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EFEITOS DO HORMONIO FOLICULO ESTIMULANTE (FSH) E DA GONADOTROFINA I)A MENOPAU-
SA HUMANA (hMG) COMO AGENTES SUPEROVULANTES EM TRATAMENTOS SUCESSIVOS DE
VACAS DA RACA HOLANDESA, VARIEDADE PRETA E BRANCA, UTILIZADAS EM TRANSFERENCIA
DE EMBRIOES

EFFECT OF FOLLICLE STIMULATING HORMONE (FSH) AND HUMAN MENOPAUSAL GONADOTROPHIN (hMG)
AS SUPEROVULATING AGENTS IN CONSECUTIVE TREATMENTS OF HOISTEIN MACK AND WHITE COWS
USED IN EMBRYO TRANSFER

Paulo Garcez dc OI.IVEIRA'; José Antonio VISINTIN2 Valquiria Hypp6lito BARNABES5; Renato Campanarut BARNABIV'

RESUMO

Para verificar o efeito superovulante de 38mg de FSH e de 2400 U.I. de hMG (1200 U.l. de FSH
+ 1200 U.I. de LH) em doses diarias decrescentes durante 4 dias consecutivos, a partir do 102
dia do ciclo estral. foram utilizadas 10 vacas Holandesas, variedade preta e branca. No 3Bdia
apos o inicio do tratamento, os animais receberam 500|jg de Cloprostenol para sincronizagdo
do ciclo estral, sendo inseminados 12 e 24 horas ap6s o inicio do cio. O processo de
superovulacgdo foi repetido por 5 vezes, com intervalo de 60 dias, empregando-se 0s mesmos
animais e as mesmas doses hormonais para verificar as possiveis alteragdes das respostas
superovulatdrias. Realizaram-se as colheitas dos embrides no 7adia ap6s o cio, através do
método ndo cirdrgico, em sistema fechado e com o auxilio de catéter Neustadt Ad-Aisch.
Utilizaram-se, para cada corno uterino, 500ml do meio de Dulbecco modificado (PBS).
aquecidos a 37°C e enriquecidos com 1% de soro fetal bovino. O meio recuperado permaneceu
em repouso por 30 minutos, sifonando-se o sobrenadante. Os 100nil restantes foram colocados
em placas de Petri quadriculadas para localizagdo das estruturas, empregando-se
estereomicroscopio com aumentos de 10 e 40 vezes. Das 105 estruturas obtidas com FSH e 43
com hMG, 79 (75%) e 31 (72%) eram viaveis, sendo os embrides inovulados nos cornos
uterinos ipsolaterais aos corpos lUteos através do método ndo cirdrgico. O diagnéstico de
gestacgdo foi realizado através de palpacao retal. 45-60 dias apos as transferéncias, obtendo-se
taxas de 43% (34/79) para o FSH e 55% (17/31) para o hMG.

UNITERMOS: Superovulagdo; FSH; EmbriGes; Prenhez, diagnéstico; Bovinos, Raca
Holandesa; Vacas; Transferéncia de embrides

INTRODUCAO

A liberacdo de apenas um ou dois 6vulos por ciclo estral nas
espécies uniparas e o reduzido nimero dc gestacdes devido
ao longo periodo da prenhez, fazem com que uma fémea
produza poucos descendentes durante a sua vida. Isto pode
ser aumentado, ao se permitir que este animal fique tempo-
rariamente prenhe, recolhcndo-se os embriGes nos estagios
iniciais de desenvolvimento e transferindo-os para os tratos
reprodutivos de outras fémeas para completarem as gesta-
¢Oes. Este processo pode ser, ainda, ampliado se adoadora for
superovulada3b.

Os hormdénios comumente utilizados para superovular féme-
as bovinas sdo; a gonadotrofina da égua prenhe-PMSG15 o
hormoénio foliculo estimulante-FSH12 e a gonadotrofina da
inenopausa humana - hMG21:2, com doses, esquemas de
aplicacdes e resultados diferentes.

1-Médico Veterinario
2-P>rofessor Doutor - Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da USP
3-Professor Titular - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP
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A primeira superovulacdo em bovinos foi feita com FSH de
origem hipofisaria, aplicado por via subeutanea, uma a duas
vezes ao dia durante 5 dias2,

O FSH tem sido intensamente utilizado para promover
superovulacBes em bovinos leiteiros, geralmente em doses
decrescentes por 4 ou 5 dias cm concentra¢des que variam de
26 a 50mg4'56'7 1,12-13 16'17 1i-19,2324'25,26:30'34,36-37, com a mai-
oria dos trabalhos empregando 32mg.

O efeito da lactagdo sobre o tratamento superovulatério foi
investigado, encontrando-se significativa diferenca entre va-
cas lactantes ou ndo, em relacdo ao nimero de embrides
transferiveis10 Por outro lado, a reducgédo de duas aplicacdes
diarias dc FSH para uma ao dia ou uma a cada dois dias
resultou em diminuigdo nas taxas de ovulagGes e, consequen-
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temente, dc embrides recuperados e embrides vidveis8.

Animais com baixas respostas superovulatorias foram classi-
ficados em dois grupos: os que apresentam menos dc 200
foliculos em crescimento por ovario no inicio do tratamento
e aqueles com grande numero de foliculos normais cm
crescimento, porém manifestando alta taxa de atresia de
foliculos com diametro superior a 1,7mm29.

Os efeitos da classificagdo morfolégica dos embries e da
qualidade dos corpos luteos das receptoras sobre os indices de
gestagdo também foram estudados, concluindo-se que um
rigoroso critério em tais avaliagcdes é altamente benéficol

A existéncia dc diferencgas entre a taxa de recuperacdo e o
nimero dc corpos lateos estimados por palpagéo retal levou
a recomendacdo de uma segunda colheita 24 horas apés,
corrigindo possiveis falhas técnicase recuperando estrututuras
que se encontravam no oviduto durante a primeira colheita20.

Semelhante ao FSH quanto aos esquemas para superovulagdo
e quanto as dosagens, 0 hMG tem sido empregado isolada-
mente21,2,3-330u em comparagdo com o FSH3927.

Diante dos dados obtidos na literatura, objetivou-se neste
trabalho comparar as respostas ovarianas e as taxas de gesta-
¢Oes oriundas dc vacas Holandésas, variedade preta e branca,
quando submetidas a técnicas de superovulagdo com FSH ou
hMG. Procurou-se, também, comparar as respostas
superovulatérias entre cinco tratamentos consecutivos, em
intervalos de 60 dias, com ambos os hormdnios, empregando
as mesmas doadoras e as mesmas dosagens.

MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado na Fazenda Lagoa Bonita, de
propriedade do Instituto Adventista de Ensino, localizada no
Municipio de Artur Nogueira. Estado de Sdo Paulo. Como
doadoras foram utilizadas 10 vacas Holandésas variedade
pretae brancae 110 novilhas mestigas como receptoras, idade
variavel de 30 a 110 meses, em bom estado de higidez e
nutrigéo.

As doadoras foram separadas ao acaso em 2 grupos de 5, 0
primeiro recebendo 38mg de FSH* a partirdo 10sdiado ciclo,
divididos em 8 doses decrescentes por via intramuscular a
intervalos de 12 horas. Quarenta e oito horas apds o inicio do
tratamento, foram aplicados 500pg de cloprostenol** para
inducdo de lutedlise. O segundo grupo recebeu 16 ampolas de

* - Folitropina Elea - Argentina
«= - Ciosin - Coopers do Brasil
*M - Pergovet 500 - Serono do Brasil
eeee - Anestesico Pearson
‘e*** . Cultilab - Campinas

hMG*** (cada ampola contém 75 U.l. de FSH e 75 U.l. de
LH), em idéntico esquema ao Grupo 1

Os sintomas de cio foram observados 4 vezes ao dia a partir
da 30ahora da aplicacéo da prostaglandina e as inseminacdes
artificiais praticadas 12 e 24 horas apds o inicio do cio,
utilizando-se sémen envasado em palhetas de 0,25ml, des-
congelado a 37°C durante 20 segundos28.

A reacdo ovariana das doadoras foi avaliada por palpacéo
retal contando corpos lateos e foliculos. Em seguida, proce-
deu-se a higienizacdo daregido perineal e a anestesia epidural
com 5ml de cloridrato de xilocaina**** a 2% sem vaso
constritor. As colheitas de embrides foram feitas por método
ndo cirdrgico, 7 dias apds o cio, através de catéter modelo
Neustadt Ad-Aisch3L A lavagem uterina foi feita com 500ml
do meio dc Dulbecco modificado (PBS)***** aquecido a
37°Ceenriquecido com 1% dc soro fetal bovino (SFB )***e*,
em cada como uterino. Apos recuperacdo do meio em frascos
de 500ml, deixou-se em repouso durante 30 minutos para
decantacdo e, em seguida, o sobrenadante foi sifonado,
mantendo-se 100ml transferidos para placas de Petri quadri-
culadas paralocalizagdo de estruturas sob estereomicroscépio
com aumento de 10 vezes. Com aumento de 40 vezes foi feita
avaliagdo morfoldgica, selecionado-se embrides viaveis que
foram envasados em palhetas dc 0,25ml.

Para sincronizacéo do ciclo estral, as receptoras receberam
500pg dc cloprostenol, 6 horas ap6s as doadoras, admitindo-
se uma assincronia de mais ou menos 24 horas. Uma vez
detectado o cio, as receptoras, sob anestesia epidural baixa,
receberam os embrides por via cervical, na por¢cdo média do
como uterino ipsolateral ao corpo liteo. O diagndstico de
gestacdo foi efetuado por palpagéo retal 45 a 60 dias apés a
inovulagdo. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia e ao teste de Tukey, calculando-se a diferenca
minima significativa ao nivel de 5% 14

RESULTADOS

A Tab. 1 mostra o nimero de corpos ldteos, estruturas e
embrides transferidos de doadoras superovuladas com o
horménio foliculo estimulante (FSH) e com a gonadotrofina
da menopausa humana (hMG), bem como o ndmero e
porcentagem de gestagOes resultantes nas receptoras.

A Tab. 2 mostra as médias e os desvios padrées do nimero
de corpos llteos, de estruturas, de embrides recuperados, de
embrides viaveis transferidos e de gestacdes, nos 5 tratamen-
tos consecutivos com FSH e/ou hMG.
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TABELA 1
Total de corpos lUteos, estruturas e embrides transferidos de animais superovulados, em 5 tratamentos consecutivos com FSH
e hMG. NUmero e porcentagem de gestacdes em receptoras. Sdo Paulo, 1992.

ANIMAIS C.L. FCTRMTI IRAS
Viaveis Deg. ovulos
(FSH)
T 41 08 04 01
G 19 10 05 00
A 34 21 03 01
M 59 20 04 01
N 50 20 06 01
Total 203 79 22 04
(hMG)
\Y 41 01 00 00
U 12 02 00 01
D 27 10 05 00
P 14 00 01 00
C 28 18 05 00
Total 122 31 u 01
C.L. = corpos luteos

Deg. = degeneradas
Transf. = transferidos

DISCUSSAO

A média de 8,1 corpos luteos (Tab. 2) obtida com 38mg de
FSH mostrou-se inferior a conseguida com 30mg9,32mg73,
40mg37 e 50mg26, equiparou-se com a obtida com 44mg25e
50mg' ', mas foi superior as alcancadas com 40mg4e também
com vacas ndo lactantes e em diferentes estagios de lactacdo10.

No caso do hMG, que tem-se mostrado equivalente ao FSHY9,
a média de 4,9 corpos luteos (Tab. 2) obtida com 2.400U.1.,
foi inferior aos resultados de trabalhos que empregaram 1.050
u-i.9-22.27.32.33 j 350 e 2.100 U.l.2l e 1.425 U.1.3.J4 com o
emprego de 900 U.1.2de hMG, foram obtidos em média 3,8
corpos luteos.

Ao comparar as médias totais de corpos lGteos entre 0 FSH e
o hMG, a diferenca significativa (p<0,05) foi favoravel ao
FSH, assim como entre os tratamentos 2 e 4, com FSH,
enquanto com hMG ndo ocorreu diferenca entre os tratamen-
tos de 1a 5 (Tab. 2).

Dos 8,1 corpos lateos obtidos com 38mg de FSH, foram
recuperadas, em média, 4,2 estruturas (Tab. 2), o que
corresponde a uma taxa de recuperagdo de 51,9% em relacdo
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. EMBRIOES GF.STACOF.S
Total TRANSF. Ne %
13 08 05 62,5
15 10 05 50,0
25 21 06 28,6
25 20 09 450
27 20 09 450
105 79 34 43,0
01 01 00 00,0
03 02 01 50,0
15 10 07 70,0
01 00 00 00,0
23 18 09 50,0
43 31 17 54,8

ao numero de corpos lGteos. Na literatura disponivel encon-
tram-se resultados superiores a 4,837, 5,35e 5,68 estruturas3
com o emprego de 40mg; 6,4 estruturas com a utilizacdo de
50mgn; 6,92 e 553 com 32mg; 9,6 com doses de 26 a
50mgB e 10,6 e 6,1 estruturas, respectivamente, com a
administracdo de 26 a 50mglx.

Por outro lado, os resultados aqui apresentados foram supe-
riores a 3,5 e 4 estruturas obtidas com FSH nacional ou
importadobe as 2,4 registradas por LANDSVERK et al.2
(1991), segundo os quais, ndo raramente, colhem-se menos
estruturas que as esperadas em relagdo ao nimero de corpos
lateos estimados por palpacdo retal e recomendam, nesses
casos, uma segunda colheita, 24 horas mais tarde. Esta
recomendacdo poderia ser aplicada a duas vacas (T e M) do
experimento com FSH: em 2 tratamentos (lee 59) o animal T
apresentou cio e reacdo ovariana, porém, apos a lavagem dos
cornos uterinos, ndo foi possivel recuperar nenhuma estrutu-
ra; o animal M, em 2 tratamentos (2ee 4e) apresentou cio e
reacdo ovariana e, ao serem realizadas as colheitas, o resul-
tado foi negativo. Efetuou-se entdo uma segunda colheita
nesses animais (mais ou menos 12 horas ap6s a primeira),
recuperando-se, respectivamente, 2 e 4 blastocistos no 19e 4®
tratamentos.
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HORMONIOS

Tl

(CORPOS LUTEOS)

FSH 94 +33

hMG 7250
(ESTRUTURAS)

FSH 3843

hMG 26+25
(EMBR.RECUP.)

FSH 3641

hMG 24 %25
(EMBR.VIAV.TRANSF.)

FSH 30472

hMG 18 2,0
GESTACOES

FSH 12+ 16

hMG 1,0+ 1.0
a, b =

[
N
1

TABELA 2

Médias c desvios padrdes do nimero de corpos luteos, de estruturas, de embrides recuperados, de embrides viaveis transferidos
e de gestagbes, nos 5 tratamentos consecutivos com FSH e hMG. S&o Paulo, 1992.

TRATAMENTOS

T2

112 + 51 (a-1)
6,6 + 4,4 (b)

7.0 + 8,4(a)
3.0 £ 4,1(b)

6,8 + 8,0(a)
3,0 + 4,1(b)

54 + 7,1(a)
2,2 + 3,0(b)

18+ 16
14+ 19

T3

30%22
16+ 18

28+23
16+ 18

18+ 17
12+ 16

0,2+04
0.6 +£0)9

T4

52+ 54 (2)
2,6 +25

4,0 + 3,6 (a)
0,2 + 0,4 (b)

38 + 34 (a)
0,2 +0,4 (b)

letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si estatisticamente (p<(),05).
nimeros diferentes, na mesma linha, diferem entre si estatisticamente (p<0,05).

TS5

7,6 + 2,5(a)
3,2 + 4,4(b)

32 +23
12+ 26

30+x21
0,8 + 17

18+ 13
0,4+09

TOTAL

81 +4,1(a)
4,9 + 3,9(b)

4,2 + 4,6(a)
1,7 + 2,6(b)

4,0 + 3,8(a)
1,7 + 2,3(b)

3.2 + 4,4(3)
1.2 + 18(b)

NS

+ I+
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Dos 4,9 corpos lateos obtidos com 2.400 U.I. de hMG, foram
recuperadas 1,7 estruturas por tratamento (Tab. 2). Esta
baixa taxa de recuperacdo (34,6%) tem explicacdo em 3
doadoras (V, U e P) que representam 60% dos animais do
grupo e que contribuiram com apenas 5 estruturas de um total
de 67 corpos luteos, em 15 tratamentos superovulatorios
(Tab. 1). Neste particular, pode-se questionar a técnica de
palpagéo retal para avaliar a resposta ovulatoria das doado-
rase reforcar a recomendacdo de uma segunda lavagem 24
horas ap6s a primeira20, ja que foram observadas estruturas
no oviduto aos 7 dias apds a inseminacao artificial, as vezes
ndo fertilizadas27.

A média das estruturas obtidas com hMG (1,7) iguala-se a
1,9 relatada em vacas Holandésas superovuladas com 900
U.1.32 porém é sensivelmente inferior a de 6,8 obtida por
CR1STER etal.9,de 9,0 e 7,0 registradas por LAURIA etai.2
(1982) em novilhas e vacas, de 14,3 relatada por McGOW AN
et al.27 (1985) e de 7,0,4,6 e 6,0, respectivamente, observa-
das por NOVAES et al.33(1991) em bezerras recém puberes,
novilhas sexualmente maduras e vacas primiparas.

As médias totais de estruturas foram significativamente
favoraveis ao FSH (Tab. 2), assim como no tocante aos
tratamentos 2 e 4. Entre os 5 tratamentos consecutivos nédo
ocorreu diferenca significativa, tanto com FSH quanto com
hMG.

Neste experimento, foram obtidos 4,0 embrides recuperados
em média, nos 25 tratamentos superovulatérios com FSH,
resultado inferior aos citados na literatura de 6,518, 6,726,
8,016 14,234, 17,024, 10,9 e 13,48, porém préoximo a 4,1 e a
3,8, relatados por outros autores46. A variagdo na proporgdo
FSH/LH de 0,2/1 parece ser uma das causas das grandes
variagdes nas respostas superovulatdrias24. Mesmo assim, o
resultado superou os 2,837 embrides de novilhas e 3,4ll) de
vacas em diferentes estagios de lactagéo.

Com hMG foram obtidos 1,7 embrides recuperados, em
média, comparavel aos 1,932, porém inferior a 5,8, 7,0, 8,0
e 11,1 obtidos respectivamente por diferentes autores9-21,2227.
Um dos fatores que pode ser responsavel pelo reduzido
nimero de embriGes recuperados, apesar de uma avaliagdo
ovariana satisfatéria, € a semelhanca existente entre os
corpos luteos e os foliculos luteinizados29. As médias totais,
assim como nos tratamentos 2 e 4, foram significativamente
superiores nos animais tratados com FSH. Entre os tratamen-
tos de 1a 5 ndo ocorreu diferenca significativa com o FSH
nem com o hMG (Tab. 2).

Pode-se observar, na literatura consultada, ampla variacdo
no nimero de embrides transferiveis, mesmo em experimen-
tos em que se empregaram produto, dose e raga iguais. A
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média de 3,2 embrides viaveis transferidos (Tab. 2) no
tratamento com FSH, aproxima-se dos 3,4 e dos 3,5 obtidos
por varios autores 10n'19, sendo ligeiramente superior aos 2,2,
2,3, 2,7, 2,8 e 2,9, citados por outros autores1691025. Néo
obstante, ficou aquém das médias relatadas em outros expe-
rimentos: 4,3 e 5,574,429 4,816,5,5, €5,1*, 5,623 6,4 ¢ 6,53
e 7,22431.

Os resultados com hMG foram, em média, 1,2 embrides
viaveis transferidos (Tab. 2) superando os 1,1 de NOVAES et
al.® (1991), mas situando-se abaixo dos obtidos em outros
experimentos: 2,7, 2,3 e 4,033 2,9, 7,3 e 2,527, 3,032, 5,291,
6,0e4,72e 7,33

Comparadas as médias totais de embrides viaveis transferi-
dos, obtidas com os dois hormdnios empregados, a diferenca,
também aqui, foi favoravel ao FSH, assim como o foi em
relacdo ao tratamento 2. Entre os tratamentos de 1a 5, com
ambos os hormonios, ndo houve diferenga significativa (Tab.
2).

Dos 79 embrides viaveis obtidos com FSH foram conseguidas
34 gestacges (Tab. 2), que correspondem a uma taxa de 43%.
Embora existam inimeras pesquisas analisando a resposta
superovulatéria do FSH ministrado em diferentes doses e
esquemas, poucas relatam a taxa de prenhez: 49%12,50%u,
50,7%"', 68%18 71,7%17, 72,5% e 77,2%23.

Dos 31 embrides viaveis obtidos com hMG conseguiram-se
17 gestagdes (Tab. 1), correspondendo a uma taxa de 54,8%,
situada entre 0s 50% e 0s 68% relatados por outros autores333.

Embora a média de gestagGes obtida com o tratamento com
FSH tenha sido o dobro da conseguida com hMG (1,4 e 0,7,
respectivamente) a diferenca ndo foi estatisticamente signi-
ficativa, o0 mesmo ocorrendo entre os tratamentos de 1a 5
(Tab. 2).

CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos nas condi¢des deste experi-
mento, podemos concluir que:

1. as duas gonadotrofinas (FSH e hMG) provocaram o
crescimento de multiplos foliculos, quando administra-
das em doses decrescentes durante 4 dias, iniciando-se 0s
tratamentos no 10adia do ciclo estral.

2. houve variacao nas respostas superovulatérias entre 0s 5
tratamentos consecutivos. Entretanto, ndo foram obtidos
subsidios técnico-cientificos para explicar as oscilacdes
nas respostas superovulatérias entre os 5 tratamentos
consecutivos, tanto com o FSH quanto com o hMG,
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empregando 0s mesmos animais.

3. a taxa de gestagdo nos animais tratados com FSH foi o

dobro em relagdo aos tratados com hMG, embora a
diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa.

SUMMARY

Ten Holstein cows were used as embryo donors in an experiment to compare two superovulatory hormones: FSH (38mg) and
hMG (2.400 U.l. = 1.200 U.l. FSH + 1.200 U.I. LH), in decreasing twice daily doses, for 4 days following day 10 hof the estrous
cycle. On 3"1day after treatments had started, prostaglandin F2alfa (500]jg) was applied for synchronization of oestrus. A.l.
was performed 12 and 24 hours after first signs of oestrus. Same procedure was repeated for 5 times, with 60 days interval,
in the same cows, to verify possible changes in superovulatory response. Embryos were recovered by non surgical procedure
on 7thday after oestrus, through a Neustadt Ad-Aisch catheter. Each uterine horn was washed with 500 ml of modified
Dulbecco’s medium plus 1% fetal bovine serum. Recovered medium was allowed to rest during half an hour, then supernatant
was siphoned. Detailed examination of the embryos was performed in remaining 100 ml medium, with a stereomicroscope
(10 to 40 x magnification). From 105 structures obtained with FSH and 43 obtained with hMG, 79 (75%) and 31 (72%) embryos
were able, respectively, for transfer to uterine horn ipsilaterally to corpora lutea, also through non surgical procedure.
Pregnancy diagnosis was performed by rectal palpation 45-60 days after embryo transfers. The pregnancy rates were 43% (34/
79) for FSH treatment and 55% (17/31) for hMG treatment.

UNITERMS: Superovulation; FSH; Embryos; Pregnancy, diagnosis; Cows, holstein; Embryo transfer
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