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Resumo 

Na última década, inúmeros protocolos para induzir ovulação múltipla e transferência de embriões foram 
desenvolvidos. A sincronização da ovulação permite a utilização da inseminação artificial em tempo fixo 
(IATF) em doadoras de embriões bovinos, facilitando o manejo destes animais. Embora os protocolos que 
utilizam a IATF tenham evoluído e produzam tantos embriões viáveis quanto os protocolos convencionais 
que necessitam da observação do estro, não se observou aumento significativo na produção de embriões 
provenientes de fêmeas bovinas superestimuladas. Esta revisão tem por objetivo dar ênfase aos protocolos 
superestimulatórios nos quais as últimas duas doses de pFSH são substituídas por eCG ou LH. Estudos 
recentes indicam que um estímulo extra de LH (por meio da aplicação de eCG ou LH), no último dia do 
tratamento superestimulatório, parece aumentar o número de embriões viáveis de raças zebuínas e 
taurinas. 
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Abstract 

In the last decades several hormonal treatments to induce multiple ovulation and embryo transfer (MOET) 
have been developed. Tight control of the time of ovulation allowed the use of fixed-time artificial 
insemination (FTAI) in bovine embryos donors, facilitating animal management. Although, protocols that 
allow FTAI have evolved and yield as much embryo as conventional protocols that requires estrus 
detection, substantial increase in viable embryo production has not been observed in superestimulated 
bovine cattle. The present review put emphasis on superestimulatory protocols in wich the last two doses 
of pFSH are replaced by eCG or LH. Recent results indicate that an extra LH stimulus (using eCG or LH), on 
the last day of P-36 superestimulatory treatment, seems to improve transferable embryo yield in both Bos 
taurus and Bos indicus cattle. 
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Introdução 

As fêmeas bovinas têm sido alvo de 

numerosas pesquisas visando a otimização dos 

gametas. Gordon (2003) relata que bezerras ao 

nascimento possuem mais de 100.000 oócitos em 

seus ovários, que pelas vias naturais podem gerar 

0,01% de produtos viáveis, totalizando por volta 

de dez descendentes durante a vida reprodutiva. 

A fim de ampliar o aproveitamento dos gametas 

femininos, é necessário o uso de biotecnologias 

como a indução de múltipla ovulação e 

transferência de embriões e a produção in vitro 

de embriões (MERTON et al., 2007). 

Vários protocolos para induzir múltiplas 

ovulações em bovinos têm sido desenvolvidos 

(BARUSELLI et al., 2006; BÓ et al., 2006; BARROS; 

NOGUEIRA, 2005). Dentre os hormônios 
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empregados nestes protocolos destacam-se a 

gonadotrofina coriônica equina (eCG) 

administrada isoladamente (BOLAND et al., 1978) 

ou em combinação com antissoro contra eCG 

(DIELEMAN et al., 1987), o hormônio folículo 

estimulante (FSH) de origem suína, ovina ou de 

extratos da pituitária equina (DONALDSON, 

1989), ou ainda, o FSH recombinante bovino 

(LOONEY; BONDIOLI, 1988). 

Existem relatos na literatura de que a 

presença de um folículo dominante no início do 

tratamento superestimulatório diminui a 

produção de embriões (LUSSIER et al., 1995; 

GUIBAULT et al., 1991). Entretanto, algumas 

estratégias são utilizadas para impedir os efeitos 

do folículo dominante durante o tratamento 

superestimulatório, tais como iniciar as 

administrações de FSH no primeiro dia do ciclo 

estral (ROBERTS et al., 1994; GOULDING et al., 

1990), aspiração do folículo dominante ou de 

todos os folículos maiores que 5 mm de diâmetro 

(BODENSTEINER et al., 1996; BERGFELT; 

LIGHTFOOT; ADAMS., 1994) ou a sincronização da 

onda folicular utilizando progesterona e estradiol 

(BÓ et al., 2006; BÓ et al., 1995). 

O uso de progesterona em associação 

com a administração intramuscular de estradiol 

promove a atresia dos folículos e induz o início de 

uma nova onda folicular aproximadamente 4 dias 

após o início do tratamento (BÓ; BARUSELLI; 

MARTINEZ, 2003; BÓ et al., 1995). A fim de evitar 

a presença do folículo dominante, o tratamento 

superestimulatório com FSH é administrado no 

início da onda folicular, isto é, 4 dias após a 

inserção do dispositivo intravaginal contendo 

progesterona e administração de estrógeno. Dois 

dias após o início da aplicação de FSH, é 

administrada também uma dose luteolítica de 

PGF2α e 12 horas mais tarde a fonte de 

progesterona é removida. As doadoras de 

embrião são inseminadas 12 e 24 horas após a 

detecção do estro e após sete dias, os embriões 

são coletados, classificados, transferidos ou 

criopreservados. Este protocolo apresenta duas 

vantagens, pode ser iniciado em qualquer dia do 

ciclo estral e dispensa a detecção do estro antes 

de iniciar o tratamento superestimulatório.   

A detecção do estro ainda é necessária 

para realização da inseminação artificial das 

doadoras, pois não são utilizados indutores de 

ovulação. Suspeita-se que folículos que não 

ovularam após o tratamento superestimulatório 

com FSH, não se desenvolveram ou não possuem 

quantidades suficientes de receptores para LH 

(LHR) para responderem ao pico pré ovulatório 

de LH (D’OCCHIO et al., 1997; XU et al., 1995; LIU; 

SIROIS, 1998). Portanto, tem sido proposto que o 

adiamento no pico pré ovulatório de LH pode ser 

uma forma de aumentar a produção de embriões 

(VAN LEEMPUT et al., 2001; LIU; SIROIS, 1998; 

D’OCCHIO et al., 1997), além de permitir a 

inseminação artificial em tempo fixo (IATF) das 

doadoras após o protocolo superestimulatório 

(BARROS et al., 2009; BARROS; NOGUEIRA, 2005; 

BARROS; NOGUEIRA, 2001). 
Esta revisão tem por objetivo dar ênfase 

aos protocolos superestimulatórios nos quais as 

últimas duas doses de pFSH são substituídas por 

eCG ou LH. 

Revisão Bibliográfica 

Os protocolos superestimulatórios 

associados a IATF apresentam bons resultados 

para doadoras zebuínas (Bos indicus) (NOGUEIRA 

et al., 2002), entretanto, quando doadoras 

taurinas (Bos taurus) são submetidas aos mesmos 

tratamentos, o número de estruturas colhidas 

tem sido insatisfatório (BARUSELLI et al., 2006). 

Estes resultados podem ser atribuídos às 

particularidades fisiológicas que diferenciam 

vacas Bos indicus de Bos taurus. Dentre elas, o 

diâmetro folicular, sendo que fêmeas Bos taurus 

atingem a fase de desvio folicular com diâmetro 

superior ao de fêmeas Bos indicus (6,1 mm; 

SARTORELLI et al., 2005 para Bos indicus e 8,5 

mm; GINTHER et al., 1996 para Bos taurus). Deste 

modo, supõe-se que os folículos de fêmeas 

taurinas, para atingirem capacidade ovulatória, 

necessitam alcançar diâmetros superiores aos de 

fêmeas zebuínas. 
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Barros et al. (2009) testaram em novilhas 

Nelore a eficácia de diferentes protocolos nos 

quais o tempo esperado para a ovulação foi 

atrasado em 6 ou 12 horas e a ovulação foi 

induzida pela administração de LH ou GnRH. 

Embora, estes protocolos não tenham 

aumentado significativamente a quantidade de 

embriões viáveis quando comparados a 

protocolos com detecção do estro, foi possível 

sincronizar o momento da ovulação por meio de 

protocolos hormonais, possibilitando o uso de 

IATF. A partir destes experimentos, um novo 

protocolo foi desenvolvido, denominado 

Protocolo P-36 (BARROS; NOGUEIRA, 2005), em 

que o dispositivo intravaginal liberador de 

progesterona foi retirado 36 horas após a 

administração da PGF2α (motivo pelo qual o 

protocolo denomina-se P-36) e a ovulação foi 

induzida com LH exógeno, administrado 12 horas 

após a retirada do dispositivo intravaginal (isto é, 

48 horas após a aplicação de PGF2α). Visto que a 

ovulação ocorre entre 24 e 36 horas após a 

administração do LH (NOGUEIRA; BARROS et al., 

2003) a IATF é realizada 12 e 24 horas após o LH, 

dispensando a necessidade de observação do 

estro. Nesses estudos, a manutenção do 

dispositivo de progesterona 24 ou 36 horas após 

maneira mais precisa o pico pré-ovulatório de LH 

(endógeno) e viabilizar a IATF após a SOV 

(BARUSELLI et al., 2006; BARROS; NOGUEIRA, 

2001).  

A eficácia do protocolo P-36 tem sido 

confirmada (BARUSELLI et al., 2006; NOGUEIRA; 

BARROS et al., 2003), e recentemente Nogueira 

et al. (2007a) reportaram média de 9,4±0,63 

embriões viáveis e taxa de viabilidade de 71% 

(1279/1807), em 136 coletas realizadas em vacas 

da raça Nelore. Estes resultados são semelhantes 

aos obtidos em protocolos em que a IA é 

realizada 12 e 24 horas após a detecção do estro 

(NOGUEIRA; BARROS, 2003; NOGUEIRA et al., 

2002). O protocolo P-24 é uma variação do P-36, 

onde a fonte de progesterona é removida 24 

horas depois da PGF2α e o LH administrado 48 

horas após a aplicação da PGF2α. Os resultados 

relatados foram semelhantes aos obtidos com o 

protocolo P-36 (BARUSELLI et al., 2006; ZANENGA 

et al., 2003). 

Normalmente as doadoras são 

inseminadas duas vezes, 12 e 24 horas após a 

administração de GnRH ou LH. No protocolo P-36 

a IATF pode ser realizada com apenas uma dose 

de sêmen, sem redução significativa da produção 

de embriões, quando a IA é realizada, 16 horas 

após a administração de LH, (BARUSELLI et al., 

2006).  

Outra modificação no protocolo P-36 foi 

testada em vacas Bonsmara (BARCELOS et al., 

2007) e Nelore (BARCELOS et al., 2006), onde as 

duas últimas administrações de FSH foram 

substituídas pela administração de eCG. 

Esperava-se com este protocolo, que a eCG, 

graças a sua capacidade de estimular tanto 

receptores de LH quanto de FSH (MURPHY; 

MARTINUK, 1991) induziria o crescimento dos 

folículos com diferentes diâmetros, de tal forma 

que os folículos adquirissem receptores de LH e, 

posteriormente, ovulariam em resposta ao LH 

exógeno. Vacas Nelore (n=20) foram separadas 

aleatoriamente em dois grupos, protocolo P-36 e 

P-36/eCG e cada animal recebeu os dois 

tratamentos alternadamente (delineamento 

“cross-over”). No protocolo P-36/eCG, as duas 

últimas administrações de FSH foram substituídas 

por duas administrações intramuscular (i.m.) de 

200UI de eCG. O número de folículos > 6 mm no 

momento da administração do pLH (21,1±2,9 vs 

15,3±2,1) e o número de estruturas totais 

recuperadas (10,0±1,5 vs 6,7±1,2, p<0,03) foram 

maiores nos animais que receberam eCG 

(BARCELOS et al., 2006). Estes resultados indicam 

que a administração de eCG estimula o 

crescimento folicular final, possivelmente devido 

a presença de receptores de LH em folículos 

maiores que 7 mm (SIMÔES et al., 2010; BARROS 

et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2007b), resultando 

em maior número de folículos aptos a ovularem 

em resposta a administração exógena de LH. 
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Consequentemente, o tratamento com a 

eCG aumentou o número total de 

oócitos/embriões recuperados, porém, não 

houve aumento significativo no número médio 

de embriões viáveis produzidos pelas vacas 

tratadas eCG (7,3±1,20 vs 5,1±1,10). Entretanto, 

o número total de embriões viáveis produzidos 

pelas vacas tratadas com o protocolo P-36/eCG 

(146 vs 102) sugere que é vantajoso substituir as 

últimas duas doses de pFSH por eCG. 

Na raça Brangus, 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. Todavia, 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. 

Levando em consideração que o uso 

repetitivo de eCG reduz a produção de embriões, 

devido provavelmente a produção de anticorpos 

contra eCG (BARUSELLI et al., 2008), testou-se a 

substituição de eCG por LH, no último dia do 

tratamento superestimulatório. Rosa et al. (2010) 

trataram vacas Angus (n=22) com os protocolos 

P-36/LH60 (grupo controle), P-36/eCG (as últimas 

doses de FSH foram substituídas por duas doses 

de 200UI de eCG, totalizando 400 UI via IM), P-

36/LH (as duas últimas doses de FSH foram 

substituídas por duas doses de 1,0mg de LH) e P-

36/FSH+LH (juntamente com as duas últimas 

doses de FSH foi administrado 1,0mg de LH). Os 

autores observaram que a substituição da eCG 

pelo LH (grupo P36/LH) resultou em declínio 

(p<0,05) no do número de embriões viáveis, 

quando comparado aos outros grupos. No 

entanto, a adição de LH as duas últimas doses de 

FSH (P-36/FSH+LH) melhorou a qualidade e 

aumentou numericamente a quantidade total de 

embriões coletados (87) quando comparado ao 

grupo controle (43) e P-36/LH (13), e foi similar 

ao P36/eCG (67). Estes resultados indicam que a 

eCG não pode ser substituída apenas pelo LH (2,0 

mg) no último dia do tratamento 

superestimulatório de vacas Angus. Entretanto, a 

combinação FSH+LH pode ser utilizada no lugar 

da eCG, no último dia do tratamento 

superestimulatório. 

Para verificar se o aumento na dose do 

LH teria efeito benéfico na produção de 

embriões, Oliveira et al. (2010) distribuíram vacas 

Nelore (n=25) em quatro grupos: P-36, P-36/eCG, 

P-36/LH2,0 (as duas últimas administrações de 

FSH foram substituídas por 2 doses de 1,0 mg de 

LH) e P-36/LH4,0 (as duas últimas doses de FSH 

foram substituídas por duas doses de 2,0 mg de 

LH). Todas as doadoras foram superestimuladas 

quatro vezes e receberam todos os tratamentos 

(crossover). 

Apesar da tendência de diminuição na 

taxa de ovulação nas vacas do grupo LH 2,0 

quando comparadas às do grupo eCG (50,6 vs 

67,8%, respectivamente, p=0,06), não houve 

diferença na média de embriões viáveis 

recuperados nos quatro tratamentos, P-36 

(3,3±0,7), P-36/eCG (4,5±0,5), P-36/LH2,0 

(3,7±0,8) e P-36/LH4,0 (4,2±1,0). Os autores 

concluíram que a administração de eCG pode ser 

substituída pelo LH (4,0mg), no último do 

tratamento superestimulatório sem afetar a 

viabilidade de embriões recuperados de vacas 

Nelore. 
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Conclusões 

Em suma, os resultados acima indicam que um 

estímulo extra de LH (usando eCG ou LH), no 

último dia do tratamento superestimulatório do 

protocolo P-36, melhora ou tende a melhorar a 

quantidade de embriões viáveis recuperados em 

bovinos (Bos indicus e Bos taurus). Entretanto, 

experimentos adicionais são necessários para 

confirmar e ampliar estes achados. 
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