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Resumo

 
 
 
MORAES, Fabiane Pereira de. Regulação da foliculogênese antral, ovulação e 
luteinização em fêmeas bovinas. 2023. 79f. Tese (Doutorado em Ciências) -
Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.  

 
 

O conhecimento sobre o controle endócrino e local da foliculogênese, ovulação e 
luteinização é crucial para o entendimento de processos fisiológicos e patológicos, 
para o aprimoramento do controle do ciclo estral e desenvolvimento de tecnologias 
que visem o aumento da taxa ovulatória, ou contracepção, em diferentes espécies. 
Neste contexto, o objetivo desta tese foi avançar no entendimento do controle local da 
função ovariana e investigar uma alternativa para aprimorar o controle da ovulação e 
função luteal em bovinos. O primeiro estudo, revisou e discutiu os principais avanços 
na compreensão dos fatores locais envolvidos na foliculogênese e ovulação, com 
ênfase aos membros da superfamília dos fatores de crescimento transformantes beta 
(TGF-β), proteína morfogenética óssea 15 (BMP15) e fator de crescimento e 
diferenciação 9 (GDF9). No segundo estudo, avaliou-se o efeito de duas 
administrações, por via intramuscular, do anti-inflamatório não esteroidal (AINE) 
flunixina meglumina (FM) sobre a ovulação, induzida pelo hormônio liberador de 
gonadotrofinas (GnRH). A administração parenteral do AINE FM (1.1 mg/kg) 16h e 
26h após a indução da ovulação com GnRH não afetou a ocorrência do processo 
ovulatório. Em um terceiro estudo, buscou-se determinar a curva de concentração 
sérica de β-hCG ao longo do tempo 0 h (D0), 24 h (D1), 96 h (D4) e 168 h (D7) após 
a aplicação de 1000 UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG) por via 
intramuscular; avaliar o efeito de 1000 UI de hCG, combinado ou não ao GnRH, sobre 
a função luteal (produção de P4), perfusão sanguínea, diâmetro, área e circunferência 
do CL; mensurar o efeito de 1000 UI de hCG sobre a concentrações intrafoliculares 
de  estradiol (E2) e P4, 24h após a indução da ovulação. Foi demonstrado um pico de 
concentração de β-hCG 24h após a aplicação da hCG, que retornou sete dias depois 
às concentrações da hora zero (momento da aplicação). A associação de dois 
indutores de ovulação (GnRH + hCG) melhorou a capacidade esteroidogênica do CL, 
sem alterar as suas características estruturais (perfusão sanguínea, diâmetro, área e 
circunferência). Quando utilizada somente a hCG (1000 UI) foi observado um 
incremento no tamanho do CL (diâmetro, área e circunferência), sem afetar a 
concentração de progesterona e perfusão sanguínea. Além disso, não houve 
diferença nas concentrações intrafoliculares de E2 e P4, 24h após indução da 
ovulação, entre vacas do grupo GnRH e hCG. Com base nos estudos descritos, os 
fatores oocitários (BMP15 e GDF9) são essenciais na regulação da diferenciação 
folicular, determinação da taxa ovulatória e ocorrência da ovulação. A administração 
de duas doses de FM, em dose terapêutica, na fase final do processo ovulatório não 
bloqueou a ovulação e, portanto, não representa um modelo apropriado para o estudo 
das prostaglandinas no processo ovulatório. Ainda, a administração de 1000 UI de 



 

hCG como indutor de ovulação ocasionou resultados pouco expressivos sobre a 
função luteal de vacas cíclicas, entretanto, novas pesquisas devem investigar a sua 
utilização em vacas com deficiência de LH.   
 
 
Palavras-chave: controle do ciclo estral; fatores locais; superfamília TGF-β; 
gonadotrofina coriônica humana; luteotrófico. 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Abstract
 

 
 
MORAES, Fabiane Pereira de. Regulation of antral folliculogenesis, ovulation 
and luteinization in bovine females. 2023. 79f. Thesis (Doctor in Sciences) - 
Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.  

 
 

The knowledge about the endocrine and local control of folliculogenesis, ovulation and 
luteinization is crucial for understanding physiological and pathological processes, for 
improving control of the estrous cycle and developing technologies aimed at increasing 
the ovulatory rate, or contraception, in distinct species. In this context, the objective of 
this thesis was to advance the understanding of the local control of ovarian function 
and to investigate an alternative to improve ovulation control and luteal function in 
cattle. The first study reviewed and discussed the main advances in understanding the 
local factors involved in folliculogenesis and ovulation, with emphasis on members of 
the superfamily of transforming growth factors beta (TGF-β), bone morphogenetic 
protein 15 (BMP15) and growth and differentiation factor 9 (GDF9). In the second 
study, the effect of two intramuscular administrations of the non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) flunixin meglumine (FM) on ovulation, induced by 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) was assessed. Parenteral administration of 
FM (1.1 mg/kg) performed 16h and 26h after ovulation induction with GnRH did not 
affect ovulation. In a third study, we sought to determine the curve of serum β-hCG 
concentration over time 0 h (D0), 24 h (D1), 96 h (D4) and 168 h (D7) after 
administration of 1000 IU of human chorionic gonadotropin (hCG) intramuscularly; to 
evaluate the effect of 1000 IU of hCG, combined or not with GnRH, on luteal function 
(P4 production), blood perfusion, CL diameter, area and circumference; and to 
measure the effect of 1000 IU of hCG on intrafollicular concentrations of estradiol (E2) 
and P4 24h after ovulation induction. A peak of β-hCG concentration was 
demonstrated 24 hours after hCG administration, which seven days later returned to 
levels similar to 0 h. The association of two ovulation inducers (GnRH + hCG) improved 
the steroidogenic capacity of CL, without altering its structural characteristics (blood 
perfusion, diameter, area and circumference). When only hCG (1000 IU) was used, an 
increase in CL size (diameter, area and circumference) was observed, without 
affecting the concentration of progesterone and blood perfusion. Furthermore, there 
was no difference in intrafollicular concentrations of E2 and P4, 24h after ovulation 
induction, between cows in the GnRH and hCG groups. Based on the studies 
described, oocyte factors (BMP15 and GDF9) are essential in the regulation of 
follicular differentiation, determination of ovulatory rate and ovulation occurrence. The 
administration of two doses of FM, in a therapeutic dose, in the final phase of the 
ovulatory process did not block ovulation and, therefore, does not represent an 
appropriate model for the study of prostaglandins in the ovulatory process. The 
administration of 1000 IU of hCG as an ovulation inducer caused mild changes in the 



 

luteal function and structure of cyclic cows; however, future research should 
investigate its use in cows with LH deficiency.  
 
 
Keywords: control of the estrous cycle; local factors; TGF-β superfamily; human 
chorionic gonadotropin; luteotrophic. 
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1 Introdução

 

O conhecimento sobre a fisiologia do ciclo estral, incluindo o controle endócrino 

da foliculogênese, ovulação e formação do corpo lúteo (CL) permitiram a descoberta 

de novas abordagens e o avanço nas técnicas de controle do ciclo estral, otimizando 

o uso de biotécnicas da reprodução. Porém, diversos aspectos relacionados à seleção 

do folículo dominante, cascata ovulatória, formação e manutenção do CL ainda não 

estão completamente elucidados. 

O ciclo estral da fêmea bovina apresenta de duas a três ondas de crescimento 

folicular, as quais ocorrem a partir da elevação das concentrações do hormônio 

folículo estimulante (FSH). No início de uma nova onda ocorre o recrutamento de um 

grupo de pequenos folículos antrais, que terão uma fase de desenvolvimento em 

comum. O aumento das concentrações de estradiol e inibina é responsável por fazer 

feedback negativo para a síntese e liberação de FSH, desta forma, somente o folículo 

que for capaz de continuar o seu crescimento nessas condições endócrinas será 

selecionado e denominado folículo dominante (FD). Esse momento é definido como 

divergência folicular, que ocorre quando o maior folículo apresenta por volta de 8,5 

mm e 6 mm, em vacas Bos taurus e Bos indicus, respectivamente. O FD se torna 

dependente do hormônio luteinizante (LH), expressando receptores de LH nas células 

da granulosa (LHCGR) e continuará seu desenvolvimento até encontrar um ambiente 

endócrino adequado para que ocorra a ovulação, com baixa concentração de 

progesterona e alta concentração de estradiol, estimulando a síntese e liberação do 

hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e consequentemente de LH. Caso 

essas condições não sejam atendidas, este folículo entrará em atresia (GINTHER et 

al., 1996; GINTHER et al., 2003; GIMENES et al., 2008). 

A seleção de um dos folículos de cada onda é estabelecida a partir da regulação 

local da fisiologia ovariana, ou seja, a partir de fatores produzidos no ovário e que 

atuam determinando o destino de cada folículo, assim como atuando em diferentes 

funções ovarianas. Muitos fatores produzidos localmente são responsáveis pela 

regulação da foliculogênese antral e ovulação, entre eles estão os membros da 

superfamília dos fatores de crescimento transformantes beta (TGF-β) que incluem 
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proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), fatores de crescimento e diferenciação 

(GDFs), hormônio anti-mulleriano (AMH), ativinas e inibinas (revisado por JUENGEL 

et al., 2018). Entre os fatores produzidos localmente no ovário, BMP15, GDF9 e AMH 

são os mais estudados. Em ovelhas, mutações nos genes BMP15 e GDF9, em 

heterozigose promovem o aumento da taxa de ovulação, enquanto ovelhas 

homozigotas para mutações em GDF9 ou BMP15 falham em produzir quantidades 

suficientes de proteína biologicamente ativa para estimular a proliferação das células 

da granulosa, portanto, o crescimento folicular normal é impedido e esses animais são 

inférteis (JUENGEL et al., 2013). Já ovelhas com mutação no gene BMPR1B (receptor 

de BMP15) apresentam fenótipo de hiperprolificidade ainda maior em homozigose 

(Booroola) (FABRE et al., 2003), sugerindo que a modulação dessa via tem o potencial 

de fundamentar novos protocolos de superovulação. 

 Em bovinos, um estudo do nosso grupo demonstrou que a injeção intrafolicular 

de BMP15 inibiu o crescimento do FD e a ovulação induzida por GnRH, porém, não 

afetou a luteinização e produção de progesterona (HAAS et al., 2022). Esses dados 

sugerem que a BMP15 possui um efeito inibitório no crescimento e diferenciação 

folicular, o que é corroborado por outro estudo recente que demonstrou que vacas 

portadoras de mutação (alelo TRIO) relacionada à alta taxa ovulatória apresentam 

maior expressão de RNAm de SMAD6 nas células da granulosa. A SMAD6 é um fator 

inibitório da via de sinalização da BMP15, o que reforça a hipótese de que a 

sinalização da BMP15 deve diminuir para que os folículos adquiram a capacidade 

ovulatória (GARCIA-GUERRA et al., 2018; KAMALLUDIN et al., 2018). Embora 

avanços significativos tenham sido obtidos na compreensão da regulação local, a 

manipulação dos fatores envolvidos foi inserida às práticas de controle do ciclo estral 

apenas em ovinos. 

Na rotina do controle reprodutivo de bovinos, é comumente utilizada a 

manipulação endócrina do ciclo estral, a partir da administração de hormônios 

exógenos, tais como: progesterona (P4), ésteres de estradiol, prostaglandina F2 alfa 

(PGF) e GnRH. Esses protocolos hormonais visam sincronizar a emergência de uma 

nova onda de crescimento folicular, a partir da supressão de gonadotrofinas, FSH e 

LH, no caso de protocolos baseados em estrógeno e progesterona. Em protocolos 

baseados no uso do GnRH, tem-se como objetivo induzir a ovulação de um FD e o 

início de uma nova onda imediatamente após. Além disso, nesses protocolos são 

utilizados como agente luteolítico a PGF e indutores de ovulação.



17 
 

 
 

Além da ação luteolítica, as prostaglandinas, em especial a PGF e a 

prostaglandina E2 (PGE) são essenciais na cascata ovulatória, sendo demonstrado 

por vários estudos que a inibição das enzimas prostaglandina endoperóxido sintase 1 

e 2 (PTGES 1 e PTGS2), a partir do uso de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), 

inibiu a ovulação em bovinos, ovinos e equinos (MURDOCH e DUNN, 1983; DE SILVA 

e REEVES, 1985; CUERVO-ARANGO e DOMINGO-ORTIZ, 2011; VERNUNFT et al., 

2022). Além disso, o tratamento com AINE no momento da IA reduziu a taxa de 

prenhez em cabras (FONSECA et al., 2017). A PGF foi capaz de induzir a ovulação 

de forma sincronizada em novilhas pré-puberes, vacas de corte lactantes e vacas 

leiteiras (LEONARDI et al., 2012; PFEIFER et al., 2014; CASTRO et al., 2018; 

PFEIFER et al., 2018) e com taxas de prenhez semelhantes às obtidas com uso de 

ésteres de estradiol, como indutores de ovulação. Porém, em nossos estudos, quando 

utilizada por via intrafolicular, a PGF não antecipou o momento da ovulação. Quanto 

administrada pela via intramuscular, 23 h após a indução da ovulação com GnRH, a 

PGF reduziu a vascularização folicular, não sendo capaz de promover a ovulação de 

forma isolada (PEREIRA DE MORAES et al., 2021). Com base nesses resultados e 

através do conhecimento de que a PGE possui concentrações mais elevadas próximo 

ao momento da ovulação do que a PGF (BERISHA et al., 2019), o estabelecimento 

de um modelo de inibição da ovulação a partir do uso de AINEs poderia auxiliar na 

melhor compreensão da atuação da PGE e da interação entre PGE e PGF no 

processo ovulatório de bovinos, podendo contribuir futuramente para o 

desenvolvimento de novas alternativas de indutores de ovulação. 

Os hormônios indutores são essenciais para controlar o momento da ovulação 

em protocolos hormonais. Atualmente, estão disponíveis comercialmente os ésteres 

de estradiol como benzoato e cipionato de estradiol (BE e CE, respectivamente), 

análogos do GnRH e, menos comumente, a gonadotrofina coriônica humana (hCG). 

Os ésteres de estradiol possuem uso restrito em muitos países, devido aos possíveis 

efeitos que seus resíduos possam ocasionar à saúde do consumidor (LANE et al., 

2008). Portanto, evidencia-se a relevância da melhor compreensão a respeito do 

processo ovulatório e da identificação de substâncias que possam induzir a ovulação 

síncrona e ainda intensificar a capacidade esteroidogênica do CL subsequente. 

A hCG pode ser uma alternativa aos indutores de ovulação mais comumente 

utilizados. Trata-se de um hormônio glicoproteico heterodimérico, ou seja, composto 

por uma subunidade α e uma subunidade β. A subunidade α é comum a outras 
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glicoproteínas, como o LH e o FSH, porém a subunidade β difere em comprimento e 

confere individualidade estrutural, bem como especificidade de atividade fisiológica a 

cada hormônio. A subunidade β do hCG é 80 a 85% semelhante à estrutura do LH, 

fornecendo à hCG capacidade de se ligar aos receptores de LH (LHCGR) e exercer 

uma atividade semelhante a esse hormônio. A principal diferença entre as 

subunidades β de hCG e LH reside na sequência de extensão do peptídeo carboxi-

terminal (CTP) de 24 aminoácidos, que confere a hCG uma meia-vida mais longa 

(revisado por RENSIS et al., 2010; SMITZ & PLATTEAU, 2020; CUNHA & MARTINS, 

2022). Apesar de seu efeito potente e mais prolongado como indutor de ovulação, na 

espécie bovina a hCG é pouco utilizada na rotina devido ao alto custo atribuído ao seu 

tratamento, além de que as doses utilizadas nos estudos variam amplamente, assim 

como os resultados obtidos.  

O efeito luteotrófico da hCG proporciona aumento no tamanho das células 

lúteas e maior proporção de células lúteas grandes em relação às células lúteas 

pequenas (FARIN et al., 1988; SCHMITT et al., 1996). Portanto, a hCG poderia ser 

uma alternativa promissora para vacas deficientes em gonadotrofinas, como é o caso 

de vacas em anestro, atuando como suporte de LH. DE RENSIS et al. (2008) 

observaram maiores concentrações de progesterona nos dias 3, 6 e 9 após IATF, em 

vacas que receberam como indutor de ovulação a hCG (3300 UI), quando comparado 

ao grupo GnRH. No mesmo estudo, foi demonstrada maior taxa de prenhez 

cumulativa (após duas IATFs) durante a estação quente em vacas tratadas com hCG. 

O tratamento com hCG (3000 UI) melhorou as taxas de ovulação ao longo do ano em 

vacas leiteiras em anestro, e as taxas de prenhez em vacas leiteiras em anestro sob 

condições de estresse térmico, em comparação ao tratamento com GnRH (GARCIA-

ISPIERTO et al., 2019). A administração de GnRH requer a presença de LH na 

hipófise para ser eficaz e o efeito endógeno do LH possui menor duração do que a 

hCG. Portanto, o uso de hCG em substituição ao GnRH pode beneficiar vacas com 

baixo escore de condição corporal, em anestro pós-parto e vacas leiteiras de alta 

produção em condições de estresse térmico. Ainda, em vacas cíclicas é possível que 

o seu efeito luteotrófico possa trazer benefícios e potencializar a função luteal, 

refletindo em maior concentração de progesterona e melhor desempenho em 

programas de IATF e TETF. 

 



19 

 

É importante ressaltar que a hCG nas doses referidas (3000 UI) agrega um 

custo mais do que dez vezes superior a utilização de GnRH, o que inviabiliza a o uso 

em larga escala em protocolos hormonais. Portanto, a investigação de uma dose mais 

viável do ponto de vista econômico e obtenção de informações consistentes sobre sua 

ação na função luteal, características do CL e concentração sérica (β-hCG) ao longo 

do tempo são fundamentais para determinar a sua aplicabilidade. 

 

1.1 Objetivos 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

Avançar no entendimento do controle local da função ovariana e investigar uma 

alternativa para aprimorar o controle da ovulação e função luteal em bovinos. 

 

1.1.1.1 Objetivos específicos 

1) Discutir os principais avanços na compreensão dos fatores locais envolvidos 

na foliculogênese e na ovulação, com foco em dados obtidos por nosso grupo 

utilizando modelos in vivo em bovinos; 

2) Avaliar o efeito de duas administrações, por via intramuscular, do anti-

inflamatório não esteroidal (AINE) flunixina meglumina (FM) sobre a ovulação induzida 

por GnRH; 

3) Determinar a curva de concentração sérica de β-hCG ao longo do tempo (0 

h (D0), 24 h (D1), 96 h (D4) e 168 h (D7) após a aplicação de 1000 UI do hormônio 

por via intramuscular; 

4) Avaliar o efeito de 1000 UI de hCG, combinado ou não ao GnRH, sobre a 

função luteal (produção de progesterona), perfusão sanguínea, diâmetro, área e 

circunferência do corpo lúteo;  

5) Mensurar o efeito de 1000 UI de hCG sobre as concentrações intrafoliculares 

dos hormônios esteroides, estradiol e progesterona durante a luteinização (24h após 

a indução da ovulação).
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Abstract 

The identification of mutations in the genes encoding bone morphogenetic protein 15 (BMP15) 

and growth and differentiation factor 9 (GDF9) associated with phenotypes of sterility or 

increased ovulation rate in sheep aroused interest in the study of the role of local factors in 

preantral and antral folliculogenesis in different species. An additive mutation in the BMP15 

receptor, BMPR1b, which determines an increase in the ovulatory rate, has been introduced in 

several sheep breeds to increase the number of lambs born. Although these mutations indicate 

extremely relevant functions of these factors, the literature data on the regulation of the 

expression and function of these proteins and their receptors are very controversial, possibly 

due to differences in experimental models. The present review discusses the published data and 
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preliminary results obtained by our group on the participation of local factors in the selection 

of the dominant follicle, ovulation, and follicular atresia in cattle, focusing on transforming 

growth factors beta and their receptors. The study of the expression pattern and the functionality 

of proteins produced by follicular cells and their receptors will allow increasing the knowledge 

about this local system, known to be involved in ovarian physiopathology and with the potential 

to promote contraception or increase the ovulation rate in mammals.  

Keywords: oocyte; deviation; transforming growth factors. 

Introduction 

Besides the classical endocrine regulation of ovarian events, a complex local regulation 

of selection, follicular differentiation and ovulation processes has been revealed in recent 

decades. Characterization studies have revealed the regulation of the expression of genes 

encoding proteins and receptors during antral follicle development and ovulation. The deviation 

model allows to compare different features of the follicular environment in follicles before, 

during and after dominant follicle selection, while the ovulation model allows to investigate the 

acute changes induced between GnRH treatment and follicular rupture (Figure 1). A summary 

of the findings from our group regarding local factors during dominant follicle selection and 

ovulation is presented in Figure 2 and 3, respectively. Furthermore, through studies using the 

intrafollicular injection model, combined with studies involving immunization against proteins 

of interest, the functions of factors produced locally in the ovary have been revealed.  

To date, scientific studies have shown that advances in understanding the local regulation will 

potentially lead to the discovery of new approaches to reverse reproductive disorders, predict 

the outcome of assisted reproduction techniques, increase the number of oocytes and/or 

embryos for superior genetic multiplication, obtain greater control of the moment of ovulation 

in the biotechniques of reproduction, promote contraception to control populations of domestic 

or wild animals. The present review discusses advances in the understanding of local factors 
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involved in folliculogenesis and ovulation, focusing on data obtained by our group using in 

vivo models in bovine species. Further information regarding in vivo bovine models to study 

ovarian function can be assessed in a review by Rovani et al. (2018). 

Transforming growth factors: major players in the local control of antral follicle 

development 

Factors produced in the ovary are considered regulators of the local follicular 

environment, determining the future of each follicle, and acting in different ovarian functions. 

The group of bone morphogenetic proteins (BMPs) is composed by about 20 ligands and seven 

serine/threonine receptor kinases (BMPRs) divided into type I and type II. These proteins, 

together with growth and differentiation factors (GDFs) and the anti mullerian hormone 

(AMH), belong to the superfamily of transforming growth factors beta (TGFβ; reviewed by 

Knight and Glister, 2006). TGFβ proteins initiate signaling by binding to a type II receptor, 

which in turn phosphorylates the kinase domain of a type I receptor. The phosphorylated type 

I receptor propagates the signal through the phosphorylation of proteins called SMADs, divided 

into three classes: regulated by the receptors (R-SMADs), the co-mediator (Co-SMAD) and the 

inhibitors (I-SMADs; Shi and Massagué, 2003). Activated SMAD complexes carry signaling 

to the nucleus and interact with nuclear cofactors to regulate transcription of target genes. 

GDF9, BMP15 (also known as GDF9b) and AMH are the main proteins of the TGFβ 

superfamily studied in ovarian function.  

BMP15 and GDF9 may act separately in a monomeric way binding to type I and type II 

TGFβ receptors or synergistically, possibly as BMP15:GDF9 heterodimers (Heath et al., 2017). 

These proteins are expressed at all stages of follicular development in several animal species 

including bovine (Alam and Miyano, 2020) and have been shown to play central role in fertility 

(McNatty et al., 2007; Crawford and McNatty, 2012). Thus, interest in understanding the role 

of these factors in mammalian ovarian and reproductive physiology has increased in recent 
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decades. In addition, studies demonstrate that the manipulation of TGFs can be applied in 

techniques to control the estrous cycle in different species such as sheep, cattle, horses, and 

deer (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004; Juengel et al., 2009; Davis et al., 2018).  

Oocyte-secreted BMP15 and GDF9 often act synergistically with surrounding cumulus, 

granulosa, and theca cells through paracrine mechanisms (Knight and Glister, 2006; Heath et 

al., 2017; Alam et al., 2018; Belli and Shimasaki, 2018). The functions attributed to BMP15 

and GDF9 include regulation of follicular development, cumulus function, oocyte maturation, 

steroid production, expression of gonadotropin receptors, and determination of ovulatory rate 

(Paulini and Melo, 2011; Gasperin et al., 2014; Rossi et al., 2016). Furthermore, there is 

evidence of the involvement of these proteins in ovulation and luteinization processes (Juengel 

et al., 2009; Haas et al., 2022). 

Functional studies investigating the role of oocyte-secreted proteins have been 

conducted in mice and ruminants. Infertility was observed in mice when the GDF9 gene was 

neutralized and follicular development did not progress from the primary follicle stage, in 

addition to decreasing granulosa cell proliferation (Dong et al., 1996). Mice neutralized for 

BMP15 also exhibit subfertility (Yan et al., 2001). In sheep, homozygous inactivating 

mutations in the genes encoding BMP15 (Galloway et al., 2000) and GDF9 (Hanrahan et al., 

2004) have been identified as being associated with infertility. In this sense, in cows, 

immunization of GDF9 alone or in combination with BMP15 reduced follicular development 

and ovulation rate (Juengel et al., 2009). Therefore, GDF9 and BMP15 exert essential functions 

during follicular development in both mono- and poly-ovulatory species (Hanrahan et al., 2004; 

McNatty et al., 2004, 2007).  

Besides follicular development, TGFβ superfamily factors act on mammalian ovulation. 

In sheep, point inactivating mutations in BMP15 and GDF9 (in heterozygosity), and in the 

BMPR1b (also known as ALK6), are associated with precocious follicular differentiation and 
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increased ovulation rate (McNatty et al., 2005, 2004; Garcia-Guerra et al., 2018b). Juengel et 

al. (2009) performed active immunization against GDF9 and BMP15 proteins in cows and 

obtained superovulation in some animals, suggesting that these factors are involved in the 

selection of the dominant follicle and determination of the ovulation rate. In sheep, besides the 

increase in ovulation rate after a short period of immunization against BMP15 or GDF9, no 

significant effects were observed on oocyte fertilization, embryonic development and on 

pregnancy maintenance (Juengel et al., 2004). On the other hand, immunization against these 

proteins for prolonged periods caused a block in follicular development (McNatty et al., 2007). 

These results are different from those obtained in mares, in which immunization against GDF9 

did not affect ovulation rate, but decreased preovulatory follicle diameter and estrus 

manifestation, while immunization against BMP15 negatively affected ovulatory rate and 

resulted in luteinization/ovulation of small follicles (Davis et al., 2018). 

In cattle, using in vivo models, we have demonstrated that GDF9 concentration in 

follicular fluid does not differ between healthy and atretic follicles, and that GDF9 

intrafollicular injection has no effect on dominant follicle growth (Haas et al., 2016). However, 

BMP15 intrafollicular injection inhibited dominant follicle growth and ovulation, but not 

luteinization, inducing the formation of luteinized cysts (Figure 4; Haas et al., 2022). 

Collectively, these results demonstrate a great potential for the use of BMP15 and/or GDF9 

proteins regulation for increasing the number of selected dominant follicles and, as a 

consequence, increasing ovulation rate; or, paradoxically, to inhibit antral follicle development 

and ovulation, to promote contraception in domestic animals and humans. 

Information regarding BMPs, GDFs and their receptors, has also been obtained using in 

vitro culture of granulosa and theca cells and/or from follicles obtained in slaughterhouses and 

classified according to the follicular diameter or concentration of estradiol in the follicular fluid. 

Experiments using granulosa cells culture have shown that the action of BMP15 and GDF9 
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appears to be synergistic and variable according to species (McNatty et al., 2005). The synthesis 

of BMP15 and GDF9 by oocytes starts during the transition from primordial to primary follicles 

(Knight and Glister, 2006; Sanfins et al., 2018). In this phase, BMP15 and GDF9 act 

synergistically to coordinate the proliferation and organization of granulosa cells (Knight & 

Glister, 2006; Paulini & Melo, 2011; Sanfins et al., 2018). In in vitro culture, BMP15 and GDF9 

have also been shown to act synergistically to induce complexes of bovine granulosa cells to 

form antrum-like structures (Alam et al., 2018). However, in bovine granulosa cells cultured in 

vitro in a homologous system, increased expression of GDF9 and BMP15 caused cellular 

luteinization (Paulini and Melo, 2021), which resembles what we have observed when the 

intrafollicular concentration of BMP15 was increased in dominant and preovulatory follicles in 

vivo.  

Besides the effects on follicular cells, GDF9 and BMP15 seem to be involved in oocyte 

developmental competence through a complex signaling process (Paulini & Melo, 2011; Alam 

et al., 2018; Belli & Shimasaki, 2018). Caixeta et al. (2009), searching for competence markers 

in bovine oocytes, observed high levels of BMP15 and GDF9 mRNA expression, but without 

regulation throughout antral follicular development. Donnison and Pfeffer (2004) observed 

higher expression of GDF9 mRNA in more competent bovine oocytes, whereas the expression 

of BMP15 did not differ between more or less competent oocytes. In human oocytes, studies 

report that GDF9 and BMP15 mRNA are significantly correlated with the oocyte maturation 

process (Li et al., 2014) and are strongly associated with cumulus cell proliferation, expansion, 

and development of cumulus-oocyte complexes of women and buffalo (Huang and Wells, 2010; 

Kathirvel et al., 2013). In mice, Park et al. (2020) demonstrated that ovarian expression of 

BMP15 and GDF9 decrease with age, indicating that these factors may serve as new biomarkers 

of ovarian aging. In this sense, mutations that affect BMP15 levels were identified as associated 

with early ovarian failure (Patiño et al., 2017). Therefore, BMP15 and GDF9 are fundamental 
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for oocyte competence in different species, and influence cumulus function during follicular 

development and ovulation (Otsuka et al., 2011; Paulini and Melo, 2011).  

Besides regulating cell proliferation and differentiation, several studies indicate that 

GDF9 and BMP15 act as regulators of steroidogenesis (Spicer et al., 2008). The addition of 

GDF9 in bovine theca cells culture decreases steroidogenesis stimulated by LH or IGF, by 

inhibiting the expression of steroidogenic enzymes (CYP11A1) and LH receptors (Spicer et al., 

2008). A negative effect on estradiol synthesis was also observed after addition of GDF9 in 

granulosa cells culture treated with FSH and IGF (Spicer et al., 2006). When BMP15 was added 

to granulosa cells culture, it blocked the expression of FSH receptors (FSHR) and inhibited 

FSH-induced aromatase expression in the absence of androstenedione (Otsuka et al., 2001). 

Matsui et al. (2004) suggest the involvement of BMP15 in the process of follicular atresia, since 

BMP15 strongly inhibits FSH-stimulated pregnancy-associated protein (PAPP-A) expression 

in rat granulosa cells. In cases of inactivating mutations in sheep, reduced activity of growth 

factors induces early differentiation of developing follicles (Otsuka et al., 2001). The fact that 

granulosa cells from sheep heterozygous for the BMP15 inactivating mutation demonstrate 

greater LH responsiveness supports this hypothesis (McNatty et al., 2009). 

Regulation of BMP15 and GDF9 receptors and signaling 

The signaling of BMP15 and GDF9 proteins is mediated by the BMPR2 receptor, 

differing only in the type I receptor, with BMPR1b (ALK6) being involved in BMP15 signaling, 

and TGFBR1 binding to GDF9. Kayani et al. (2009) demonstrated that BMPR1a, BMPR1b, 

BMPR2, ActR1A, ActR1B, ActR2A and ActR2B receptors are expressed on theca and 

granulosa cells. However, Glister et al. (2010) using follicles from slaughterhouses, classified 

according to diameter, showed little regulation of BMP receptor expression during follicular 

growth. Jayawardana et al. (2006) using pre and post selection follicles (mean 7.7 mm and 15 

mm, respectively), demonstrated that the expression of BMPR2 and BMPR1a was higher in 
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granulosa cells from post selection follicles. The same authors demonstrated that treatment with 

estradiol in granulosa cells obtained from follicles with approximately 4 mm of diameter 

increased the expression of BMPR2 and BMPR1a, and this expression was increased when 

combined with FSH. However, our in vivo studies have shown that BMPR2 and TGFRB1 

receptor mRNA abundance is not differently regulated in granulosa cells of dominant and 

subordinate follicles (Gasperin et al., 2014). The same authors demonstrated that BMPR1b 

mRNA and protein are more abundant in granulosa cells from atretic subordinate follicles in 

cows, indicating a role during dominant follicle selection. In gilts, BMPR1b is downregulated 

after eCG+hCG treatment, indicating a role during luteinization (Hoyos-Marulanda et al., 

2022). Therefore, it can be inferred that the BMPR1b receptor, in addition to regulating LH 

responsiveness, can also influence atresia. These results are in accordance with data obtained 

after active immunization in cows, which demonstrate that a partial decrease in BMP15 and 

GDF9 availability is associated with dominant follicle differentiation and increased ovulatory 

rate. Corroborating with this hypothesis, recently a high-fecundity allele named Trio has been 

described in cows, inducing upregulation of MAD family member 6 (SMAD6), an inhibitor of 

BMP/SMAD signaling pathway (Garcia-Guerra et al., 2018a). Cows carrying the Trio allele 

have multiple ovulations, with smaller preovulatory follicles and corpora lutea, compared to 

non-carriers, which resembles the features observed in ewes carrying mutations that increase 

ovulation rate.  

Studies using knockout mice for the BMPR1a and BMPR1b have reported that these 

receptors have distinct functions during folliculogenesis, but act as suppressors of ovarian 

tumors (Edson et al., 2010). The same authors demonstrated that alterations in the normal 

pattern of expression of these receptors induce the formation of granulosa cell tumors. Tumor 

formations are also observed in the ovaries of ewes homozygous for the inactivating mutation 

of BMP15 (Juengel et al., 2000). Collectively, data available so far indicate that BMP15/GDF9 
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system is the main local regulator of follicle fate. 

Other members of the TGF superfamily 

Besides GDF9 and BMP15, other BMPs have been studied in the mammalian ovary, 

but most studies are restricted to cell cultures and gene expression characterization. In bovine 

theca cell culture, BMPs 4, 6, and 7 inhibited androgen synthesis, decreasing the enzyme 

HSD17A (Glister et al., 2005), whereas an increase in IGF-stimulated E2 synthesis was 

observed in granulosa cells (Glister et al., 2004). In prepubertal ewe lambs, Juengel et al. (2006) 

observed low expression of BMPs 2, 4 and 7 in non-atretic follicles in all cell types evaluated, 

with high levels of BMP6 expression in the oocyte. Furthermore, in humans, it is assumed that 

BMP6 may be involved in the ovulatory process, since it is related to the suppression of protease 

and leukocytes inhibitors and increase in neutrophil attraction by granulosa cells cultured in 

vitro (Akiyama et al., 2014). In cattle, Kayani et al. (2009) demonstrated the inhibitory action 

of BMP6 on the expression of steroidogenic enzymes such as CYP11A1, HSD3B1 and 

CYP19A1 in granulosa cells cultured in vitro.  

 To elucidate the in vivo regulation in pre-ovulatory follicles, our group investigated the 

mRNA expression of BMPs and their receptors (unpublished data) in bovine granulosa cells 

after ovulation induction with GnRH. After 0, 3, 6, 12 or 24 hours of GnRH administration, the 

cows were ovariectomized and mRNA expression for BMPs 1, 2, 4, 6, and BMPR1a, BMPR1b, 

BMPR2 and TGFBR1 receptors in granulosa cells was analyzed. The results demonstrated that 

mRNA expression of BMPs 1 and 4 was not regulated by GnRH treatment. However, there was 

an increase in BMP2 expression at 3 and 6 h after GnRH, returning to baseline levels at 12 and 

24 h. BMP6 expression was not detected in granulosa cell samples. The expression of BMPR1a 

and BMPR1b was highest at 0 h, decreasing at 3 and 6 h with a transient increase at 12 h. The 

expression of BMP2 and BMPR1a were positively associated with estradiol concentrations 

between LH surge and ovulation, while estradiol levels decreased as BMPR2 expression 
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increased. Furthermore, mRNA expression of TGFBR1, BMPR1b and BMPR1a was negatively 

correlated with progesterone concentrations in follicular fluid. Therefore, the BMP system 

appears to play stimulatory and inhibitory paracrine actions in the local control of 

folliculogenesis and ovulation according to follicular stage. 

The pattern of AMH expression in granulosa cells and follicular fluid around follicular 

deviation has also been evaluated by our group (Ilha et al., 2016). Interestingly, it was observed 

increased AMH and AMHR2 mRNA levels in dominant follicles at the expected time and after 

follicular deviation, compared to subordinate follicles. Furthermore, co-dominant follicles 

induced by FSH treatment had increased levels of AMH and AMHR mRNA (granulosa) and 

AMH protein in the follicular fluid.  Thus, besides it well established roles during preantral 

follicle development, our results suggest that AMH is involved in dominant follicle selection. 

As described above, the functions of the TGFβ superfamily vary according to origin of 

the factor used, the species, and the type of cell studied. Furthermore, data obtained from in 

vivo and in vitro models are sometimes conflicting. Despite evidence indicating a potential use 

of immunization against BMP15 and GDF9 in reproductive control in different species, the 

mechanisms involved are still not fully understood. It is possible that the different effects 

observed are due to specific differences and variability in the humoral response by the different 

peptides or adjuvants used. Also, conflicting data in the literature suggest caution in 

extrapolating results among different species (Juengel et al., 2004, 2006; McNatty et al., 2005). 

Contradictions are observed even in studies carried out with the same species and may result 

from different cell culture conditions and degree of cell differentiation (Juengel et al., 2004). 

Conclusion  

The identification of the participation of BMPs, GDF9 and related receptors in the local 

control of antral folliculogenesis is relatively recent. Many studies have been published using 

different species and models, often with contradictory results. The complete understanding of 



31 

 

the function of these factors is far from being elucidated and for this purpose it is essential to 

use reliable models. Regulatory studies of this system should also include regulatory proteins. 

A greater understanding of this local regulatory system will enable an advance in the knowledge 

of physiology, ovarian disorders, as well as enabling the generation of technologies to increase 

the ovulatory rate or contraception in different species. 
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Figure 1. Representative images (PAS staining) of follicles used to characterize gene 

expression. (A) Dominant (healthy) and (B) subordinate (atretic) follicles collected after 

follicular deviation; (C), (D), (E), (F) preovulatory follicles collected 0, 6, 12 and 24 h after 

GnRH treatment, respectively. DF: dominant follicle; SF: subordinate follicle; GC: granulosa 

cells; BM: basal membrane. 
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Figure 2. Summary of results from studies performed by our group investigating the local 

control of dominant follicle selection in cows. AMH: Anti-Mullerian hormone; AMHR: Anti-

Mullerian hormone receptor; NPR: Natriuretic peptide receptor; FSHR: Follicle stimulating 

hormone receptor; LHCGR: Luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor; CCND2: 

Cyclin D2; CYP19A1: Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1; INHBA: Inhibin 

subunit beta A; INHBB: Inhibin subunit beta B; INHA: Inhibin subunit alpha; BMP4: Bone 

morphogenetic protein 4; BMPR1B: Bone morphogenetic protein receptor type. 
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Figure 3. Summary of results from studies performed by our group investigating the local 

control of ovulation in cows. BMPR2: Bone morphogenetic protein receptor type 2; TGFBR1: 

Transforming growth factor beta receptor 1; OSMR: Oncostatin M receptor; IL6ST: Interleukin 

6 cytokine family signal transducer; NPPC: Natriuretic peptide C; NPR1: Natriuretic peptide 

receptor 1; BMP2: Bone morphogenetic protein 2; BMPR1A: Bone morphogenetic protein 

receptor type 1A; BMPR1B: Bone morphogenetic protein receptor type 1B; PPARG: 

Peroxisome proliferator activated receptor gamma; NPR3: Natriuretic peptide receptor; 

ERK1/2: Extracellular signal-regulated protein kinase; BMP15: Bone morphogenetic protein 

15. Green arrow: Upregulation in granulosa cells (GC). Red arrow: Downregulation in GC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

 
 

Figure 4. Corpus luteum with 23.2 mm 12 days after IFI with PBS (A). Luteal cyst with 31.6 

mm 12 days after IFI with BMP15 (B). Adapted from Haas et al. (2022). 
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Resumo  

Anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) inibem a síntese de prostaglandinas, que são 

essenciais para a ovulação. O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito de duas 

administrações, do AINE flunixina meglumina (FM), por via intramuscular, sobre a ovulação 

induzida por GnRH. Duas aplicações de FM (1.1 mg/ kg) por via intramuscular realizadas às 

16h e 26h após a indução da ovulação com GnRH não foram capazes de bloquear a ovulação. 
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Em conclusão, a administração parenteral de FM, em dose terapêutica, não bloqueou a 

ovulação, demonstrando não ser um modelo apropriado para o estudo das prostaglandinas no 

processo ovulatório. 

Palavras-chave: ovulação, prostaglandinas, bovinos, anti-inflamatório. 

Introdução 

Em bovinos, as pesquisas sobre o processo ovulatório e de alternativas para induzir a 

ovulação síncrona são de grande interesse para ampla utilização de biotécnicas. As 

prostaglandinas desempenham várias funções na fisiologia reprodutiva e são essenciais para a 

luteólise e ovulação. As principais prostaglandinas envolvidas na ovulação são a prostaglandina 

E2 (PGE) e a prostaglandina F2 alfa (PGF), porém, pouco se sabe sobre a função individual de 

cada uma delas nesse processo e nas diferentes espécies. 

Já foi demonstrado que a administração de PGF é capaz de induzir ovulação em novilhas 

pré-púberes (Leonardi et al., 2012) e, quando utilizada em protocolos de IATF, em vacas de 

corte lactantes e novilhas púberes, foram observadas taxas de prenhez semelhantes às obtidas 

com os indutores de ovulação benzoato e cipionato de estradiol (Pfeifer et al., 2014). Entretanto, 

em um estudo do nosso grupo foi demonstrado que a administração de PGF por via 

intrafolicular não antecipa o momento da ovulação e ainda, o tratamento com PGF 

intramuscular, 23 h após indução da ovulação com GnRH, reduziu a vascularização folicular, 

demonstrando que a PGF de forma isolada não induz a ovulação em bovinos (Pereira De 

Moraes et al., 2021). Outro estudo, realizado em vacas superovuladas demonstrou que as 

concentrações de PGE no fluido folicular imediatamente antes da ovulação são superiores 

(484.21 ng/mL) às de PGF (101.01 ng/mL). Assim, sugere-se que a PGE é mais relevante para 

ovulação e formação do corpo lúteo (CL), como mediador parácrino do pico de LH em bovinos 

(Berisha et al., 2019), tornando importante a investigação do papel da PGE e da interação entre 

PGF e PGE no processo ovulatório nessa espécie. 
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 Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) inibem as enzimas prostaglandina 

endoperóxido sintase 1 (PTGS1) e PTGS2 e, consequentemente a síntese das prostaglandinas, 

podendo inibir a ovulação em diferentes espécies (Murdoch & Dunn, 1983; De Silva & Reeves, 

1985; Fonseca et al., 2017; Vernunft et al., 2022). Desta forma, a validação de um modelo para 

o estudo das prostaglandinas no processo ovulatório in vivo, através da inibição da ovulação 

utilizando AINE por via parenteral, tem grande importância para a melhor compreensão da 

cascata ovulatória na espécie bovina, servindo também de modelo experimental para outras 

espécies monovulatórias. Nesse último caso, AINEs podem ser utilizados após a IA por 

laparoscopia em ovinos, porém, seus possíveis efeitos inibitórios sobre a ovulação são 

desconhecidos. Com base no acima exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de duas 

administrações (1.1 mg/Kg), por via intramuscular, do AINE flunixina meglumina (FM) sobre 

a ovulação induzida por GnRH em vacas. 

Materiais e Métodos 

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comitê de Ética e 

Experimentação Animal da UFPel (0288-2015) 

Visando investigar se duas administrações do AINE FM é capaz de inibir a ovulação 

em bovinos quando aplicado via i.m, fêmeas cíclicas, não gestantes e não lactantes (n=13), com 

ECC entre 2,5 e 4 (1-5) foram submetidas a um protocolo hormonal baseado na introdução de 

um DIV contendo 1 g de P4 (Primer®, Agener União), mantido durante nove dias, juntamente 

com a aplicação i.m  de 2 mg de BE (RIC-BE®, Agener União) no D0. A partir do D7, os 

folículos foram acompanhados diariamente por ultrassonografia transretal, para identificação 

dos folículos dominantes em crescimento. No D8, foi realizada a aplicação i.m de 241 µg de 

PGF (Cloprostenol sódico, Estron®, Agener União) e no D9, foram removidos os DIVs. Após 

24 h da remoção dos DIVs foi aplicado 10 µg acetato de buserelina (Sincroforte®, Ourofino 

Saúde Animal) (hora 0 = H0), por via i.m, em todos os animais com folículos com diâmetro ≥ 
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11 mm. A partir deste momento, os animais foram distribuídos, de acordo com o diâmetro 

folicular, igualmente equilibrado entre dois grupos: Controle (n=5), sem nenhum tratamento 

adicional; e AINE FM (n=5), que após 16 h da aplicação do hormônio sintético análogo ao 

GnRH, recebeu a aplicação i.m de 1,1 mg/kg de FM (Flumedin®, Jofadel) (H16) e uma nova 

aplicação de FM (1,1 mg/kg, i.m) 26 h após o GnRH (H26), conforme dose terapêutica 

recomendada (1.1- 2.2 mg/Kg no intervalo de 12-24 h) por Viana (2014). Os folículos pré-

ovulatórios foram acompanhados por ultrassonografia transretal a cada 12 horas para 

identificação do momento da ovulação. Nos dias cinco e sete após a aplicação de GnRH, foi 

realizada uma nova avaliação dos animais por ultrassonografia transretal, com o objetivo de 

verificar a presença de um CL no ovário onde estava presente o folículo pré-ovulatório.  

Análise estatística 

A taxa de ovulação foi comparada entre os grupos utilizando o teste de qui-quadrado, 

utilizando um nível de significância de 5%. 

Resultados  

 Todos os animais do grupo controle (5/5) e 80% dos animais (4/5) do grupo AINE FM 

ovularam até 40h após o GnRH (Tab. 1). Um dos animais (1/5) do grupo AINE FM desenvolveu 

uma estrutura cística que permaneceu no ovário até o sétimo dia após a aplicação do GnRH.  

Discussão 

Contrariando nossa hipótese, a administração do AINE FM por via intramuscular na 

dose e momentos testados não bloqueou a ovulação. De forma semelhante, Donnelly et al. 

(2019) testaram o uso de FM (1.1 mg/kg intravenoso) em éguas, uma vez ao dia, durante dois 

dias consecutivos e não observaram atraso ou bloqueio da ovulação, nem efeito sobre a função 

luteal pós-ovulatória. Cuervo-Arango (2011) observou que a FM (1,7 mg/kg) foi capaz de 

bloquear a ovulação em éguas quando administrada 0, 12, 24 e 36 h após a administração de 

hCG ou 24 e 36 h após hCG, sendo que estes grupos apresentaram menores concentrações de 
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progesterona. Porém, mesmo os animais com estruturas anovulatórias apresentaram 

luteinização e síntese de progesterona (≥ 2 ng/mL) a partir do quinto dia após a hCG. No mesmo 

estudo, os tratamentos com FM em dose única (24 ou 30 h após hCG), não afetaram a ovulação 

e síntese de progesterona subsequente em comparação ao grupo controle. 

 Devido ao mecanismo de ação dos AINEs, estudos relataram efeitos inibitórios sobre a 

ovulação em diferentes espécies. Murdoch e Dunn (1983) testaram a aplicação de indometacina 

no interior de folículos pré-ovulatórios de ovelhas e observaram que o AINE foi capaz de 

bloquear a ovulação, sem alterar as concentrações de progesterona em relação aos animais não 

tratados. Em outro estudo, o mesmo AINE foi administrado em vacas pelas vias intramuscular, 

intrauterina e intrafolicular, sendo observado o bloqueio da ovulação nos animais que 

receberam a indometacina no interior do folículo (De Silva e Reeves, 1985). A aplicação de 

FM no momento da inseminação, também demonstrou efeitos negativos sobre taxa de prenhez 

em cabras (Fonseca et al., 2017). Cuervo-Arango e Domingo-Ortiz (2011) observaram que 

éguas tratadas com FM (2 mg/kg), duas vezes ao dia, desde que apresentaram um folículo pré-

ovulatório ≥32 mm até o momento da ovulação, apresentaram bloqueio da ovulação em 83% 

dos casos (5/6) e desenvolvimento de folículos não rompidos luteinizados.  

Recentemente, foi testado em bovinos o uso de inibidores não seletivos (indometacina 

e FM), seletivos PTGS2 (meloxicam) e altamente seletivos PTGS2 (NS-398) por via 

intrafolicular, em folículos pré-ovulatórios 16 h após a administração de GnRH, mesmo 

momento utilizado no presente estudo. Os autores observaram que a indometacina (70 µM) e 

FM (338 µM) bloquearam a ovulação de todos os folículos injetados, enquanto o NS-398 não 

inibiu a ovulação e o meloxicam foi efetivo somente na maior dose (1725 µM), inibindo 75% 

das ovulações. No mesmo estudo, indometacina, meloxicam e NS-398 não afetaram a produção 

de estradiol e progesterona in vitro. Ainda, foi demonstrada a redução nas concentrações 

intrafoliculares de PGE 21 h após a indução da ovulação com GnRH (5 h após os tratamentos), 
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mesmo quando utilizados os AINEs e/ou concentrações que não foram capazes de bloquear a 

ovulação (Vernunft et al., 2022). Em um estudo conduzido pelo nosso grupo, observamos que 

o tratamento sistêmico com o AINE FM 17 h após a indução da ovulação com GnRH inibiu a 

síntese de PGF no interior do folículo, avaliada 24h após o GnRH (7 h após o AINE) (Pereira 

De Moraes et al., 2021). Portanto, é possível que mesmo com baixas concentrações de 

prostaglandinas no interior do folículo o processo ovulatório possa ocorrer ou ainda que, na 

dose testada, a inibição não tenha uma duração suficiente para bloquear a ovulação.  

 A partir dos resultados encontrados na literatura e de acordo com Donnelly et al. (2019), 

possivelmente não foi observado efeito inibitório do AINE FM sobre a ovulação neste estudo 

em virtude de que os trabalhos que observaram bloqueio ou falha ovulatória, utilizaram altas 

doses e maior frequência de aplicação, ou ainda administraram o AINE por via intrafolicular. 

Aiumlamai et al. (1990) descreveram uma rápida redução na concentração de PGFM sérica 

após uma administração intravenosa de FM (2,2 mg/kg) que persistiu durante seis horas em 

vacas ovariectomizadas, sendo recomendado pelos autores quatro administrações diárias de FM 

para obtenção de um pleno efeito sobre a síntese de prostaglandinas. Portanto, supostamente, 

para se observar os efeitos inibitórios do AINE na ovulação, seriam necessárias mais aplicações 

ou ainda alteração da via de administração. 

Conclusão 

A administração parenteral de duas aplicações do AINE FM, em dose terapêutica, não 

bloqueou a ovulação em fêmeas bovinas, demonstrando não ser um bom modelo para o estudo 

das prostaglandinas no processo ovulatório, no entanto, possíveis efeitos deletérios sobre o 

desempenho reprodutivo não podem ser descartados, o que não foi avaliado no presente estudo. 

Novas pesquisas devem ser conduzidas utilizando este AINE por via intrafolicular para o 

bloqueio da ovulação.  
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Tabela 1- Diâmetro folicular e ocorrência de ovulação em vacas tratadas ou não com 1,1 mg/Kg 

AINE FM às 16 h e 26 h após indução da ovulação com GnRH. 

Grupo n Diâmetro folicular* (Média) 

mm 

Ovulação até 42 h* 

(%) 

CONTROLE 5 12,5 100 (5/5) 

AINE FM 5 12,1 80 (4/5) 

*Referente ao momento de aplicação de GnRH. 
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RESUMO 

A gonadotrofina coriônica humana (hCG) é um hormônio glicoproteico com ação semelhante 

ao LH e efeito luteotrófico, que pode ser utilizada como indutor de ovulação em protocolos de 

IATF e TETF. Entretanto, seu uso apresenta variações em relação a dose e resultados e devido 

ao seu alto custo, a viabilidade econômica da sua utilização necessita ser melhor avaliada. Este 

estudo teve como objetivo determinar a curva de concentração sérica de β-hCG ao longo do 

tempo; avaliar o efeito de 1000 UI de hCG, combinado ou não ao GnRH, sobre a função luteal, 

características do corpo lúteo (perfusão sanguínea, diâmetro, área e circunferência) e 

luteinização. No experimento 1, a concentração sérica de β-hCG foi mensurada 0 h (D0), 24 h 

(D1), 96 h (D4) e 168 h (D7) após tratamento com hCG por via intramuscular, sendo observado 

o pico de concentração 24h após aplicação, não sendo detectadas concentrações no D7 

(inferiores a 0,2 mUI/mL). No segundo experimento, a associação de GnRH + hCG para a 

indução da ovulação refletiu em maior concentração de progesterona sete dias após o 

tratamento, quando comparada ao grupo GnRH (P<0,05) e não afetou a perfusão sanguínea e 

as características estruturais do corpo lúteo (P>0,05). No experimento 3, ao comparar os 

indutores de ovulação, GnRH e hCG, de forma isolada, foram observados maior diâmetro 

(P=0,01), área (P=0,04) e circunferência (P=0,02) do corpo lúteo no grupo hCG, sem efeito 

sobre a concentração de progesterona. No experimento 4, a administração de hCG não afetou 

as concentrações intrafoliculares de estradiol e progesterona 24 h após a sua administração por 

via intramuscular (P>0,05). Em conclusão, a combinação de GnRH e hCG melhorou a função 

luteal, enquanto a hCG isoladamente resultou em corpos lúteos maiores. O processo de 

luteinização não diferiu entre os indutores GnRH e hCG. 

Palavras-chave: Luteotrófico, ovulação, gonadotrofina coriônica humana, progesterona. 

 

1. Introdução 

Existe grande interesse econômico em melhorar a eficiência reprodutiva dos rebanhos 

bovinos e para isso a utilização de biotecnologias, como a IATF e TETF, que permitem a 

manipulação hormonal do ciclo estral e a IA ou TE em momento previamente estabelecido, é 

fundamental. Ainda, a busca pelo conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva e ação hormonal 

constitui uma alternativa para melhorar os protocolos hormonais existentes e as taxas de 

prenhez obtidas a partir deles. 

Dentre os hormônios indutores de ovulação disponíveis comercialmente está a 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), uma glicoproteína com atividade semelhante ao 

hormônio luteinizante (LH) e com ação luteotrófica. A hCG atua de forma independente da 
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hipófise, se ligando aos receptores do LH (LHCGR) presentes na parede folicular.  A sequência 

de extensão do peptídeo carboxi-terminal (CTP) de 24 aminoácidos da subunidade β da hCG 

confere a esse hormônio uma meia-vida mais longa em relação ao LH [1]. Concentrações 

plasmáticas elevadas se mantiveram por até 30 h, sem retornarem às concentrações basais por 

66 h após o tratamento com 3000 UI de hCG em novilhas [2]. O efeito luteotrófico da hCG é 

atribuído a um aumento de tamanho das células lúteas, com incremento no número de células 

lúteas grandes, concomitante com uma redução no número de células lúteas pequenas, um 

aumento da área de superfície, volume e diâmetro do corpo lúteo (CL), o que resulta em maior 

capacidade esteroidogênica do CL [3,4]. Seu uso já foi testado no suporte ao desenvolvimento 

folicular final, como indutor de ovulação e ainda para a indução de corpos lúteos acessórios no 

início do diestro, visando maiores concentrações de progesterona (P4) e, consequentemente, 

melhores taxas de prenhez [5–8]. Apesar disso, os estudos utilizam doses variadas e os 

resultados ainda são inconsistentes e contraditórios. Ainda, levando em consideração o custo 

elevado desta gonadotrofina, a viabilidade econômica da utilização da hCG necessita ser melhor 

avaliada, por meio da identificação de uma dose efetiva e com melhor relação custo-benefício. 

 Um estudo recente comparou os indutores de ovulação hCG (3000 UI) e GnRH em 

vacas leiteiras que receberam embrião proveniente de produção in vitro e observaram que vacas 

tratadas com hCG tiveram maior taxa de prenhez (55%), quando comparadas aos animais que 

receberam GnRH (26,7%)[9]. Em outro estudo [10] também foram comparadas duas doses de 

hCG (1000 UI e 3000 UI) ao GnRH, em que foi observado maior tamanho de CL em animais 

tratados com 3000 UI de hCG e maior taxa de prenhez cumulativa após duas IATFs, em relação 

aos grupos GnRH e 1000UI de hCG. Quando utilizado 1500 UI de hCG em diferentes 

momentos, no dia da IA (dia 0), sete dias após a IA (dia 7), 14 dias após a IA (dia 14) ou nos 

dias 0, 7 e 14, não foi observada diferença entre os grupos tratados com hCG e o grupo controle 

(solução fisiológica) em relação à concentração de P4 e taxa de prenhez [11]. Por outro lado, o 

tratamento com hCG (3000 UI) melhorou as taxas de ovulação ao longo do ano em vacas 

leiteiras em anestro e as taxas de prenhez em vacas leiteiras em anestro sob condições de 

estresse térmico, em comparação ao tratamento com GnRH [12].  

A administração de 3.000 UI de hCG no dia 7 do ciclo estral, em vacas não lactantes, 

provocou um aumento temporário do fluxo sanguíneo do CL 1 h após o tratamento e induziu 

um aumento de longo prazo na concentração de P4 durante o período de observação de 48 h 

após a aplicação de hCG [13]. Na tentativa de substituir o GnRH por hCG (1500 UI) como 

indutor de ovulação final nos protocolos Presynch e Ovsynch, foram encontrados melhores 

resultados para taxa de prenhez quando utilizado o hormônio GnRH, sendo desaconselhado 

pelos autores a substituição [14]. 

 Com base nos estudos citados, é possível verificar que a dose de hCG utilizada varia 

amplamente, assim como os resultados referentes ao desempenho reprodutivo dos animais, 

tornando válida uma investigação mais aprofundada do uso de hCG como indutor de ovulação 

e como agente luteotrófico em protocolos de IATF e TETF. O uso de uma dose viável 

economicamente que seja capaz de induzir a ovulação síncrona, o conhecimento da 

concentração plasmática (β-hCG) ao longo do tempo, e a identificação dos efeitos sobre função 

luteal e taxa de prenhez, possibilitaria concluir sobre a viabilidade do uso da hCG nas 

biotécnicas da reprodução. Dessa forma, os objetivos deste estudo são: 1) Determinar a curva 

de concentração sérica de β-hCG após a aplicação de 1000 UI do hormônio por via 

intramuscular; 2) Avaliar o efeito de 1000 UI de hCG combinado ou não ao GnRH sobre a 

função luteal (produção de progesterona), perfusão sanguínea, diâmetro, área e circunferência 

do corpo lúteo; 3) Mensurar o efeito de 1000 UI de hCG sobre as concentrações intrafoliculares 

dos hormônios esteroides, estradiol e progesterona durante a luteinização (24 horas após a 

indução da ovulação). 
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2. Material e Métodos 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Projeto nº 41037) e da Universidade Federal 

de Pelotas (código 31587-2020). 

2.1 Experimento 1- Curva de concentração de β-hCG ao longo do tempo  

Este experimento teve como objetivo avaliar a curva de concentração sérica de β-hCG 

ao longo do tempo após indução da ovulação com 1000 UI de hCG. Para isso, foram utilizadas 

fêmeas bovinas das raças Jersey e Holandês (n=7), não gestantes e não lactantes, com escore 

de condição corporal (ECC) entre 2,5 e 4 (1-5). Os animais tiveram o seu ciclo estral controlado 

a partir de um protocolo hormonal baseado na introdução de um dispositivo intravaginal (DIV) 

contendo progesterona (P4) (Primer®, Agener União) no D0, que permaneceu durante sete dias, 

juntamente com a aplicação intramuscular (i.m) de 2 mg de benzoato de estradiol (BE/RIC-

BE®, Agener União). No D7, os DIVs foram removidos e se procedeu com a aplicação i.m de 

400 UI de gonadotrofina coriônica equina (eCG- Sincro eCG®, Ourofino Saúde Animal) e de 

500 μg de prostaglandina F2α (PGF) (Cloprostenol sódico, Estron®, Agener União). No D10, 

foi realizada a mensuração do diâmetro folicular por ultrassonografia modo B, os animais com 

folículos de diâmetro superior a 11 mm (n=5) receberam uma administração de 1000 UI de 

hCG por via i.m (Chorulon®, MSD Saúde Animal) e foram submetidos a coleta de sangue dos 

vasos coccígeos 0 h (D0), 24 h (D1), 96 h (D4) e 168 h (D7) em relação ao momento da 

aplicação do hormônio por via i.m. As dosagens séricas de β-hCG foram realizadas pelo método 

de quimiluminescência utilizando o kit Helecsys HCG-β (COBAS; Roche Diagnostics), com 

sensibilidade de < 0.6 mIU/mL. 

2.2 Experimento 2- Efeito do GnRH + hCG versus GnRH sobre a função luteal e 

características estruturais do CL 

O objetivo foi avaliar o efeito da associação de dois indutores de ovulação, hCG + 

GnRH, versus o uso de GnRH de forma isolada, sobre a síntese de progesterona e características 

do CL como: perfusão sanguínea, diâmetro, área e circunferência. Vacas cíclicas, não gestantes 

e não lactantes (n=13), das raças Jersey e Holandês, com ECC entre 2,5 e 4 (1-5) foram 

submetidas a um protocolo hormonal, para a indução de uma nova onda de crescimento 

folicular, baseado na introdução de DIV contendo 1 g de P4 (Primer®, Agener União), mantido 

durante nove dias, juntamente com a aplicação i.m de 2 mg de BE (RIC-BE®, Agener União) 

no D0. A partir do D7, os folículos foram acompanhados diariamente por ultrassonografia 

transretal, para identificação dos folículos dominantes em crescimento. No D8, foi realizada a 

aplicação i.m de 500 µg de PGF (Cloprostenol sódico, Estron®, Agener União) e no D9, foram 

removidos os DIVs. Após 24 h da remoção dos DIVs foi aplicado 10 µg de acetato de buserelina 

(Sincroforte®, Ourofino Saúde Animal), por via i.m, em todos os animais com folículos com 

diâmetro ≥ 11 mm.  

A partir deste momento, os animais foram distribuídos, de acordo com o diâmetro 

folicular, igualmente equilibrado entre os dois grupos: GnRH (n=5), sem nenhum tratamento 

adicional; e GnRH + hCG (n=5), que recebeu uma aplicação de 1000 UI de hCG (Chorulon®, 

MSD Saúde Animal) 16 h após o GnRH. Os animais foram acompanhados por ultrassonografia 

transretal a cada 12 h para verificar a ocorrência da ovulação, que foi considerada como a 

ausência do folículo pré-ovulatório previamente identificado. Nos dias cinco (D5) e sete (D7) 

após o GnRH os animais foram avaliados por ultrassonografia para verificar a presença de um 

corpo lúteo (CL), onde anteriormente estava situado o folículo pré-ovulatório. Todos as fêmeas 

foram submetidas à coleta de sangue a partir dos vasos coccígeos, o sangue foi centrifugado e 

o soro armazenado. As dosagens de P4 foram realizadas pelo método de quimiluminescência 

(ADVIA Centaur Systems Progesterone Kit; Siemens; Ref. 01586287; sensibilidade de 0,21 

ng/mL), com coeficientes de variação intra- e inter-ensaio inferiores a 10%. 
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Nos mesmos dias das coletas de sangue o CL também foi examinado por 

ultrassonografia Doppler colorido para avaliação da vascularização do CL classificada de forma 

subjetiva nos escores de 0 (ausente) a 4 (máxima), conforme [15]. Além disso, foram gravados 

vídeos de curta duração (7 segundos) em modo B e modo fluxo em cores, para mensuração 

objetiva do diâmetro, área e circunferência dos CLs. A área lútea foi medida usando uma 

imagem estática em modo B e a função de rastreamento. Para corpos lúteos com uma cavidade 

no seu interior, a área lútea foi obtida subtraindo-se a área da cavidade da área total do CL. A 

circunferência do CL foi calculada por meio de compassos internos do equipamento de 

ultrassom.  

2.3 Experimento 3- Efeito da hCG sobre a função luteal e características estruturais do 

CL 

Com o objetivo de avaliar o efeito da hCG isoladamente, como indutor de ovulação, 

sobre a função luteal (síntese de progesterona), características morfológicas (diâmetro, área e 

circunferência) e sobre a perfusão sanguínea do CL. Vacas das raças Jersey e Holandês (n=23), 

cíclicas, não gestantes e não lactantes, com ECC entre  2,5 e 4,5 (1-5), foram submetidas a um 

protocolo hormonal com uso de um DIV contendo 1 g de progesterona (Primer®, Agener 

União) associado a administração intramuscular de 2 mg de BE (RIC-BE®, Agener União) e 

10 μg de acetato de buserelina (Sincroforte®) no dia zero (D0). Os DIVs foram removidos no 

D8 com simultânea aplicação de 500 μg de PGF (Cloprostenol sódico, Estron®, Agener União). 

No D10, os animais foram avaliados por ultrassonografia transretal para mensuração do 

diâmetro do folículo dominante e todas as vacas que possuíam um folículo de diâmetro superior 

à 10 mm  foram alocadas em dois grupos, de acordo com o diâmetro folicular (igualmente 

equilibrado entre os dois grupos): grupo hCG (n=9), que recebeu 1000 UI de hCG por via i.m 

(Chorulon®, MSD Saúde Animal); grupo GnRH (n=9), que recebeu uma administração i.m de 

10 μg de acetato de buserelina (Sincroforte®, Ourofino Saúde Animal).  

 Todos os animais passaram por avaliação ultrassonográfica para identificação da 

presença de CL no ovário onde estava localizado o folículo dominante nos dias cinco (D5) e 

dia 12 (D12), quando também foi classificada de forma subjetiva a perfusão sanguínea do CL 

com uso de ultrassonografia Doppler colorido (0-4) e gravados vídeos de curta duração para 

mensuração objetiva do diâmetro, área e circunferência dos CLs, conforme realizado no 

experimento 2. No D5 e D12, após administração dos indutores de ovulação, também foi 

realizada a coleta de sangue a partir dos vasos coccígeos, as amostras de soro obtidas foram 

encaminhadas para a dosagem de progesterona por quimiluminescência, conforme descrito 

anteriormente. 

2.4 Experimento 4- Efeito da hCG sobre as concentrações dos hormônios esteroides 

(estradiol e progesterona) intrafoliculares 

Para mensurar a ação da hCG sobre as concentrações intrafoliculares de estradiol e 

progesterona, vacas da raça Jersey (n=14), cíclicas, não gestantes e não lactantes, com ECC 

entre 3 e 4,5 (1-5) foram submetidas a um protocolo hormonal de controle do ciclo estral, com 

a administração de um DIV contendo 1g de P4 (Primer®, Agener União) concomitante com a 

administração i.m de 2 mg de BE (RIC-BE®, Agener União). No D8, os DIVs foram removidos 

e foi realizada a aplicação i.m de 500 μg de PGF (Cloprostenol sódico, Estron®, Agener União). 

No D10, os animais tiveram o diâmetro do folículo dominante avaliado por ultrassonografia, e 

as vacas com folículo superior a 10 mm de diâmetro, foram distribuídas de forma equilibrada 

entre os grupos: hCG (n=7), que recebeu 1000 UI de hCG por via i.m (Chorulon®, MSD Saúde 

Animal); ou GnRH (n=6), no qual as fêmeas receberam, por via i.m, 10 μg de acetato de 

buserelina (Sincroforte®, Ourofino Saúde Animal).  

No D11, 24 h após administração do indutor de ovulação, os animais foram avaliados 

novamente por ultrassonografia para verificar a presença do folículo pré-ovulatório 
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anteriormente examinado e as fêmeas que ainda não tinham ovulado (grupo hCG 6/7 e grupo 

GnRH 3/6) passaram por aspiração do maior folículo presente nos ovários, após higienização 

da região do períneo e vulva e anestesia epidural com lidocaína. O fluído folicular foi 

armazenado em micro tubos, congelado a -20 ºC e posteriormente destinado a um laboratório 

comercial para a dosagem de estradiol e progesterona. 

2.5 Análise estatística 

Dados contínuos foram analisados quanto à distribuição e normalizados quando 

necessário. Análises pareadas foram realizadas com o teste T de Student incluindo a vaca no 

modelo. Dados de diâmetro folicular, concentrações de estradiol e progesterona no fluído 

folicular foram comparadas por análise de variância, utilizando um nível de significância de 

5%.  

 

3. Resultados 

3.1 Experimento 1 

 A maior concentração sérica de β-hCG (Fig. 1) foi observada 24 h após a administração 

de hCG por via intramuscular. Observou-se uma redução da β-hCG sérica até o quarto dia (96 

h), sendo que no dia sete após hCG a concentração em todos os animais era inferior a 0,2 

mUI/mL (limite inferior do ensaio). 

3.2 Experimento 2 

A administração de GnRH+hCG não afetou as características estruturais do CL como 

vascularização, diâmetro, área e circunferência. Porém, em relação a concentração sérica de 

progesterona foi observado que vacas tratadas com GnRH+hCG apresentaram maior 

concentração de P4 sete dias após o tratamento com GnRH (Fig. 2; P < 0,05). 

3.3 Experimento 3 

Em relação às características do CL, foi observado maior diâmetro (Fig. 3), área (Fig. 

4) e circunferência (Fig. 5) do corpo lúteo em animais tratados com hCG quando comparados 

ao grupo GnRH (P < 0,05).  

A concentração sérica de progesterona (Fig. 6) não foi afetada pela administração de 

hCG de forma isolada, não havendo diferença significativa entre os grupos GnRH e hCG (P > 

0,05).  

3.4 Experimento 4 

A administração de hCG não afetou as concentrações intrafoliculares (Fig. 7) de 

estradiol e progesterona 24 h após a sua administração. Os grupos GnRH e hCG não diferiram 

significativamente quanto a concentração desses hormônios esteroides (P > 0,05). 

 

4. Discussão 

No presente estudo, foram dosadas as concentrações de β-hCG ao longo do tempo após 

indução da ovulação com 1000 UI de hCG, sendo observado um pico de concentração às 24 h 

após o tratamento e foi possível demonstrar que uma semana após a administração as 

concentrações de β-hCG são semelhantes a hora zero (0 h). Schmitt et al. [2] relataram um pico 

na concentração de hCG próximo às 10 h após o tratamento com 3000 UI de hCG em novilhas 

(1000 UI por via intravenosa e 2000 UI por via intramuscular), essas concentrações diminuíram 

e apresentaram uma nova elevação por volta das 30 h após a administração, além disso as 

concentrações de hCG permaneceram superiores aos níveis basais e em relação ao grupo 

controle até 66h após o tratamento. Ainda, Nascimento et al. [8] dosaram o perfil de hCG 

circulante, em vacas leiteiras, entre 0 e 168 h após a administração de 3300 UI de hCG, onde 

foi observado maiores concentrações entre 4 e 12 h após o tratamento, seguido pela redução a 

partir de 24 h atingindo concentrações basais, que não diferiram da hora zero, em 72 h após o 

tratamento. As concentrações máximas de hCG observadas no presente estudo foram inferiores 
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em comparação aos dados da literatura, o que se deve às diferenças nas doses utilizadas e 

momentos de avaliação. 

Em um segundo momento, avaliou-se o efeito da hCG, associada ou não ao GnRH, 

sobre a síntese de progesterona e características do corpo lúteo. Foi possível observar 

incremento na concentração sérica de P4 de animais tratados com a combinação de dois 

indutores de ovulação (GnRH + hCG). Tal achado pode ser justificado pela ação luteotrófica 

da hCG, aumentando o número de células lúteas grandes, principais responsáveis pela produção 

de progesterona [16–18]. Entretanto, não foi observado efeito positivo de tal associação sobre 

as características estruturais e sobre a perfusão sanguínea do CL. O aumento de P4 sem 

alterações estruturais do CL pode ser decorrente do fato de que, em ambos os grupos, a 

luteinização e ovulação foram induzidas com GnRH. Ou seja, a administração de hCG pode ter 

afetado apenas a função celular, estimulando enzimas esteroidogênicas, sem modificações 

detectáveis na estrutura, embora essa hipótese ainda tenha que ser testada. 

Em um estudo do nosso grupo utilizando vacas imunocastradas foi possível observar 

um longo efeito da hCG sobre a função luteal [19]. As vacas (n=6), apresentando apenas 

folículos com diâmetro inferior a 3 mm e ausência de CL, receberam implante intravaginal (1g 

de P4; D0) e foram tratadas com 830 UI de eCG em D2 e D4, para promover o crescimento 

folicular. No D6,5, os implantes foram removidos e foram administradas 1250 UI de hCG. 

Vacas que responderam aos tratamentos (4/6) ovularam e apresentaram concentração de P4 

acima de 20 ng/mL no D14, ou seja, cerca de sete dias após o tratamento com hCG. O fato das 

vacas imunocastradas teoricamente não possuírem LH circulante sugere que uma aplicação de 

hCG pode estimular a função luteal por longo período. 

Contudo, o tratamento com hCG como indutor de ovulação de forma isolada não afetou 

as concentrações de P4 sérica e a perfusão sanguínea do CL, assim como a taxa de prenhez, 

porém refletiu em corpos lúteos com maior diâmetro, área e circunferência, possivelmente 

reflexo do efeito luteotrófico. Este efeito da hCG sobre o tamanho do corpo lúteo (área lútea 

primária, diâmetro e área lútea total) já foi descrito anteriormente, quando utilizado cinco dias 

após a ovulação [10]. Em outro estudo, Maillo et al. [20] demonstraram que o tratamento com 

hCG 24h após o início do estro não teve efeito sobre a área do CL, entretanto uma única injeção 

intramuscular de 3000 UI de hCG 48 h após o estro ou 72 h após o início do estro aumentou a 

área do CL do dia seis ao doze e do dia nove ao doze, respectivamente. Consistente com os 

efeitos no corpo lúteo, a administração de hCG no dia 2 aumentou significativamente a 

concentração de P4 circulante, em comparação com o controle, do dia seis ao onze, diferente 

do que foi encontrado neste estudo. 

Em relação as concentrações intrafoliculares de estradiol e progesterona 24 h após os 

tratamentos, não foram observadas diferenças entre os grupos. No entanto, apenas uma das 

fêmeas do grupo hCG ovulou até 24 h após o tratamento, enquanto no grupo GnRH três das 

seis vacas ovularam até 24h após a aplicação do indutor, o que poderia sugerir que as ovulações 

induzidas por hCG ocorrem mais tardiamente em relação ao GnRH. Liu et al. [21] compararam 

o momento da ovulação utilizando os indutores, GnRH (250 μg de gonadorelina) ou hCG (3000 

UI), no início do diestro (5,5 a 6,5 dias após a ovulação) e meio do diestro (9 a 10 dias após a 

ovulação) em vacas leiteiras em lactação. Os autores demonstraram que a ovulação dos animais 

que receberam GnRH ocorre 30,0 ± 1,0 h e 28,8 ± 0,4 h, nos grupos meio e início do diestro, 

respectivamente. Já as vacas que receberam hCG ovularam 35,8 ± 4,6 h e 32,8 ± 2,2 h, para 

metade e início do diestro, respectivamente. Ainda que os autores afirmem que as ovulações 

induzidas por hCG são mais tardias, não houve diferença estatística entre os indutores quando 

comparados na mesma fase do ciclo estral. 

Embora nossos achados não confirmem a hipótese de que a hCG seria capaz de melhorar 

a capacidade esteroidogênica do corpo lúteo, resultar em CLs maiores e com maior perfusão 

sanguínea, cabe ressaltar que utilizamos uma dose inferior (1000 UI) a utilizada na maioria dos 
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estudos descritos na literatura e até mesmo inferior a recomendada pelo fabricante. Nosso 

objetivo era testar uma dose economicamente viável para aplicação prática em protocolos 

hormonais de TETF, ou ainda em categorias específicas, que necessitam de um suporte para 

garantir maiores concentrações de progesterona, que sejam compatíveis com o reconhecimento 

e manutenção da gestação. 

 

5. Conclusão 

Com base nos achados deste estudo, utilizando vacas cíclicas e 1000 UI de hCG como 

indutor de ovulação, é possível concluir que as concentrações séricas de β-hCG atingiram um 

pico de concentração dentro de 24 h e no sétimo dia retornaram ao nível basal. A administração 

de hCG combinada ao GnRH elevou as concentrações séricas de progesterona e, quando 

utilizada como indutor de ovulação de forma isolada, a hCG refletiu em maior diâmetro, área e 

circunferência do CL, sem incremento na síntese de progesterona. Ainda, o processo de 

luteinização não diferiu entre vacas que tiveram a ovulação induzida com hCG ou GnRH. 

Novas pesquisas devem ser conduzidas para investigar a ação da hCG nesta dose em vacas com 

deficiência em gonadotrofinas. 
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Figura 1- Concentração sérica de β-hCG (mUI/mL) 0 h (dia 0), 24 h (dia 1), 96 h (dia 4) e 168 

h (dia 7) após a aplicação de 1000 UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG) por via 

intramuscular. 
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Figura 2- Concentração de progesterona sérica (ng/mL) nos dias 5 e 7 após a aplicação dos 

tratamentos nos seguintes grupos: GnRH (n=5), recebeu a aplicação de um análogo ao GnRH 

(10 µg de acetato de buserelina) como indutor de ovulação 24 h após a remoção dos dispositivos 

intravaginais (DIVs) contendo progesterona; e GnRH + hCG (n=5), que além a administração 

do análogo ao GnRH 24 h após a remoção dos DIVs, também recebeu uma aplicação de 1000 

UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG) 16 h após o GnRH. GnRH: Hormônio liberador 

de gonadotrofinas. 
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Figura 3- Diâmetro (A), área (B), circunferência (C) do corpo lúteo (CL) (mm) e concentração 

de progesterona sérica nos dias 5 e 12 após os tratamentos para os seguintes grupos: GnRH 

(n=9), que recebeu como indutor de ovulação 10 µg de acetato de buserelina (análogo ao 

GnRH); e hCG (n=9), no qual foi administrado 1000 UI de gonadotrofina coriônica humana 

(hCG) como indutor de ovulação. GnRH: Hormônio liberador de gonadotrofinas. 
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Figura 4- Concentração intrafolicular de estradiol (A) e progesterona (B) 24 h após a 

administração dos tratamentos nos seguintes grupos: GnRH (n=3), recebeu como indutor de 

ovulação 10 µg de acetato de buserelina (análogo ao GnRH); hCG (n=6), no qual foi 

administrado 1000 UI de gonadotrofina coriônica humana (hCG) como indutor de ovulação. 

GnRH: Hormônio liberador de gonadotrofinas. 

 

 

 

 



 

3 Considerações Finais 

 

O entendimento sobre como os fatores produzidos localmente atuam na 

foliculogênese antral, ovulação e luteinização é mais recente e não está 

completamente elucidado. Neste sentido, diversos estudos do nosso grupo, 

juntamente com dados obtidos na literatura, demonstraram que os membros da família 

TGF-β, especialmente BMP15 e GDF9, são fundamentais na regulação da 

diferenciação folicular, determinação da taxa ovulatória e ocorrência da ovulação. 

Em relação ao segundo estudo, a administração parenteral do AINE FM em 

dose terapêutica não bloqueou a ovulação induzida por GnRH, demonstrando não ser 

um modelo adequado para o estudo das prostaglandinas no processo ovulatório. 

Estudos futuros devem testar o uso do AINE FM por via intrafolicular e a 

suplementação de PGE por outra via de administração. 

No terceiro estudo, o uso de hCG, em uma dose mais viável economicamente 

(1000 UI) em vacas cíclicas, não resultou em incremento expressivo na função luteal 

e características do CL. Entretanto, acredita-se que em virtude da sua ação 

luteotrófica e efeito mais duradouro, animais com deficiência de LH e vacas leiteiras 

em condições de estresse térmico possam ser beneficiadas com o uso desse 

hormônio. Portanto, torna-se pertinente a investigação da hCG nessas categorias. 

Com base no acima exposto, a melhor compreensão da regulação local da 

função ovariana, seja envolvendo os membros da superfamília TGF-β, as 

prostaglandinas, ou indutores de ovulação que atuem localmente, pode contribuir para 

o desenvolvimento de estratégias de controle do ciclo estral e indução de um CL de 

melhor qualidade. 
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