas Bos indicus apresentaram capacidade ovulatória com folículos de 

diâmetro em torno de 8 mm, sendo que, a capacidade ovulatória está 

relacionada ao aumento do diâmetro folicular e expressão de receptores de LH 

nas células da granulosa (Simões et al., 2010). Desta forma, protocolos nos 

quais, a administração do indutor da ovulação (pLH) é atrasada 12 horas (P-

36/LH60), talvez por disponibilizar maior tempo para que os folículos atinjam 

diâmetros condizentes com a capacidade ovulatória, são mais efetivos em 

fêmeas taurinas do que o protocolo P-36/LH48 (Martins et al., 2005). 

Esta hipótese motivou alterações no protocolo P-36, tanto na raça 

Holandesa (Martins et al., 2005) quanto na Angus (Chesta et al., 2007, Rosa, 

2010). O protocolo P-36 se mostrou mais eficaz quando o agente indutor da 

ovulação (LH ou GnRH), foi aplicado 60 horas (P36/LH60), ao invés de 48 

horas (P36/LH48), após a administração de PGF2α. De forma similar, 

resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), na raça Bonsmara (⅝ Africâner e 

⅜ Hereford e Shorthorn) indicam que a aplicação de pLH 60 h após a PGF2α, 

pode ser vantajosa também para esta raça. 

 

2.5.   Uso da eCG ou LH como promotores da maturação folicular 

Várias publicações destacam o uso da gonadotrofina coriônica da égua 

prenhe (eCG) como agente superovulatório (Rowson et al., 1972; Elsden et al., 

1976; Boland et al., 1978). Produzida pelos cálices endometriais da égua 

prenhe entre os dias 40° a 120º de gestação (Combar nous, 1992), quando 

administrada em outras espécies a eCG pode exercer atividade tanto de FSH 

como de LH. Nos bovinos essa gonadotrofina apresenta longo tempo de ação, 

variando de 50 a 100 horas, devido à proporção de ácido siálico (10 a 15%) 

presente em sua molécula (Schams et al., 1978). 

Em função da longa meia-vida, essa gonadotrofina persiste por até 10 dias 

na circulação das fêmeas bovinas, dessa forma pode ser administrada 
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normalmente em uma única aplicação para promover a superestimulação 

(Dieleman et al., 1993). Enquanto que a meia vida do FSH na vaca foi estimada 

em 5 horas ou menos, por isso deve ser aplicada duas vezes ao dia, durante 4 

dias, para induzir superovulação (Monniaux et al., 1983). A meia vida longa da 

eCG pode provocar uma estimulação contínua dos ovários, folículos 

anovulatórios, perfis endócrinos anormais e redução da qualidade embrionária 

(Saumande et al., 1978; Mikel-Jenson et al., 1982; Moor et al., 1984). 

Entretanto, o uso da eCG em dose única, (2000 UI) após a sincronização do 

inicio da onda folicular com progesterona e benzoato de estradiol, originou um 

número semelhante de embriões viáveis e congeláveis quando comparado ao 

grupo que recebeu 8 aplicações de FSH em doses decrescentes (Martins et al., 

2006). 

Doadoras superestimuladas com FSH apresentam atraso na maturação 

citoplasmática do oócito, prejudicando a fertilização e diminuindo as taxas de 

prenhez (Greve et al.,1995). Price et al. (1999) relataram que durante o 

tratamento superestimulatório com FSH ocorre diminuição nos pulsos de LH, 

essenciais para o crescimento final dos folículos e maturação dos oócitos. Com 

o objetivo de melhorar a resposta superestimulatória das doadoras de embriões 

B. indicus, alguns estudos preconizaram alterações no protocolo 

superestimulatório à base de gonadotrofinas, como a substituição de FSH por 

eCG no final do protocolo, com a finalidade aumentar o crescimento folicular, a 

taxa de ovulação e a produção embrionária.  

Barcelos et al., (2007) testaram se a substituição do pFSH por eCG, no 

último dia do tratamento superestimulatório, aumentaria o crescimento folicular, 

a taxa de ovulação e a produção de embriões, doadoras da raça Nelore (n = 

20) foram divididas ao acaso em dois grupos: P-36 e P-36/eCG. Cada fêmea 

recebeu os dois tratamentos de forma alternada (cross-over). Nas vacas do 

grupo P-36/eCG as duas últimas aplicações de pFSH foram substituídas por 

duas doses de 200 UI da eCG (total de 400 UI IM). Os autores observaram 

melhora na resposta superestimulatória (folículos ≥ 6 mm no momento da 

indução da ovulação) dos animais tratados com FSH-p/eCG em relação aos 

animais tratados apenas com FSH (21,05 ± 2,76 vs. 15,25 ± 2,06; p < 0,01; 
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respectivamente). O número total de estruturas colhidas, também, foi maior no 

grupo P-36/eCG (10,0 ± 1,48 vs. 6,65 ± 1,18; p ≤ 0.03). Estes dados são 

indicativos de que a eCG estimulou o crescimento folicular final, resultando em 

maior número de folículos capazes de ovular em resposta a administração 

exógena de LH e consequentemente, aumentou o número total de estruturas 

recuperadas. Apesar da média de embriões viáveis nas vacas tratadas com 

eCG não ter diferido, o número total de embriões viáveis produzidos pelas 

vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG  (146) vs P-36 (102)  evidencia a 

vantagem de se substituir as duas últimas doses de pFSH por eCG.  

  Resultados positivos também foram obtidos na raça Brangus, onde o 

protocolo P-36/eCG melhorou a quantidade de embriões viáveis (10,9±1,5) 

quando comparado ao protocolo P-36 (7,1±1,4; Reano et al., 2009). Porém, 

Sartori et al. 2008 não observaram aumento na produção de embriões ao 

compararem o protocolo P-24/eCG (3,7±0,5 embriões viáveis) com o P-24 

(4,9±0,7) em novilhas Nelore. Já na raça Sindi (Bos indicus), os mesmos 

autores verificaram que a adição de eCG  no protocolo P-36 aumentou o 

número de embriões viáveis (6,5±1,2 vs 2,4±0,7; p<0,01, Mattos et al., 2010). 

Estes resultados indicam que a adição de eCG ao protocolo P-36 parece ser 

vantajosa, porém o seu uso no protocolo P-24 precisa ser melhor estudado.  A 

diferença entre estes protocolos é que no P-24 a fonte de progesterona é 

retirada 12 horas antes, em relação ao P-36 e, consequentemente, pode 

permitir uma liberação precoce de LH que poderia adiantar a maturação 

oocitária e prejudicar a fertilização após a IATF. 

     Entretanto, Baruselli et al. (2008) demonstraram uma diminuição na resposta 

superovulatória após a terceira aplicação consecutiva de 2.000 UI de eCG, 

devido, provavelmente,  à produção de anticorpos anti-eCG. Em cabras, já foi 

demonstrada a presença desses anticorpos após a utilização da eCG em 

protocolos de IATF, com diminuição na fertilidade após a IA (Roy et al., 1999).  
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3.   OBJETIVO 

Objetivou-se com o presente trabalho testar a substituição da eCG pelo LH 

no último dia do tratamento superestimulatório em vacas da raça Nelore, sem 

comprometer a produção de embriões viáveis.   

 

4.   HIPÓTESE TESTADA 

  A eCG pode ser substituída por pLH, no último dia do tratamento 

superestimulatório, sem prejudicar a produção de embriões viáveis. 
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5.   MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi realizado na Fazenda Figueira, pertencente à Fundação 

de Estudos Agrários Luiz de Queiroz – FEALQ, no distrito de Paiquerê, 

município de Londrina, estado do Paraná (latitude 23º33’ S, longitude 50º58’ O, 

altitude 622 m). As doadoras da raça Nelore com escore de condição corporal 

3,0 a 4,0 (escala de 1 a 5; Lowman et al., 1976), foram mantidas em pastagem 

capim Tanzania (Panicum maximum) e estrela branca (Cynodon 

plectostachyus), mineralização adequada e água à vontade. Durante o período 

de Outubro de 2009 a Fevereiro de 2010. 

As vacas (n = 25) foram distribuídas aleatoriamente em 4 grupos: Controle 

(P36/FSH), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Posteriormente os animais foram 

trocados de grupo de maneira que todas as doadoras fossem submetidas aos 

quatro tratamentos (cross-over). Cada período em que a doadora recebeu um 

tratamento obteve a denominação de rodada. 

Em dia aleatório do ciclo estral, denominado dia zero (D0), as 25 vacas 

foram avaliadas com ultrassom para verificar a condição ovariana (população 

de folículos, presença de corpo lúteo (CL) e ocorrência de cisto folicular e 

receberam um dispositivo intravaginal contendo progesterona (1 g, Primer®, 

Tecnopec, São Paulo, Brasil) e administração de 2 mg de benzoato de estradiol 

(BE, via IM, Estrogin; Farmavet, São Paulo, Brasil).  Cinco dias mais tarde 

(D5) foi iniciado o tratamento superestimulatório (FSH, 133 mg, Folltropin-V®, 

IM, Bioniche Animal Health, Ontário, Canadá), 2 vezes ao dia, durante 4 dias 

consecutivos (40, 30, 20 e 10% da dose total, respectivamente). 

No dia sete (D7) às 7 h foi administrada uma dose luteolítica de um análogo 

da PGF2α (150 µg de d-cloprostenol, via IM, Prolise, ARSA S.R.L., Buenos 

Aires, Argentina). Trinta e seis horas após a aplicação de PGF2α (D8 às 19 h), o 

dispositivo intravaginal contendo progesterona foi removido.  A indução da 

ovulação foi realizada através da administração de LH (Lutropin®, 12,5 mg, via 

IM, Bioniche Animal Health, Ontário, Canadá) no dia nove (D9) às 19 h, ou 

seja, quarenta e oito horas após a aplicação do análogo da PGF2α. Os animais 



 

 

30 

foram inseminados artificialmente em tempo fixo (IATF), sem a observação de 

cio, 12 e 24 horas após a aplicação de LH (Figura 2). 

 

Figura 2:  Tratamento superestimulatório ovariano e SOV (P-36) utilizado nas vacas da 

raça Nelore do Grupo P-36 (controle). BE = benzoato de estradiol; US = 

ultrassom; FSH = hormônio folículo estimulante; PGF2α = prostaglandina; LH = 

hormônio luteinizante; IATF = inseminação artificial em tempo fixo. 

 

Foi utilizado sêmen de oito touros da raça Nelore e as inseminações foram 

realizadas por três técnicos experientes. A morfologia e motilidade foram 

avaliadas (Barth et al., 1989), em todas as rodadas as doadoras receberam 

sêmen do mesmo touro. 

Os animais do grupo P-36/eCG foram tratados de forma semelhante aos do 

grupo controle, porém as duas últimas doses de FSH foram substituídas por 

duas doses de gonadotrofina coriônica equina contendo 200UI (eCG, 

totalizando 400 UI via IM, Folligon, Intervet International B.V., Holanda, Figura 

3).  
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Figura 3: Tratamento superestimulatório ovariano e SOV utilizado nas vacas da raça 

Nelore do Grupo P-36/eCG. BE = benzoato de estradiol; US = ultrassom; FSH = 

hormônio folículo estimulante; PGF2α = prostaglandina; eCG = gonadotrofina 

coriônica equina; LH = hormônio luteinizante; IATF = inseminação artificial em 

tempo fixo. 

 

As doadoras do grupo P-36/LH2 e P-36/LH4 receberam tratamento 

semelhante, exceto que as duas últimas doses de FSH foram substituídas por 

duas injeções de LH contendo 1,0 e 2,0 mg, respectivamente (dose total = 2,0 

e 4,0 mg; Figura 4). 
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Figura 4 : Tratamento superestimulatório ovariano e SOV utilizado nas vacas da raça 

Nelore dos Grupos P-36/LH2 e P-36/LH4. BE = benzoato de estradiol; US = 

ultrassom; FSH = hormônio folículo estimulante; PGF2α = prostaglandina; LH = 

hormônio luteinizante; IATF = inseminação artificial em tempo fixo. 

A dose de LH foi previamente determinada em experimento com 20 vacas 

divididas em quatro grupos experimentais (n = 5 por grupo) de acordo com a 

dose de LH administrada (12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg) a estes animais quando 

os folículos ovarianos atingiram diâmetro superior a 10 mm. O tratamento com 

1,56 mg não induziu ovulação em nenhum dos 5 animais tratados e as demais 

doses (12,5; 6,25 e 3,12 mg) induziram, coincidentemente, ovulação em 80% 

das vacas tratadas (Simões et al., 2010). A partir destes resultados, optou-se 

por utilizar uma dose total de 2,0 mg de LH para promover o crescimento 

folicular ovariano, porém, evitando-se a indução da ovulação.  

Os exames ultrassonográficos dos ovários (Mindray DP 3300-Vet, 

transdutor transretal linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-Medical eletronics Co.Ltda, 

Sheuzheu, China) foram realizados nos dias 0, 5, 9, 11 e 16 (figuras 2, 3 e 4), 

para avaliar a condição ovariana, a emergência da nova onda folicular, a 

eficácia do tratamento superestimulatório, a taxa de ovulação após 

administração do LH e o número de corpos lúteos.  
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5.1.   Colheita e classificação dos embriões 

A coleta de embriões foi realizada pelo método não cirúrgico (D16), através 

de lavagem uterina com 1L de Dulbeco phosfhate buffered saline (DPBS), por 

animal. Para tanto, as fêmeas devidamente contidas em tronco individual, 

foram submetidas à higienização da região perineal e posteriormente à 

anestesia peridural com 60mg de cloridrato de lidocaína a 2% (Pearson 

Anestésico L®, Eurofarma Laboratórios, Campo Belo, São Paulo, Brasil).  

O balonete do cateter de Foley foi posicionado no corpo uterino justaposto 

ao óstio cranial da cérvix e inflado (Castro Neto et al., 2005) para a realização 

da lavagem uterina. Ao término da lavagem, o útero foi preenchido com DPBS 

e o cateter foi mantido no local com sua abertura lacrada por uma presilha de 

filtro de colheita. Posteriormente as doadoras foram liberadas e retornavam ao 

tronco 20 a 30 minutos após, para a realização de um novo procedimento de 

coleta de embriões (recoleta) com um volume adicional de 500 ml de DPBS, a 

fim de proporcionar uma melhor taxa de recuperação embrionária (Neto et al., 

2005). Ao final do procedimento de recoleta cada doadora recebeu duas 

injeções IM de 150 µg de d-clorprostenol, com intervalo de 24 horas entre as 

aplicações. 

O lavado uterino foi recolhido em filtro de 75 µm com a devida identificação 

do animal e transportado ao laboratório, onde os embriões foram avaliados sob 

um estereomicroscópio (Nikon – SMZ-45, Japão) e classificados de acordo 

com o grau de qualidade e desenvolvimento. A classificação morfológica 

seguiu as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embriões, (grau I, 

grau II, grau III, grau IV) (Sartori et al., 2002): 

- Embrião grau I (excelente): Embrião esférico, os blastômeros apresentam 

forma bem difundida, cor e textura uniformes e nenhuma extrusão celular. 

- Embrião grau II (bom): Embrião com pequenas imperfeições, pouca 

extrusão celular. Ocasionalmente há uma pequena distinção na forma e cor 

dos blastômeros e/ou presença de poucas vesículas. 

- Embrião grau III (regular): Embrião que apresenta alguns blastômeros com 

forma e cor heterogênea. 
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- Embrião grau IV (pobre): Embrião com forma e cor heterogênea entre 

vários blastômeros, confusa diferenciação celular, extrusão evidente com 

degeneração e grande número de vesículas. 

- Embrião degenerado: Embrião que não apresenta forma definida, sendo 

impossível determinar o estádio de desenvolvimento. É evidente a 

desorganização celular. 

- Não Fecundado (Nf): Estrutura sem nenhum contorno celular, somente 

pigmentado. 

Após a classificação os embriões transferíveis (grau I e grau II) foram 

mantidos em meio de manutenção (TQC Holding Plus, Bioniche, Pullman, WA) 

até momento da criopreservação ou inovulação das receptoras, no caso dos 

embriões transferidos à fresco. 

Os embriões transferidos foram inicialmente alocados em seis grupos 

experimentais: mórulas frescas, mórulas congeladas, mórulas vitrificadas, 

blastocistos frescos, blastocistos vitrificados e blastocistos congelados. As 

avaliações referentes às técnicas de criopreservação dos embriões, bem como 

o estágio de desenvolvimento embrionário fizeram parte da dissertação de 

mestrado da aluna Maria Clara Costa Mattos, sob orientação do professor Dr. 

Roberto Sartori Filho, portanto não serão discutidas no presente trabalho. 

Entretanto, os tratamentos foram incluídos na análise estatística da taxa de 

prenhez. 
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6.   ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todas as doadoras (n = 25) passaram por todos os grupos em um 

delineamento experimental “cross-over”. As variáveis, número de folículos 

maiores que 6 mm no dia 9, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas e não 

fertilizadas, embriões viáveis e número de CL no dia da coleta foram 

transformados em raiz quadrada e os dados de porcentagem (taxas de 

ovulação), foram transformados em arco seno. Todos os resultados foram 

submetidos à Análise de Variância, cujo modelo incluiu efeito de rodada, 

tratamento, interação entre rodada e tratamento e efeito de doadora, sendo que 

este último foi considerado como efeito aleatório. Quando detectada diferença 

entre tratamentos, realizou-se o teste de Tukey (a posteriori) para comparar 

pares de médias. O programa utilizado para realizar as análises foi o MIXED 

Procedure do SAS (Statistical Analysis System, 2002). 

Para investigar o efeito do tratamento sobre as contagens de embriões em 

cada uma das classes de embriões viáveis, grau I, II e III (excelente, bom, 

regular) foi realizada comparação através do teste de Friedman, considerando 

cada vaca como um bloco. Para os cálculos utilizou-se o RANK Procedure e 

GLM Procedure do SAS (Statistical Analysis System, 2002).  

A análise das taxas de prenhez aos 30 e 60 dias foram efetuadas através 

do ajuste de um modelo de regressão logística, incluindo o efeito do estágio de 

desenvolvimento, qualidade e tratamento (embriões frescos, vitrificados e 

congelados). Para os cálculos foi usado o GLIMMIX Procedure do SAS 

(Statistical Analysis System, 2002). 

A significância foi considerada como sendo forte evidência quando p < 0,05 

e alguma evidência 0,05 ≤ p < 0,10. 
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    7.  RESULTADOS  

Os tratamentos P-36/FSH, P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 não 

apresentaram diferença quanto ao número de folículos superiores a 6 mm no 

D9, estruturas colhidas, estruturas fertilizadas, estruturas não fertilizadas, 

embriões viáveis e taxa de viabilidade (p > 0,05; Tabela 1). Entretanto a taxa 

de ovulação obtida 36 h após a administração de LH tendeu a ser menor (p = 

0,06) no grupo P-36/LH2, quando comparado ao grupo eCG. Além disso, 

houve diferença significativa no número de CL ao comparar-se o grupo eCG 

com os grupos LH2 e LH4 (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Média (±EPM) do número de folículos maiores que 6 mm presentes no D9 

do protocolo superestimulatório, taxa de ovulação 48 horas após a 

administração de LH (D11),  número de corpos lúteos no momento da coleta 

de embriões, estruturas colhidas, embriões viáveis, taxa de viabilidade e 

número total de embriões viáveis em vacas Nelore (n = 25) tratadas com os 

protocolos P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. 

 

 P-36 P-36/eCG P-36/LH2 P-36/LH4 

Folículos > 6 mm (D9) 30,2±2,6 28,3±2,6  28,6±2,5  26,3±2,6  

Taxa de ovulação (D11,%) 60,7 67,8  50,6 +   55,4  

Corpos lúteos 16,8±2,1  19,2±2,4 * 12,7±2,0  12,3±1,5  

Estruturas colhidas 8,6±1,6 9,6±1,5  6,9±1,4  7,4±1,3  

Embriões viáveis 3,3±0,7 4,5±0,5  3,7±0,8  4,2±1,0  

Estruturas não fertilizadas 2,8±0,7 2,0±0,5 1,2±0,5 0,5±0,2 

Taxa de viabilidade 35,5 42,4  41,7  44,2  

Total de embriões viáveis 83 112 87 106 

 
* Significativamente diferente (p < 0,05) quando comparados aos grupos LH2 e LH4. 
+ Quando comparado ao Grupo eCG (p = 0,06). 
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A qualidade dos embriões não foi alterada de forma significativa nos 

diversos tratamentos (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Número total de embriões viáveis classificados como G I, G II, G III de 

acordo com suas características morfológicas obtidos em vacas Nelore 

tratadas com P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. 

 

Classificação Controle eCG LH2 LH4 

GI  21   46 33 39 

GII 28  32 28 30 

GIII 34 34 26 37 

 
Não houve diferença significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. 
 
 

As taxas de prenhez aos 30 e 60 dias de gestação dos embriões 

transferidos foram semelhantes nos 4 grupos experimentais. 
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Não houve diferença significativa entre os tratamentos.   

Figura 5. Taxas de prenhez obtidas após a transferência de embriões frescos, 

vitrificados e congelados produzidos em vacas Nelore tratadas com P-36 

(controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. 
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8.   DISCUSSÃO 

No presente estudo, a substituição de eCG por pLH, no último dia do 

tratamento superestimulatório, não prejudicou a produção de embriões na raça 

Nelore. 

Embora tenha ocorrido apenas aumento numérico (P-36/eCG) na produção 

de embriões viáveis nas vacas tratadas com eCG quando comparadas ao 

controle (P-36), estudos anteriores com o protocolo P-36 têm mostrado que 

quando as duas últimas doses de FSH são substituídas pela administração de 

eCG, há um aumento na produção de embriões viáveis (Barcelos et al., 2007; 

Reano et al., 2009; Mattos et al., 2010), possivelmente devido a capacidade  da 

eCG  estimular receptores de LH e FSH. Consequentemente, a presença da 

eCG no protocolo superestimulatório resultaria em aumento na taxa de 

ovulação e produção de embriões. 

      No presente trabalho a substituição de eCG por 2,0 ou 4,0 mg de pLH no 

último dia do protocolo P-36 não alterou significativamente a produção de 

embriões viáveis, embora tenha ocorrido diminuição na taxa de ovulação das 

vacas do grupo LH2, quando comparadas as do grupo eCG (50,6 vs 67,8%, 

respectivamente, p = 0,06).  No entanto, na raça Angus a substituição de eCG 

por 2 mg de pLH no último dia do tratamento superestimulatório diminuiu o 

número de embriões viáveis (Rosa, 2010). Dentre as possíveis explicações 

para estes resultados conflitantes estão as particularidades fisiológicas que 

diferenciam vacas Bos indicus de Bos taurus, mais especificamente a 

necessidade de diferentes doses de gonadotrofinas tanto para superestimular 

quanto para induzir a ovulação em doadoras taurinas e zebuínas (Bó et al., 

2006; Ree et al., 2009).  

Raças de origem indiana têm demonstrado maior sensibilidade a 

gonadotrofinas exógenas que os bovinos taurinos. Baruselli et al. (2003), 

avaliaram a resposta superovulatória em 23 vacas Nelore utilizando diferentes 

doses de Folltropin-V (100, 133 e 200 mg). Os resultados indicaram que é 

possível reduzir a dose de Folltropin-V para 100 mg em um protocolo 

superovulatório de doadoras da raça Nelore, sem comprometer a resposta 
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superovulatória e a qualidade embrionária. Recentemente, Ree et al. (2009) 

observaram em animais Bos taurus, diminuição nas taxas de ovulação (32, 58 

e 84%) proporcional a dose de LH utilizada (8, 12,5 e 25 mg, respectivamente), 

indicando a necessidade do emprego de doses mais elevadas de pLH nas 

raças européias (25 mg) em comparação com as preconizadas na raça Nelore 

(12,5 mg). 

 Considerando que o Folltropin-V tem aproximadamente 16% de 

contaminação com LH (Mapletoft et al., 2002), as duas últimas doses de pFSH 

(13,3 mg) no presente trabalho teriam 2,1 mg de pLH (P-36). Quando as duas 

últimas doses de pFSH foram substituídas por pLH, as doadoras receberam 2 

mg e 4mg, (grupos P-36/LH2 e P-36/LH4, respectivamente). Na raça Angus as 

duas últimas doses de pFSH (20 mg) teriam aproximadamente 3,2 mg de 

contaminação, enquanto que a substituição permitiu que fossem aplicados 

somente 2 mg de pLH. Consequentemente, se as doadoras Angus precisam de 

uma dose total de FSH mais elevada do que as Nelore (200 mg vs 133 mg) e 

portanto, a concentração de LH contaminante também é superior (3,2 mg vs 

2,1 mg), a dose de LH utilizada no último dia do tratamento superestimulatório 

(2,0 mg) pode ter sido insuficiente para a raça Angus, resultando em menor 

desenvolvimento folicular e baixas taxas de ovulação e de produção de 

embriões. 

 Outra possibilidade a ser considerada seria a necessidade de uma 

pequena quantidade de pFSH no último dia do tratamento superestimulatório. É 

possível que o FSH estimule o crescimento dos folículos que ainda não 

atingiram a fase de desvio, de modo a tornarem-se responsivos ao LH 

administrado no D9. Existe ainda, a possibilidade do FSH favorecer o aumento 

da expressão de receptores de LH nas células da granulosa, como indicam os 

resultados obtidos in vitro por Nogueira et al. (2007b). Estes autores 

observaram aumento na expressão das isoformas LHR nas células da 

granulosa de zebuínos cultivadas na presença de FSH, quando comparadas a 

células cultivadas na ausência desta gonadotrofina.  
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Recentemente, Rosa et al. (2010) relataram na raça Angus, que a adição de 

LH às duas ultimas doses de FSH aumentaram significativamente a qualidade 

dos embriões, quando comparados aos embriões de doadoras que não 

receberam LH ou foram tratadas com eCG no último dia do tratamento 

superetimulatório P-36. Estes dados sugerem que a combinação FSH+LH pode 

ser benéfica para a produção de embriões e merece ser testada na raça 

Nelore. 

No presente trabalho foram observados em média 35,5 ± 1,4 folículos 

antrais no início dos protocolos (D0). Esses resultados são próximos daqueles 

relatados por outros autores na raça Nelore (39,0 ± 4,0 Alvarez et al., 2000; 

33,4 ± 3,2 Carvalho et al., 2008; 29,7 ± 3,1 Gimenes et al., 2009; 42,7 ± 5,9 

Bastos et al., 2010). Porém, diferem daqueles descritos em raças européias 

(21,0 ± 4,0 Alvarez et al., 2000; 25,4 ± 2,5 Carvalho et al., 2008; 15,0 ± 2,8 

Gimenes et al., 2009; 19,7 ± 3,2 Bastos et al., 2010). Segundo Alvarez et al. 

(2000) e Bastos et al. (2010), diferenças significativas entre a população 

folicular de taurinos e zebuínos podem estar associadas a altas concentrações 

circulantes de insulina e IGF-1 nas fêmeas zebuínas. 
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9.   CONCLUSÃO 

Os resultados corroboram a hipótese inicial deste trabalho, isto é, a eCG 

pode ser substituída por pLH, no último dia do tratamento superestimulatório 

sem prejudicar a produção de embriões viáveis.  
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11.   ANEXO I 

Trabalho científico enviado à revista Brazilian Journal of Veterinary Research and 

Animal Science. 
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Abstract 

Recent work with P-36 demonstrates that the replacement of the last two doses of FSH by eCG 

increases embryo yield. However, it is unclear if the positive effect of eCG is related to its FSH-

like activity, LH-like activity or both. This study aimed to verify the replacement of eCG by 

pLH on the last day of superstimulatory treatment. Twenty-five Nelore cows were allocated into 

four groups: P-36 (control); P-36/eCG; P-36/LH2 and P-36/LH4.  All animals underwent four 

treatments in a crossover design. Control group cows were superestimulated with decreasing 

doses of pFSH (133 mg, i.m.). In P-36/eCG, P-36/LH2 and P-36/LH4 the last two doses of 

pFSH were replaced by 2 doses of eCG (200 IU each dose, i.m.) or pLH, (1 and 2 mg each dose, 

i.m) respectively. Donors received fixed-time artificial insemination (FTAI) 12 and 24 h after 

pLH. Embryo flushing was performed on D16. Data were analyzed by ANOVA (Proc Mixed, 

SAS). There was a trend of decrease in ovulation rate when comparing groups LH2 and eCG 

(P=0.06). However, there was no significant difference in the mean number of viable embryos 

among groups P-36 (3.3±0.7); P-36/eCG (4.5±0.5); P-36/LH2 (3.7±0.8) and P-36/LH4 

(4.2±1.0). We concluded that the replacement of eCG by pLH on the last day of 

superstimulatory treatment can be performed with no significant variation in the production of 

viable embryos. 

Keywords: LH, eCG, embryo transfer, superovulation, Nelore.  

 

 

Resumo 

Trabalhos recentes com o P-36, mostram que a substituição das últimas duas doses de FSH por 

eCG melhora a produção de embriões. Entretanto, não é sabido se este efeito benéfico da eCG é 

devido à sua atividade FSH, LH ou ambas. Objetivou-se com o presente trabalho testar a 

substituição da eCG pelo pLH, no último dia do tratamento superestimulatório. Vinte e cinco 

vacas Nelore foram distribuídas em 4 grupos: P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e P-

36/LH4. Todos os animais receberam os quatro tratamentos superovulatórios de forma alternada 

(“crossover”). No grupo controle, os animais foram superestimulados com FSH (via IM, dose 
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total = 133 mg) duas vezes ao dia em doses decrescentes do D5 ao D8, enquanto que no grupo 

P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 as duas últimas doses de FSH foram substituídas por eCG 

(totalizando 400 UI via IM) ou LH (totalizando 2 mg e 4 mg, via IM), respectivamente. As 

doadoras foram inseminadas (IATF) 12 e 24 horas após a aplicação de LH. A coleta de 

embriões foi realizada no dia 16.  Os dados foram analisados por ANOVA (Proc Mixed do 

SAS). Observou-se tendência de diminuição na taxa de ovulação quando comparados os grupos 

LH2 e eCG (p=0,06). Entretanto, não houve diferença significativa no número médio de 

embriões viáveis entre os grupos P-36 (3,3±0,7), P-36/eCG (4,5±0,5), P-36/LH2 (3,7±0,8) e P-

36/LH4 (4,2±1,0). Conclui-se que a substituição da eCG por pLH, no último dia de tratamento 

superestimulatório, pode ser realizada sem alterar significativamente a produção de embriões 

viáveis.  

Palavras-chave: LH, eCG, superovulação, transferência de embriões, Nelore. 

 

1. Introdução 

Em decorrência da facilidade de adaptação ao ambiente tropical, os zebuínos, predominam 

em muitos países do hemisfério sul, contrastando com o hemisfério norte, onde prevalecem as 

raças européias (Bos taurus). 

A demanda crescente por animais de elevado mérito genético tem impulsionado o uso de 

técnicas de biotecnologia, notadamente aquelas associadas à reprodução. Nesse contexto, a 

inseminação artificial e a indução de ovulação múltipla (superovulação) para a produção e 

transferência de embriões (TE), são biotecnologias amplamente utilizadas para acelerar o 

melhoramento genético do rebanho1,2,3. 

Embora os tratamentos para induzir ovulações múltiplas tenham evoluído de protocolos 

superestimulatórios que dependem da detecção do estro para sincronizar o crescimento folicular 

e a ovulação, permitindo a IATF e facilitando o manejo das doadoras, não houve um aumento 

expressivo na produção de embriões viáveis1,2, 3, 4. 
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     Dentre os tratamentos superestimulatórios utilizados, Barros e Nogueira2 desenvolveram um 

protocolo no qual a fonte de progesterona é mantida por 36 horas após a aplicação de PGF2α 

(daí a denominação P-36) e a ovulação é induzida com LH exógeno, administrado 12 horas 

mais tarde. Graças à administração exógena de LH é possível controlar o momento da ovulação, 

que ocorre entre 24 e 36 horas após a injeção de LH2. Consequentemente, a IA é realizada em 

tempo fixo (IATF) 12 e 24 horas após a aplicação de LH, dispensando a detecção do cio das 

doadoras.  

     Uma modificação deste protocolo foi proposta por Barcelos et al.5  ao testarem em vacas da 

raça Nelore, se a substituição do pFSH por eCG (2 doses 200UI), no último dia do tratamento 

superestimulatório aumentaria  a produção de embriões. Este autores esperavam que no último 

dia do tratamento superestimulatório a maioria dos folículos já teriam adquirido receptores para 

LH6 e a administração de eCG, devido a sua capacidade de estimular receptores de LH e FSH7 

poderia melhorar a maturação oocitária e consequentemente a qualidade embrionária. Tanto o 

número de folículos com diâmetro superior a 6 mm presentes no momento da administração de 

pLH, quanto o número de estruturas totais colhidas foram superiores (p < 0,03) nos animais que 

receberam eCG. De forma similar, Mattos et al.8 observaram na raça Sindi (Bos indicus) 

aumento na produção de embriões viáveis ao substituírem o FSH por eCG no último dia do 

protocolo P-36 (2,6±0,7 vs 5,8±1,3, p<0,05).  

Levando-se em consideração os resultados favoráveis do uso da eCG no protocolo P-36 e a 

possibilidade do efeito benéfico da eCG ser devido principalmente a sua atividade LH, 

objetivou-se com o presente trabalho testar a  substituição da eCG pelo LH, no último dia do 

tratamento superestimulatório em vacas da raça Nelore.  
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2. Material e método 

O experimento foi realizado na Fazenda Figueira, no município de Londrina, estado do 

Paraná (latitude 23º33’ S, longitude 50º58’ O, altitude 622 m). As doadoras da raça Nelore com 

escore de condição corporal 3,0 a 4,0 (escala de 1 a 5 9), foram mantidas em pastagem capim 

Tanzânia (Panicum maximum) e estrela branca (Cynodon plectostachyus), sal mineral e água à 

vontade. Durante o período de Outubro de 2009 a Fevereiro de 2010, (Primavera e Verão no 

hemisfério Sul). 

As vacas (n = 25) foram distribuídas aleatoriamente em 4 grupos: Controle (P-36/FSH), P-

36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. Posteriormente os animais foram trocados de grupo de maneira 

que todas as doadoras fossem submetidas aos quatro tratamentos (crossover). Cada período em 

que a doadora recebeu um tratamento obteve a denominação de rodada. 

Em dia aleatório do ciclo estral, denominado dia zero (D0), as 25 vacas foram avaliadas 

com ultrassom (Mindray DP 3300-Vet, transdutor transretal linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-

Medical eletronics Co.Ltda, Sheuzheu, China) para verificar a condição ovariana (população de 

folículos, presença de corpo lúteo (CL), ocorrência de cisto folicular), receberam um dispositivo 

intravaginal contendo progesterona (1 g, Primer®, Tecnopec, São Paulo, Brasil) e administração 

de 2 mg de benzoato de estradiol (BE, via IM, Estrogin ; Farmavet, São Paulo, Brasil).  Cinco 

dias mais tarde (D5) foi iniciado o tratamento superestimulatório (FSH, 133 mg, Folltropin-V®, 

via IM, NIH-FSH-P1, Folltropin-V®, IM, Bioniche Animal Health, Ontário, Canadá), 2 vezes ao 

dia, durante 4 dias consecutivos (40, 30, 20 e 10% da dose total respectivamente). 

No dia sete (D7) às 7 h foi administrada uma dose luteolítica de um análogo da PGF2α 

(0,150 mg de d-cloprostenol, via IM, Prolise , Tecnopec, São Paulo, Brasil). Trinta e seis horas 

após a aplicação de PGF2α (D8 às 19 h), o dispositivo intravaginal contendo progesterona foi 

removido.  A indução da ovulação foi realizada através da administração de LH (Lutropin®, 

12,5 mg, via IM, Bioniche Animal Health, Ontário, Canadá) no dia nove (D9) às 19 h, ou seja, 

quarenta e oito horas após a aplicação de PGF2α. Os animais foram inseminados artificialmente 
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em tempo fixo (IATF), sem a observação de cio, 12 e 24 horas após a aplicação de LH (Figura 

1).  

Foi utilizado sêmen de oito touros da raça Nelore e as inseminações foram realizadas por 

três técnicos experientes. A morfologia e motilidade foram avaliadas10, em todas as rodadas as 

doadoras receberam sêmen do mesmo touro. 

Os animais do grupo P-36/eCG foram tratados de forma semelhante aos do grupo controle, 

porém as duas últimas doses de FSH foram substituídas por duas doses de gonadotrofina 

coriônica equina contendo 200UI cada uma (eCG, totalizando 400 UI via IM, Folligon, 

Intervet International B.V., Holanda). As doadoras do grupo P-36/LH2 e P-36/LH4 receberam 

tratamento semelhante, exceto que as duas últimas doses de FSH foram substituídas por duas 

injeções de LH contendo 1,0 e 2,0 mg, respectivamente (dose total = 2,0 e 4,0 mg). 

A dose de LH foi previamente determinada em experimento com 20 vacas divididas em 

quatro grupos experimentais (n = 5 por grupo) de acordo com a dose de LH administrada (12,5; 

6,25; 3,12 e 1,56 mg) a estes animais quando os folículos ovarianos atingiram diâmetro superior 

a 10 mm. O tratamento com 1,56 mg não induziu ovulação em nenhum dos 5 animais tratados e 

as demais doses (12,5; 6,25 e 3,12 mg) induziram, coincidentemente, ovulação em 80% das 

vacas tratadas11. A partir destes resultados, optou-se por utilizar uma dose total de 2,0 e 4,0 mg 

de LH para promover o crescimento folicular ovariano, porém, evitando-se a indução da 

ovulação.  

Os exames ultrassonográficos dos ovários (Mindray DP 3300-Vet, transdutor transretal 

linear de 7,5 MHz, Mindray Bio-Medical eletronics Co.Ltda, Sheuzheu, China) foram 

realizados nos dias 0, 5, 9, 11 e 16 (figuras 1), para avaliar a condição ovariana, a emergência da 

nova onda folicular, a eficácia do tratamento superestimulatório, a taxa de ovulação após 

administração do LH e o número de corpos lúteos.  
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A coleta de embriões foi realizada pelo método não cirúrgico (D16), através de lavagem 

uterina com 1L de Dulbeco phosfhate buffered saline (DPBS), por animal. Ao término da 

lavagem, o útero foi preenchido com DPBS e o cateter foi mantido no local com sua abertura 

lacrada por uma presilha de filtro de colheita. Posteriormente as doadoras foram liberadas e 

retornavam ao tronco de contenção 20 a 30 minutos após, para a realização de um novo 

procedimento de coleta de embriões (recoleta 12), com um volume adicional de 500 ml de DPBS, 

a fim de proporcionar uma melhor taxa de recuperação embrionária. Ao final do procedimento 

de recoleta cada doadora recebeu duas injeções IM de 150 µg de d-clorprostenol, com intervalo 

de 24 horas entre as aplicações. 

Após a classificação morfológica segundo as normas da Sociedade Brasileira de Tecnologia 

de Embriões13, os mesmos foram mantidos em meio de manutenção (TQC Holding Plus, 

Bioniche, Pullman, WA) até momento da criopreservação ou inovulação nas receptoras, no caso 

dos embriões transferidos à fresco. 

Os embriões transferidos foram inicialmente alocados em seis grupos experimentais: 

mórulas frescas, mórulas congeladas, mórulas vitrificadas, blastocistos frescos, blastocistos 

vitrificados e blastocistos congelados. 

 Análise Estatística 

Todas as doadoras (n = 25) passaram por todos os grupos em um delineamento experimental 

“crossover”. As variáveis, número de folículos maiores que 6 mm no dia 9, estruturas colhidas, 

estruturas fertilizadas e não fertilizadas, embriões viáveis e número de CL no dia da coleta 

foram transformados em raiz quadrada e os dados de porcentagem (taxas de ovulação), foram 

transformados em arco seno. Todos os resultados foram submetidos à Análise de Variância, 

cujo modelo incluiu efeito de rodada, tratamento, interação entre rodada e tratamento e efeito de 

doadora, sendo que este último foi considerado como efeito aleatório. Quando detectada 

diferença entre tratamentos, realizou-se o teste de Tukey (a posteriori) para comparar pares de 

médias. O programa utilizado para realizar as análises foi o MIXED Procedure do SAS 14. 
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Para investigar o efeito do tratamento sobre as contagens de embriões em cada uma das 

classes de embriões viáveis, grau I, II e III (excelente, bom, regular) foi realizada comparação 

através do teste de Friedman, considerando cada vaca como um bloco. Para os cálculos utilizou-

se o RANK Procedure e GLM Procedure do SAS14.  

A análise das taxas de prenhez aos 30 e 60 dias foram efetuadas através do ajuste de um 

modelo de regressão logística, incluindo o efeito do estágio de desenvolvimento, qualidade e 

tratamento (embriões frescos, vitrificados e congelados). Para os cálculos foi usado o 

GLIMMIX Procedure do SAS14. 

A significância foi considerada como sendo forte evidência quando p < 0,05 e alguma 

evidência 0,05 ≤ p < 0,10. 

 

3. Resultados 

Os tratamentos P-36/FSH, P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4 não apresentaram diferença 

quanto ao número de folículos superiores a 6 mm no D9, estruturas colhidas, estruturas 

fertilizadas, estruturas não fertilizadas, embriões viáveis e taxa de viabilidade (p > 0,05; Tabela 

1). Entretanto a taxa de ovulação obtida 36 h após a administração de LH tendeu a ser menor (p 

= 0,06) no grupo P-36/LH2, quando comparado ao grupo eCG. Além disso, houve diferença 

significativa no número de CL ao comparar-se o grupo eCG com os grupos LH2 e LH4 (Tabela 

1). 

A qualidade dos embriões não foi alterada de forma significativa nos diversos tratamentos 

(Tabela 2). 

As taxas de prenhez aos 30 e 60 dias de gestação dos embriões transferidos foram 

semelhantes nos 4 grupos experimentais. 
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4. Discussão 

No presente estudo, a substituição de eCG por pLH, no último dia do tratamento 

superestimulatório, não prejudicou a produção de embriões na raça Nelore. 

Embora tenha ocorrido apenas aumento numérico (P-36/eCG) na produção de embriões 

viáveis nas vacas tratadas com eCG quando comparadas ao controle (P-36), estudos anteriores 

com o protocolo P-36, têm mostrado que quando as duas últimas doses de FSH são substituídas 

pela administração de eCG, há um aumento na produção de embriões viáveis5,15,8, possivelmente 

devido a capacidade  da eCG  estimular receptores de LH e FSH. Consequentemente, a presença 

da eCG no protocolo superestimulatório resultaria em aumento na taxa de ovulação e produção 

de embriões4. 

No presente trabalho a substituição de eCG por 2,0 ou 4,0 mg de pLH no último dia do 

protocolo P-36 não alterou significativamente a produção de embriões viáveis, embora tenha 

ocorrido diminuição na taxa de ovulação das vacas do grupo LH2, quando comparada a do 

grupo eCG (67,8 50,6 vs 50,6%, respectivamente, p = 0,06).  No entanto, na raça Angus a 

substituição de eCG por 2 mg de pLH no último dia do tratamento superestimulatório diminuiu 

o número de embriões viáveis16. Dentre as possíveis explicações para estes resultados 

conflitantes estão as particularidades fisiológicas que diferenciam vacas Bos indicus de Bos 

taurus, mais especificamente a necessidade de diferentes doses de gonadotrofinas tanto para 

superestimular quanto para induzir a ovulação em doadoras taurinas e zebuínas17, 18.  

Raças de origem indiana têm demonstrado maior sensibilidade a gonadotrofinas exógenas 

que os bovinos taurinos. Baruselli et al.19, avaliaram a resposta superovulatória em 23 vacas 

Nelore utilizando diferentes doses de Folltropin-V (100, 133 e 200 mg). Estes autores 

concluíram que é possível reduzir a dose de Folltropin-V para 100 mg em um protocolo 

superovulatório de doadoras da raça Nelore, sem comprometer a resposta superovulatória e a 

qualidade embrionária. Recentemente, Ree et al. 18 observaram em animais Bos taurus, 

diminuição nas taxas de ovulação (32, 58 e 84%) proporcional a dose de LH utilizada (8, 12,5 e 
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25 mg, respectivamente), indicando a necessidade do emprego de doses mais elevadas de pLH 

nas raças européias (25 mg) em comparação com as preconizadas na raça Nelore (12,5 mg). 

 Considerando que o Folltropin-V tem aproximadamente 16% de contaminação com LH20, 

as duas últimas doses de pFSH (13,3 mg) no presente trabalho teriam 2,1 mg de pLH (P-36). 

Quando as duas últimas doses de pFSH foram substituídas por pLH, as doadoras dos grupos P-

36/LH2 e P-36/LH4, receberam 2,0 e 4,0 mg de LH,  respectivamente. Na raça Angus as duas 

últimas doses de pFSH (20 mg) teriam aproximadamente 3,2 mg de contaminação, enquanto 

que Rosa et al. 16 utilizaram apenas 2 mg de pLH no último dia do tratamento superestimulatório 

de vacas Angus. Consequentemente, é possível que a dose de 2,0 mg de LH seja insuficiente 

para doadoras Angus, quando comparadas às Nelore, resultando em menor desenvolvimento 

folicular e baixas taxas de ovulação e de produção de embriões. 

 Outra possibilidade a ser considerada seria a necessidade de uma pequena quantidade de 

pFSH no último dia do tratamento superestimulatório. É possível que o FSH estimule o 

crescimento dos folículos que ainda não atingiram a fase de desvio, de modo a tornarem-se 

responsivos ao LH administrado no D9. Existe ainda, a possibilidade do FSH favorecer o 

aumento da expressão de receptores de LH nas células da granulosa, como indicam os 

resultados obtidos in vitro por Nogueira et al. 21. Estes autores observaram aumento na expressão 

das isoformas LHR nas células da granulosa de zebuínos cultivadas na presença de FSH, 

quando comparadas a células cultivadas na ausência desta gonadotrofina.  

Recentemente, Rosa et al. 16 relataram, na raça Angus, que a adição de LH às duas ultimas 

doses de FSH, aumentaram significativamente a qualidade dos embriões, quando comparados 

aos embriões de doadoras que não receberam LH ou foram tratadas apenas com eCG no último 

dia do tratamento superetimulatório P-36.  
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5.  Conclusão 

Conclui-se que a eCG pode ser substituída por pLH, no último dia do tratamento 

superestimulatório sem prejudicar a produção de embriões viáveis. Novos experimentos estão 

sendo realizados para verificar se a combinação FSH+LH pode ser benéfica para a produção de 

embriões na raça Nelore.  
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Figura 1: Tratamento superestimulatório P-36 utilizado nas vacas Nelore do Grupo P-36 (controle). 

BE = benzoato de estradiol; US = ultrassom; FSH = hormônio folículo estimulante; PGF2α 

= prostaglandina; eCG = gonadotrofina coriônica equina; LH = hormônio luteinizante; 

IATF = inseminação artificial em tempo fixo. 
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Tabela 1. Média (±EPM) do número de folículos maiores que 6 mm presentes no D9 do protocolo 

superestimulatório, taxa de ovulação 48 horas após a administração de LH (D11),  

número de corpos lúteos no momento da coleta de embriões, estruturas colhidas, 

embriões viáveis, taxa de viabilidade e número total de embriões viáveis em vacas 

Nelore (n = 25) tratadas com os protocolos P-36 (controle), P-36/eCG, P-36/LH2 e 

P-36/LH4.   

 P-36 P-36/eCG P-36/LH2 P-36/LH4 

Folículos > 6 mm (D9) 30,2±2,6 28,3±2,6  28,6±2,5  26,3±2,6  

Taxa de ovulação (D11,%) 60,7 67,8  50,6+   55,4  

Corpos lúteos 16,8±2,1  19,2±2,4*  12,7±2,0  12,3±1,5  

Estruturas colhidas 8,6±1,6 9,6±1,5  6,9±1,4  7,4±1,3  

Embriões viáveis 3,3±0,7 4,5±0,5  3,7±0,8  4,2±1,0  

Estruturas não fertilizadas 2,8±0,7 2,0±0,5 1,2±0,5 0,5±0,2 

Taxa de viabilidade 35,5 42,4  41,7  44,2  

Total de embriões viáveis 83 112 87 106 
 

*Significativamente diferente (p<0,05) quando comparados aos grupos LH2 e LH4. 

+ Quando comparado ao Grupo eCG (p=0,06) 
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Tabela 2. Número total de embriões classificados como G I, G II, G III de acordo com suas 

características morfológicas, obtidos em vacas Nelore tratadas com P-36 (controle), 

P-36/eCG, P-36/LH2 e P-36/LH4. 

Classificação Controle eCG LH2 LH4 

GI  21   46 33 39 

GII 28  32 28 30 

GIII 34 34 26 37 
 

  Não houve diferença significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. 
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Figura 2. Taxas de prenhez obtidas após a transferência de embriões frescos, vitrificados e 

congelados produzidos em vacas Nelore tratadas com P-36 (controle), P-36/eCG, P-

36/LH2 e P-36/LH4. 
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