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RESUMO  

 

IMUNIZAÇÃO ANTI-GnRH COMO UM MODELO PARA ESTUDO 

DA SUPLEMENTAÇÃO EXÓGENA DE GONADOTROFINAS EM 

FÊMEAS BOVINAS 

AUTOR: Ricardo Della Méa 

ORIENTADOR: Paulo Bayard Dias Gonçalves 

A suplementação de gonadotrofinas é necessária nas biotécnicas da reprodução. Em vacas no 

pós-parto, o uso de gonadotrofina coriônica equina (eCG) representa a única alternativa 

hormonal para estimular o crescimento folicular e aumentar as taxas de concepção. 

Alternativamente, o uso de FSH foi avaliado, porém, se mostrou ineficaz devido à curta meia-

vida. Estudos utilizaram o modelo de vaca pós-parto para estudar a suplementação de 

gonatrofinas. Alternativamente, implantes com agonistas de GnRH permitem inibir a atividade 

ovariana, limitando o crescimento dos folículos até 4 mm de diâmetro. A imunocastração com a 

vacina comercial anti-GnRH (Bopriva
®
) também pode representar um modelo, porém, se torna 

necessário testar sua viabilidade. Portanto, objetivou-se validar um modelo para estudar fontes 

alternativas de suplementação com gonadotrofinas. No experimento 1, oito vacas cíclicas 

adultas, receberam a vacina anti-GnRH em duas doses com um intervalo de trinta dias. Em 

seguida, as vacas foram separadas em três grupos experimentais: Grupo 1: 400UI de eCG, 

grupo 2: 50 mg FSH+Pluronic F127 e grupo 3: 50 mg FSH, sendo realizada avaliação da 

dinâmica folicular. No Experimento 2, seis vacas foram selecionadas, três cíclicas (grupo 

controle) e três em anestro induzido pelo uso de vacina anti-GnRH (grupo Bopriva). No D0, as 

vacas cíclicas receberam um implante vaginal contendo 1 g de progesterona e 2 mg de benzoato 

de estradiol I.M., enquanto as vacas do grupo Bopriva não foram tratadas. Cinco dias após (D5), 

o tratamento com FSH (Folltropin) foi iniciado em todas as vacas, administrado em oito 

aplicações decrescentes com um intervalo de 12 h, totalizando 200 mg FSH por vaca. Nas vacas 

cíclicas, 500 µg de cloprostenol sódico foram administrados no D8, quando foram retirados os 

implantes vaginais. No Experimento 3, foram utilizadas seis vacas imunocastradas com duas 

doses da vacina anti-GnRH. No D0, as vacas receberam 830 UI de eCG e implante de 1g de 

progesterona. Quarenta e oito horas depois (D2), foi administrada outra dose de 830 UI de eCG. 

No D6,5 do experimento a ovulação foi induzida pela administração de 1250 UI de hCG. No 

D9, a ovulação foi avaliada e coletas de sangue foram realizadas no D6,5 até o D14, para 

mensurar as concentrações de progesterona. No experimento 1, todas as vacas responderam ao 

tratamento com a vacina anti GnRH, observando-se apenas folículos com diâmetro inferior a 4 

mm, mostrando eficácia da vacina. Porém, nenhum dos tratamentos com dose única induziu o 

crescimento folicular. No Experimeno 2, todas as vacas responderam ao protocolo de 

superovulação com FSH, apresentando múltiplos folículos > 8 mm, comprovando a reversão do 

efeito vacinal. No experimento 3, após a segunda aplicação de eCG, quatro vacas responderam 

ao tratamento com pelo menos um folículo > 10 mm. Vacas que apresentaram folículos pré-

ovulatórios responderam ao tratamento com hCG e ovularam, apresentando concentrações de 

progesterona acima de 20 ng/mL sete dias após o tratamento, demonstrando a funcionalidade 

dos corpos lúteos. Portanto, conclui-se que a imunocastração com vacina anti-GnRH pode ser 

utilizada como modelo para o estudo de alternativas para a suplementação exógena de 

gonadotrofinas em fêmeas bovinas. 

 

 

Palavras-chave: Gonadotrofinas. Imunocastração. Vacina anti-GnRH 
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ABSTRACT 

 

IMUNIZAÇÃO ANTI-GnRH COMO UM MODELO PARA ESTUDO DA 

SUPLEMENTAÇÃO EXÓGENA DE GONADOTROFINAS EM FÊMEAS 

BOVINAS 

AUTHOR: Ricardo Della Méa 

ADVISOR: Paulo Bayard Dias Gonçalves 

Gonadotropin supplementation is necessary in reproductive biotechnics. In postpartum cows, 

the use of equine chorionic gonadotropin (eCG) represents the only hormonal alternative to 

stimulate follicular growth and increase conception rates. Alternatively, the use of FSH was 

evaluated, however, it was shown to be ineffective due to the short half-life. Studies used the 

postpartum cow model to study gonatrophin supplementation. Alternatively, implants with 

GnRH agonists allow to inhibit ovarian activity, limiting the growth of follicles up to 4 mm in 

diameter. Immunocastration with the commercial anti-GnRH vaccine (Bopriva) can also 

represent a model, however, it becomes necessary to test its viability. Therefore, the objective 

was to validate a model to study alternative sources of gonadotropin supplementation. In 

experiment 1, eight adult cyclic cows received the anti-GnRH vaccine in two doses with an 

interval of thirty days. Then, the cows were separated into three experimental groups: Group 1: 

400UI of eCG, group 2: 50 mg FSH+Pluronic F127 and group 3: 50 mg FSH, with an 

evaluation of the follicular dynamics. In Experiment 2, six cows were selected, three cyclic 

(control group) and three in anestrus induced by the use of anti-GnRH vaccine (Bopriva group). 

On D0, cyclic cows received a vaginal implant containing 1 g of progesterone and 2 mg of 

estradiol benzoate, while cows in the Bopriva group were not treated. Five days later (D5), 

treatment with FSH (Folltropin) was started in all cows, administered in eight decreasing 

applications with an interval of 12 h, totaling 200 mg FSH per cow. In cyclic cows, 500 µg of 

sodium cloprostenol was administered on D8, when the vaginal implants were removed. In 

Experiment 3, six cows were immunocastrated with two doses of the anti-GnRH vaccine. On 

D0, the cows received 830 IU of eCG and 1g of progesterone implant. Forty-eight hours later 

(D2), another dose of 830 IU of eCG was administered. On D6.5 of the experiment, ovulation 

was induced by administering 1250 IU of hCG. On D9, ovulation was assessed and blood 

samples were taken from D6.5 to D14 to measure progesterone concentrations. In experiment 1, 

all cows responded to treatment with the anti-GnRH vaccine, observing only follicles with a 

diameter less than 4 mm, showing the effectiveness of the vaccine. However, none of the single-

dose treatments induced follicular growth. In Experiment 2, all cows responded to the FSH 

superovulation protocol, presenting multiple follicles > 8 mm, proving the reversal of the 

vaccine effect. In experiment 3, after the second application of eCG, four cows responded to 

treatment with at least one follicle > 10 mm. Cows that presented preovulatory follicles 

responded to treatment with hCG and ovulated, with progesterone concentrations above 20 

ng/mL seven days after treatment, demonstrating the functionality of the corpus luteum. 

Therefore, it is concluded that immunocastration with anti-GnRH vaccine can be used as a 

model for the study of alternatives for exogenous gonadotropin supplementation in female 

bovine animals. 

 

 

Keywords: Gonadotropins. Immunocastration. Anti-GnRH vaccin 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Com a compreensão da fisiologia do ciclo estral, medidas podem ser tomadas 

para controlar este evento, levando a melhorias da eficiência reprodutiva (BARUSELLI, 

P S et al., 2004; ROSSA et al., 2016). Os programas de inseminação artificial em tempo 

fixo (IATF) são amplamente utilizados, principalmente pela capacidade de aumentar a 

quantidade de fêmeas artificialmente inseminadas, sem necessidade de observação de 

estro (SÁ FILHO et al., 2011). A sincronização dos ciclos estrais permite encurtar a 

estação reprodutiva, ter uniformidade nos lotes de bezerros nascidos e maior facilidade 

do uso da inseminação artificial (IA). A IA é a técnica que permite a introdução de 

material genético com custo inferior à aquisição de reprodutores com alto padrão 

genético (LAMB et al., 2010).  

O sucesso dos programas de IATF depende do crescimento do folículo 

ovulatório (FO) e do controle da ovulação (THEDY et al., 2018). O uso de estrógeno 

tem possibilitado a sincronização da emergência de uma nova onda folicular, quando 

associado à progesterona, por induzir a regressão folicular. Após a administração dessa 

associação, uma nova onda folicular se inicia entre o 3° e 4° dia (CACCIA; BÓ, 2003). 

A aplicação de estrógenos ocasiona, inicialmente, uma supressão na liberação tanto de 

FSH quanto de LH (MARTÍNEZ et al., 2007), levando à atresia dos folículos.  

A partir dessa onda sincronizada, e na presença de um FD, formas de programar 

a ovulação incluem a indução farmacológica da luteólise, utilizando-se prostaglandina- 

F2α (PGF) ou seus análogos sintéticos, a remoção do dispositivo contendo progesterona 

e um agente indutor da ovulação, para o qual comumente o estrógeno é utilizado 

(BINELLI et al., 2006). Sais de estrógenos, com meia-vida variada, têm sido utilizados 

em larga escala nos protocolos de IATF (MENEGHETTI et al., 2009). Na etapa final do 

processo que precede a ovulação, após o pico ovulatório do LH, o crescimento folicular 

está associado à maturação do oócito e, consequentemente, a sua capacidade de ser 

fecundado (SARTORI et al., 2001).  

As relações entre o tamanho do FO, formação do corpo lúteo, a produção de 

progesterona e o desenvolvimento embrionário inicial estão associadas ao 

estabelecimento da prenhez em novilhas e vacas de corte. Diversos estudos relacionam 

o menor diâmetro do folículo ovulatório (FO) em vacas de corte sincronizadas para a 

IATF com a baixa condição nutricional durante o pós-parto (PERRY et al., 2007; 

ROCHE; CROWE; BOLAND, 1992). O anestro pós-parto é um dos principais fatores 
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que prolongam o intervalo parto-concepção nos sistemas de cria de bovinos de corte, ao 

passo que a relação vaca e bezerro é um importante fator que contribui no atraso ao 

retorno à ciclicidade após o parto, juntamente com a subnutrição (YAVAS; WALTON, 

2000).  

Estudos demonstraram que a administração de eCG no final do período de 

suplementação de progesterona aumenta a incidência de ovulação, uma vez que a eCG é 

capaz de estimular o crescimento final do folículo dominante, ligando-se a receptores de 

FSH e LH (BÓ; BARUSELLI, P. S.; MARTÍNEZ, 2003). Alternativamente, o FSH é 

outra gonadotrofina que pode potencialmente ser usada para aumentar o crescimento 

folicular, porém estudos demostraram a ineficácia quando aplicado em programas de 

IATF no momento da retirada do implante de progesterona (L.A. et al., 2010) (SÁ 

FILHO et al., 2010). Essa observação pode ser explicada pela menor meia-vida do FSH, 

em torno de 6 h, em comparação a eCG, que possui meia-vida entre 48 e 72 horas. Além 

disso, a eCG é capaz de se ligar aos receptores de LH, estimulando o crescimento 

folicular final (SALES et al., 2011). 

Estudos visando aumentar a meia vida de fármacos demonstraram que Pluronic 

F127 em forma de gel pode sustentar e prolongar a liberação de GnRH e deslorelina no 

tecido muscular de bovinos. Além disso, quando formuladas em gel, tanto a deslorelina 

quanto o GnRH mantiveram sua atividade, como demonstrado pelas elevações de LH e 

progesterona observadas in vivo, aumentando o tempo para o pico de LH e melhorando 

o desenvolvimento folicular pré ovulatório (WENZEL et al., 2002).  

Com base no acima exposto, fica evidente a necessidade de se estudar 

abordagens alternativas para promover o crescimento folicular. Modelos animais são 

fundamentais para a identificação de fármacos ou veículos que possam aumentar a 

meia-vida dos hormônios utilizados nas biotecnologias reprodutivas, especialmente das 

gonadotrofinas. Vacas no pós-parto representam um modelo adequado, pois apresentam 

deficiência de gonadotrofinas, especialmente LH, por períodos variáveis após o parto. 

Vacas paridas têm sido amplamente utilizadas em estudos investigando abordagens para 

estimular o crescimento folicular. Porém, o manejo desta categoria apresenta algumas 

restrições, como a necessidade de separação do bezerro para possibilitar a adequada 

condução e contenção da vaca. Além disso, há a necessidade de se obter gestações o 

mais cedo possível durante a temporada reprodutiva (CICCIOLI et al., 2003  

)(KRIEGSFELD et al., 2006) (STEVENSON et al., 1994), o que pode limitar testes de 

abordagens mais arriscadas que possam causar eventuais prejuízos à fertilidade. Foi 
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demonstrado que modelos utilizando implantes com agonistas de GnRH são adequados 

para estudar a foliculogênese, uma vez que limitam, de forma reversível, o crescimento 

dos folículos a partir de 2 a 4mm de diâmetro. Entretanto, os referidos implantes não 

estão disponíveis comercialmente no Brasil (D’OCCHIO et al., 2000).   

O presente estudo tem como objetivo validar um modelo de supressão do 

crescimento folicular utilizando a imunocastração com vacina anti-GnRH para, 

posteriormente, testar a reversão da inibição do crescimento folicular com a 

suplementação exógena de gonadotrofina. Assim, pretende-se validar um modelo para o 

estudo de aspectos básicos da foliculogênese e para o desenvolvimento de abordagens 

inovadoras para uso nas biotécnicas da reprodução, como a identificação de diferentes 

veículos que possam aumentar a meia-vida do FSH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL 

 

O desenvolvimento folicular de bovinos ocorre em um padrão de duas a três 

ondas de crescimento folicular. Cada uma dessas ondas é oriunda da ovulação do 

folículo dominante da onda anterior, ou de sua atresia. Sendo assim, o efeito do 

feedback negativo que o estradiol e a inibina secretados pelo folículo dominante, 

exercem sobre o hormônio folículo estimulante (FSH, do inglês, Follicle-stimulating 

hormone) se encerra (BINELLI et al., 2006). Então, um pool de pequenos folículos são 

recrutados durante a fase de emergência folicular, pelo estímulo do FSH, e iniciam uma 

fase de crescimento por cerca de três dias (GINTHER et al., 2003). Após o processo 

chamado de divergência folicular, apenas um, o folículo dominante (FD), continua a se 

desenvolver, enquanto os demais, folículos subordinados, entram em atresia.  

Uma maior atividade das proteases específicas para a proteína de ligação 

semelhante a insulina (IGFBP, do inglês Insulin-like growth factor binding-protein) está 

presente no folículo dominante, em comparação aos subordinados, regulando o fator de 

crescimento semelhante a insulina (IGF, do inglês Insulin-like growth factor). Isso, 

provavelmente, potencializa ou permite a ação das gonadotrofinas em estimular o 

crescimento e diferenciação folicular (FORTUNE; RIVERA; YANG, M. Y., 2004), 

apresentando mais precocemente a capacidade de responder ao estímulo da 

gonadotrofina hipofisária, o hormônio luteinizante (LH, do inglês Luteinizing hormone) 

(DRIANCOURT, 2001; SARTORI et al., 2001). Em resposta ao LH, o folículo que foi 

selecionado segue o crescimento e aumenta sua capacidade de produzir estradiol (E2) e 

inibina, levando a concentração de FSH a retornar aos níveis basais, e o folículo 

selecionado se torna dominante (GINTHER et al., 1999).  

O crescimento do FD é maior quanto maior for a frequência de liberação dos 

pulsos de LH, sendo controlada diretamente pelo hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH, do inglês Gonadotropin-releasing hormone)  (KARSCH et al., 1997). Durante 

a fase luteínica ou progesterônica do ciclo estral, a frequência de pulsos de LH não é 

suficiente para o crescimento final e a ovulação do folículo dominante, devido a 

concentrações elevadas de progesterona circulante.  
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Por outro lado, na ausência de progesterona, na fase folicular do ciclo 

estral, o estrógeno induz aumento na frequência e diminuição da amplitude de 

liberação de GnRH, levando a um pico de LH, que irá culminar na ovulação do 

folículo dominante. O folículo ovulado passa por mudanças funcionais e estruturais 

para se tornar o corpo lúteo, que se desenvolve rapidamente, secretando 

quantidades crescentes de progesterona (BINELLI et al., 2006). 

 

2.2 ALTERNATIVAS PARA SUPLEMENTAÇÃO DE GONADOTROFINAS 

 

Conforme mencionado anteriormente, as gonadotrofinas são essenciais para o 

adequado desenvolvimento folicular. Entretanto, em algumas situações, como durante o 

período pós-parto, as fêmeas bovinas apresentam deficiência de gonadotrofinas, 

especialmente de LH, por períodos variados. Para suplementação exógena de 

gonadotrofinas, dois hormônios são comumente utilizados, o FSH e a eCG. A eCG é 

uma glicoproteína sintetizada a partir dos cálices endometriais de éguas gestantes e tem 

a função de induzir a formação de CLs acessórios e luteinização de folículos durante a 

gestação na égua. O pico de produção dessa glicoproteína ocorre entre os dias 55 e 70 

da gestação  e sua concentração declina próximo dos 130 dias  (MURPHY; 

MARTINUK, 1991). A subunidade α dos hormônios LH e FSH são iguais, sendo que a 

eCG é dotada dessa mesma subunidade α, o que faz esse hormônio ligar-se tanto nos 

receptores de LH quanto de FSH (PIERCE; PARSONS, 1981)  

A eCG contém ácido siálico, principalmente na subunidade β, que confere ao 

hormônio uma meia-vida longa de 26 h em equinos (COLE et al., 1967), maior que a 

meia-vida de FSH e LH. A eCG tem a meia-vida mais longa na circulação bovina em 

comparação com as gonadotrofinas LH e FSH (MENZER; SCHAMS, 1979), porque 

sua molécula possui oligossacarídeos altamente sializados (DAMM et al., 1990), que 

reduzem o metabolismo e a filtragem de eCG no fígado e nos rins (MARTINUK et al., 

1991). A eCG tem afinidade aos receptores do LH (LHCGR), e FSH (FSHR), que 

pertencem a uma subfamília de receptores de hormônios glicoproteicos que incluem 

sete receptores de domínio transmembrana associados à proteína G (DUFAU, 1998). 

Consequentemente, a eCG pode determinar e desenvolver as atividades de LH e FSH 

em espécies não equídeas  (BAKER, 1973; COLE et al., 1967; STEWART; ALLEN, 
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1981) devido a uma alta afinidade  para os receptores FSH e LH. Devido a isso, a eCG é 

utilizada em medicina veterinária para controlar a atividade reprodutiva em bovinos. 

A eCG tem sido utilizada em protocolos de IATF em bovinos para melhorar o 

crescimento folicular e assim produzir um folículo maior e mais responsivo para o 

período ovulatório (SIQUEIRA, L. C. et al., 2009). Em protocolos de IATF para 

bovinos de corte com alta incidência de anestro pós-parto, a eCG é administrada 

concomitantemente à remoção de um dispositivo intravaginal que libera progesterona, 

para estimular o crescimento do folículo dominante antes da ovulação (BARUSELLI, P. 

S. et al., 2004; SMALL et al., 2009) resultando em melhora nas taxas de prenhez 

(ROSS et al., 2004). 

O FSH, é um hormônio regulado pelo peptídeo GnRH, sendo o principal 

hormônio endócrino que controla o crescimento folicular antral precoce e o surgimento 

de cada nova onda de crescimento folicular (ADAMS et al., 1992; SUNDERLAND et 

al., 1993). O mecanismo pelo qual o FSH induz o desenvolvimento folicular é mediado 

por um maior número de receptores de FSH nas células da granulosa (FORTUNE et al., 

2005). Isso é seguido por uma queda nas concentrações de FSH durante a seleção, com 

as concentrações de FSH atingindo níveis basais durante a fase inicial de dominância 

(SUNDERLAND et al., 1993).  

O FSH é outra gonadotrofina que pode potencialmente ser usada para aumentar 

o crescimento folicular, porém, conforme mencionado anteriormente, é ineficaz em 

protocolos de IATF (SÁ FILHO et al., 2010). Sua meia vida curta é a explicação para 

ausência de efeito sobre o crescimento folicular. Além disso, o FSH purificado não tem 

atividade semelhante ao LH, ao contrário da eCG (SALES et al., 2011). Nesse contexto 

várias aplicações de FSH não se tornam práticas em protocolos de IATF, fazendo com 

que se torne necessário buscar alternativas para essa condição. 

 

2.3 PREPARAÇÕES PARA LIBERAÇÃO LENTA DE FÁRMACOS 

 

 A preparação de fármacos com veículos de liberação lenta é uma alternativa que 

pode ter aplicabilidade prática, uma vez que aumentando a meia-vida do fármaco é 

possível utilizá-lo em doses reduzidas. O aumento da meia-vida circulante do FSH 

poderia viabilizar seu uso em protocolos de IATF, ou até mesmo em protocolos de 

superovulação, com menor número de aplicações. 
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Os plurônicos são uma série de copolímeros em bloco, que estão a disposição 

comercialmente com propriedades que variam. Destes, o Pluronic F127 (PF127) é um 

copolímero tribloco do tipo ABA, sendo formado de unidades de polioxietileno (A) e 

unidades de polioxipropileno (B) (BHARDWAJ; BLANCHARD, 1996). 

Interessantemente, o PF127 em concentrações de 20% ou mais em solução aquosa exibe 

a propriedade única da gelificação térmica, reversível à temperatura ambiente (25°C). O 

PF127 existe como um líquido viscoso móvel, que é transformado em um gel à 

temperatura do corpo (cerca de 37°C). Assim, é possível originar uma formulação com 

PF127 que é líquida a temperaturas mais baixas, porém quando injetada, proporciona 

um depósito de fármaco no local da injeção em forma de gel. Tal formulação de 

depósito de PF127 já foi usada para sustentar a liberação prolongada de proteínas 

biologicamente ativas como interleucina-2 e urease (JOHNSTON, Thomas P.; 

PUNJABI; FROELICH, 1992).  

Além disso, descobriu-se que o PF127 aumenta a estabilidade da urease, 

interleucina-2 (WANG; JOHNSTON, T P, 1993) e do hormônio do crescimento humano 

recombinante (rhGH) (KATAKAM; BELL; BANGA, 1995). Estudos demostraram que 

o Pluronic F-127 aumenta a adesão celular e a formação de colágeno, levando a 

melhores níveis de angiogênese (FOWLER et al., 2005) e possui propriedades 

favoráveis, como não ser tóxico, ter biocompatibilidade e biodegradabilidade. Uma 

característica única do Pluronic F-127 é a de ser termo sensível, que permite a retenção 

de células em forma de cápsulas em sua estrutura e favorece a adesão inicial de células  

(HUANG, J. et al., 2006) (CHEN, W. J. et al., 2009) 

A baixa temperatura, o PF127 existe como subunidades micelares e com um 

aumento de temperatura sofre transformação em gel, formando uma rede reticulada que 

é capaz de proteger os fármacos proteicos da degradação, liberando esses fármacos da 

rede reticulada de maneira lenta, permitindo a administração prolongada de 

medicamentos (ATTWOOD; COLLETT; TAIT, 1985). Estudos demonstraram que 

PF127 em forma de gel pode sustentar e prolongar a liberação de GnRH e deslorelina 

no tecido muscular de bovinos. Além disso, quando formuladas em gel, tanto a 

deslorelina quanto o GnRH mantiveram sua atividade, como demonstrado pelas 

elevações de LH e progesterona observadas in vivo, aumentando o tempo para o pico de 

LH e melhorando o desenvolvimento folicular pré ovulatório (WENZEL et al., 2002). A 
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liberação do fármaco a partir de géis plurônicos pode ser ainda mais controlada pela 

incorporação de aditivos hidrofílicos ou hidrofóbico (MORISHITA et al., 2001). 

A alcool polivinilico (PVA) é um material com boa estabilidade química, térmo-

estável e altamente permeavél à água.  O PVA tem sido amplamente utilizado em fibras, 

adesivos, emulsificantes, em aplicações na indústria têxtil e de papel, como protetor de 

coloide (OKAYA; SUZUKI; KIKUCHI, 1999). Mais recentemente, o PVA tem sido 

utilizado como carreador de medicamento, devido às suas propriedades de 

degradabilidade e não toxicidade. Algumas aplicações visam alterar a permeabilidade a 

gases, aumentar a processabilidade e a resistência térmica (BATYRBEKOV, E. O.; 

ISKAKOV, R. & ZHUBANOV, B. A, 1998), também melhorar a capacidade de 

estabilização, a biocompatibilidade, a permeabilidade e a biodegradabilidade de 

soluções (GNANOU; FONTANILLE, 2007). A versatilidade do PVA é um importante 

agregado para a formulação de novos materiais funcionais e hidrogéis com potenciais, 

como a viabilidade de abordagens sintética para a obtenção de parâmetros adequados 

para a liberação controlada de medicamentos (PARADOSSI et al., 2003). 

Os produtos acima citados possuem potencial para uso no controle da liberação 

de hormônios reprodutivos. A identificação de alternativas para aumentar a meia vida 

de hormônios, como o FSH, poderia impactar positivamente no bem-estar animal, uma 

vez que esta gonadotrofina pode ser obtida em abatedouro, não sendo necessária a 

manipulação de animais vivos. 

 

2.4 MODELOS DE ESTUDO PARA SUPLEMENTAÇÃO EXÓGENO DE 

GONADOTROFINAS 

 

2.4.1 Modelo de agonista de GnRH 

 

Os implantes com agonistas de GnRH contêm o agonista deslorelina  

(ANALOGS, 1986). Os implantes possuem uma matriz de lipídeos extrudada contendo 

agentes formadores de poros solúveis que são biocompatíveis e foram formulados para 

conter 12 mg de deslorelina por implante. Um único implante normalmente suprime a 

função ovariana em novilhas por 12 meses, ao passo que o implante é colocado 

subcutaneamente na superfície dorsal da orelha (OCCHIO, Michael J D et al., 2002).  
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Os agonistas de GnRH, em comparação com o GnRH natural, têm uma 

afinidade maior com os receptores de GnRH e uma meia-vida mais longa circulante. 

Essas propriedades dos agonistas do GnRH possibilitam a utilização em doses 

substancialmente mais baixas (ANALOGS, 1986). A resposta ao tratamento crônico 

com agonista de GnRH tem dois componentes, a fase aguda do tratamento, que pode 

durar vários dias, é caracterizada por um grande aumento imediato de LH e FSH 

plasmático, seguido por um retorno às concentrações basais (GONG et al., 1995). A 

exposição contínua ao agonista GnRH leva a uma fase crônica  a qual a secreção 

pulsátil de LH é bloqueada (OCCHIO, Michael J D; ASPDEN, William J; WHYTE, 

Tim R, 1993). Esse bloqueio ocorre devido a uma regulação negativa dos receptores de 

GnRH nas células gonadotróficas (AL, 1986) (HAZUM; CONNF, 1988). Como 

consequência, o crescimento folicular em novilhas implantadas por um longo período 

com um agonista de GnRH é interrompido no estágio folicular antral com diâmetro do 

folículo de 2 a 4 mm (OCCHIO, M J D et al., 2000). 

Esse modelo de novilhas implantadas por um longo período com um agonista de 

GnRH, responde à estimulação aguda com FSH, apresentando padrões de crescimento 

folicular e ovulação semelhantes aos de novilhas normais (D’OCCHIO et al., 2013). 

Portanto, fornece um modelo importante para estudar suplementação de gonadotrofina 

para o crescimento folicular final e ovulação. Contudo, esse modelo não está disponível 

comercialmente no Brasil, o que limita seu uso, fazendo necessário buscar alternativas 

disponíveis e de custo acessível. 

 

2.4.2 Modelo de vacina anti-GnRH 

 

 A vacina anti-GnRH é uma potencial ferramenta para o estudo de alternativas 

para suplementação de gonadotrofinas, visto que é disponível comercialmente, tem um 

custo acessível e é indicado para uso em bovinos. A vacina Bopriva é um 

imunocastrador para bovinos, sendo composta de um análogo de GnRH ligado à uma 

proteína carreadora, ao passo que é adicionado à vacina um adjuvante sintético aquoso 

que aumenta o nível e duração da imunidade (Bopriva – Zoetis, São Paulo, Brasil). 

A vacina anti-GnRH suprime imunologicamente de forma temporária a função 

ovariana, resultando na supressão dos níveis de estrógeno e progesterona nas fêmeas 
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bovinas adultas a partir dos 15 meses.  A atividade normal do ciclo estral começa a 

diminuir ou cessa em aproximadamente 2 semanas após aplicação da 2ª dose do 

produto, onde os títulos de anticorpos atingem o seus maiores níveis (HIRSBRUNNER 

et al., 2017)  

As vacinas anti-GnRH foram elaboradas e tornaram-se comercialmente 

disponível para uso em bovinos, principalmente para imunocastração, como uma 

alternativa para a castração cirúrgica convencional, preservando o bem-estar animal 

(MARTI et al., 2015). A imunização  contra o GnRH induz uma diminuição na 

frequência e amplitude dos pulsos de LH e também reduz as concentrações médias de 

FSH aos níveis basais (FINNERTY; ENRIGHT; ROCHE, 1998). 

 O uso da vacina anti-GnRH como modelo de estudo de suplementação exógena 

de gonadotrofinas ainda é uma incógnita, visto que a capacidade de reversão dos 

folículos nunca foi testada. Estudos recentes mostraram que a imunização ativa contra 

GnRH é uma alternativa terapêutica potencial para controlar cistos foliculares de vacas 

doadoras de oócitos submetidas a repetidas seções de OPU e que desenvolveram doença 

cística ovariana crônica. Os cistos regridem após a imunização, possibilitando o 

crescimento de pequenos folículos (<4 mm), sem afetar o potencial de desenvolvimento 

embrionário in vitro (VIANA et al., 2021). No referido estudo, os autores relatam atraso 

na emergência folicular em vacas imunocastradas, em comparação com vacas cíclicas. 

Portanto, a suplementação exógena com gonadotrofinas poderia representar uma 

ferramenta para controlar o crescimento folicular nas vacas imunocastradas. Assim, 

além de estabelecer a viabilidade de um modelo de estudo, a suplementação de 

gonadotrofinas em vacas imunocastradas pode ter uma aplicação prática.  
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RESUMO 8 

A imunocastração com vacina anti-GnRH pode representar um modelo de supressão da 9 

atividade ovariana para estudos da foliculogênese, porém, a viabilidade desse modelo 10 

ainda não foi avaliada. No Experimento 1, seis vacas imunocastradas foram separadas 11 

em três grupos: Grupo 1: 400UI de eCG; grupo 2: 50 mg FSH (Folltropin) + Pluronic 12 

F127 e grupo 3: 50 mg FSH. No Experimento 2, seis vacas foram selecionadas, sendo 13 

três cíclicas (grupo controle) e três imunocastradas. As vacas receberam oito aplicações 14 

decrescentes de FSH com um intervalo de 12 h, totalizando 200 mg FSH por vaca. No 15 

Experimento 3 vacas imunocastradas (n=6) receberam 830 UI de eCG no D0 e no D2. 16 

No D6.5, com a presença de folículos pré-ovulatórios, a ovulação foi induzida com 17 

1250 UI de hCG. No Experimento 1, todas as vacas responderam ao tratamento com a 18 

vacina anti-GnRH, observando-se apenas folículos menores que 4 mm e ausência de 19 

corpo lúteo. Entretanto, uma dose de gonadotrofina não foi capaz de induzir o 20 

crescimento folicular. No Experimento 2, duas vacas de cada grupo responderam ao 21 

protocolo de superovulação, com múltiplos folículos maiores de 8 mm ao final do 22 

tratamento com FSH. No Experimento 3, após a segunda aplicação de eCG, quatro 23 
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vacas responderam ao tratamento (folículos maiores que 10 mm). As quatro vacas 1 

responderam ao tratamento com hCG e ovularam, o que foi confirmado com 2 

concentrações de progesterona acima de 20 ng/mL indicando a funcionalidade dos 3 

corpos lúteos. Conclui-se que o modelo utilizado é adequado para o estudo da 4 

foliculogênese. 5 

Palavras chave: Vacina anti-GnRH, imunocastração, gonadotrofinas exógenas 6 

ABSTRACT 7 

Immunocastration with anti-GnRH vaccine may represent a model of suppression of 8 

ovarian activity; however, so far, the feasibility of this model has not been evaluated. In 9 

experiment 1, six immunocastrated cows were allocated into three experimental groups: 10 

group 1: 400IU eCG; group 2: 50 mg FSH+pluronic F127 and group 3: 50 mg FSH. In 11 

experiment 2, six cows were selected, three cyclic (control group) and three 12 

immunocastrated. The cows received eight descending applications of FSH with an 13 

interval of 12 h, totaling 200 mg FSH per cow. In experiment 3, immunocastrated cows 14 

(n=6) received 830 IU of eCG on D0 and D2. On D6.5, with the presence of 15 

preovulatory follicles, ovulation was induced by administering 1250 IU of hCG. In 16 

experiment 1, all cows responded to treatment with the anti-GnRH vaccine, observing 17 

only follicles with a diameter less than 4 mm and absence of corpus luteum. However, a 18 

single dose of gonadotropin was not able to induce follicular growth. In experiment 2, 19 

two cows from each group responded to the superovulation protocol, with multiple 20 

follicles larger than 8 mm observed at the end of FSH treatment. In experiment 3, after 21 

the second application of eCG, four cows responded to treatment (at least one follicle 22 

larger than 10 mm). The four cows responded to hCG treatment and ovulated, which 23 

was confirmed by progesterone concentrations above 20 ng/ml indicating functional 24 
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corpora lutea. It is concluded that the model used is suitable for the study of 1 

folliculogenesis. 2 

 3 

Key words: Anti-GnRH vaccine, immunocastration, exogenous gonadotropins 4 

 5 

INTRODUÇÃO 6 

Com a compreensão da fisiologia do ciclo estral, diversas biotécnicas foram 7 

desenvolvidas, levando a melhorias da eficiência reprodutiva, sendo a suplementação de 8 

gonadotrofinas amplamente utilizada no controle do ciclo estral em bovinos 9 

(BARUSELLI, P. S. et al., 2004; ROSSA et al., 2016). A principal categoria que 10 

necessita da suplementação de gonadotrofinas é vacas no pós-parto, uma vez que o 11 

anestro lactacional é um dos principais fatores que prolongam o intervalo parto-12 

concepção nos sistemas de cria de bovinos de corte (YAVAS; WALTON, 2000). Ainda, 13 

a suplementação de gonadotrofinas é necessária para promover a superovulação (SOV) 14 

(LUCIA, 1997). 15 

 A gonadotrofina coriônica equina (eCG), administrada antes ou no momento da 16 

remoção do dispositivo intravaginal com progesterona, tem sido amplamente utilizada 17 

em bovinos de corte (SIQUEIRA, L. C. et al., 2009). A eCG é utilizada em protocolos 18 

de inseminação artificial em tempo fixo (IATF), para estimular o crescimento do 19 

folículo dominante antes da ovulação (BARUSELLI, P. S. et al., 2004; SMALL et al., 20 

2009). Já para a SOV, o tratamento com eCG, apesar de prático (uma aplicação), 21 

apresenta limitações, como o desenvolvimento de estruturas anovulatórias e embriões 22 

de baixa qualidade. 23 

 Estudos avaliaram o uso do hôrmonio folículo estimulante (FSH) como uma 24 

alternativa a eCG, para estimular o crescimento folicular (FORTUNE et al., 2005; 25 



26 
 

 

SALES et al., 2011). Porém, a maioria dos dados disponíveis na literatura demonstram a 1 

ineficácia do FSH quando utilizado em dose única em protocolos de IATF em vacas no 2 

pós-parto (L.A. et al., 2010; SÁ FILHO et al., 2010), o que pode ser explicado pela 3 

meia-vida curta do FSH. Além disso, ao contrário da eCG, o FSH purificado não possui 4 

ação similar ao LH (SALES et al., 2011), o que é importante para o crescimento 5 

folicular final. Estudos visando aumentar a meia vida de fármacos utilizaram o Pluronic 6 

F127 em forma de gel, o qual prolonga e sustenta a liberação de GnRH no tecido 7 

muscular de bovinos. Nessa formulação o GnRH aumenta sua atividade, elevando 8 

níveis de LH e progesterona observadas in vivo, aumentando o tempo para o pico de LH 9 

e melhorando o desenvolvimento folicular pré ovulatório (WENZEL et al., 2002). 10 

Sendo uma plausível alternativa para aumentar a meia vida circulante do FSH. 11 

Para investigar alternativas para suplementação de gonadotrofinas, diversos 12 

estudos utilizaram o modelo de vacas no pós-parto. Entretanto, o manejo dessa categoria 13 

é complicado, pois requer a separação dos bezerros, além do fato de que as fêmeas 14 

devem se tornar gestantes o mais cedo possível na estação reprodutiva (CICCIOLI et 15 

al., 2003; KRIEGSFELD et al., 2006; STEVENSON et al., 1994). Alternativamente, o 16 

uso de implantes de agonista de GnRH (Deslorelina-12 mg) (D’OCCHIO et al., 2013) 17 

possibilita a inibição da atividade ovariana, limitando o crescimento dos folículos a 18 

partir de 2 - 4mm de diâmetro (D’OCCHIO et al., 2000). O modelo é adequado para 19 

estudos envolvendo regulação da foliculogênese, uma vez que os animais tratados 20 

respondem ao tratamento com FSH exógeno, em comparação com fêmeas cíclicas, não 21 

tratadas. Entretanto, implantes com agonista de GnRH não estão disponíveis 22 

comercialmente no Brasil. Assim, a imunocastração com vacina comercial anti-GnRH 23 

(Bopriva - Zoetis Brasil) poderia representar um modelo de supressão de atividade 24 

ovariana (HIRSBRUNNER et al., 2017), ao passo que a imunização ativa contra o 25 
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GnRH diminui a frequência e amplitude dos pulsos de LH e reduz as concentrações 1 

plasmáticas de FSH a níveis basais (FINNERTY; ENRIGHT; ROCHE, 1998).  2 

Resultados de estudos utilizando a imunização anti-GnRH como alternativa 3 

terapêutica mostraram que, ao utilizar a vacina em vacas doadoras de oócitos com 4 

doença cística ovariana crônica, obteve-se uma redução de cistos foliculares, não 5 

observando qualquer efeito prejudicial ao potencial desenvolvimento dos oócitos in 6 

vitro (VIANA et al., 2021). Os autores relatam que vacas imunocastradas apresentam 7 

um atraso na emergência folicular após cada seção de ovum pick-up (OPU). Portanto, a 8 

indução do crescimento folicular utilizando gonadotrofinas exógenas poderia auxiliar no 9 

controle das ondas foliculares nesses animais. 10 

Com base no exposto, este estudo teve como objetivo validar um modelo para 11 

estudar a foliculogênese, com foco em fontes alternativas de suplementação de 12 

gonadotrofinas. Para isso, testou-se a viabilidade do modelo de imunocastração com 13 

vacina anti-GnRH para inibir o desenvolvimento de folículos dependentes de 14 

gonadotrofinas para, posteriormente, testar a reversão com a suplementação exógena de 15 

gonadotrofina. Ainda, objetivou-se testar a capacidade de ovulação e formação de 16 

corpos lúteos de folículos estimulados exclusivamente com gonadotrofinas exógenas. 17 

 18 

MATERIAL E MÉTODOS 19 

Experimento 1 – Avaliação de diluente para aumentar a meia-vida do FSH 20 

Seis vacas adultas cíclicas, das raças Holandês e Jersey, receberam a vacina anti-21 

GnRH Bopriva (Zoetis; Australia) em duas doses (400 μg de GnRH-proteína 22 

conjugada) com intervalo de trinta dias. Após duas semanas da dose de reforço, os 23 

animais foram submetidos a exame ultrassonográfico para avaliação da atividade 24 

ovariana, sendo observado que os animais se encontravam em anestro (ausência de 25 
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corpo lúteo e folículos com diâmetro inferior a 4 mm). Após, as vacas foram separadas 1 

em três grupos experimentais: Grupo eCG: 400UI de eCG; Grupo FSH+pluronic: 50 mg 2 

de FSH (Folltropin) + Pluronic F127 (grupo FSH + Pluronic F127); Grupo FSH: 50 mg 3 

de FSH (Folltropin) (grupo FSH). Uma mistura para liberação prolongada de FSH foi 4 

preparada conjugando esse hormônio ao Pluronic F127, sendo adotado o método frio 5 

para a preparação do gel. O Pluronic F127 (Sigma-Aldrich Chemical Co, Estados 6 

Unidos) foi diluído a 20% em solução salina fosfatada e tamponada (PBS) e estocado na 7 

geladeira (4 a 6°C) por 12 horas para sua diluição total. Após a refrigeração, o composto 8 

formado foi misturado com álcool polivinílico (PVA) (Sigma-Aldrich Chemical Co, 9 

Estados Unidos) em uma concentração de 2%. Uma vez misturado, permaneceu 10 

armazenado na geladeira entre 4 e 6 °C até 24 horas antes do momento do uso, quando 11 

foi adicionado o hormônio FSH, homogeneizado e armazenando (4 a 6°C) até o 12 

momento da administração. No momento do tratamento e 24, 48 e 72 h após foi 13 

realizado o exame ultrassonográfico dos ovários, visando avaliar o desenvolvimento 14 

folicular. 15 

Experimento 2 – Reversão da imunocastração com FSH 16 

Foram selecionadas 6 vacas da raça Holandesa com idade entre 4 e 7 anos e peso 17 

aproximado de 600 kg, não lactantes, sendo três cíclicas (grupo controle) e três em 18 

anestro induzido pela utilização de vacina anti-GnRH (grupo Bopriva), conforme 19 

descrito anteriormente. No D0, as vacas cíclicas receberam um dispositivo intravaginal 20 

(DIV) contendo 1 g de progesterona (DIB – Zoetis) e 2 mg de benzoato de estradiol 21 

(Gonadiol – Zoetis), enquanto as vacas do grupo Bopriva não foram tratadas. Cinco dias 22 

após (D5), foi iniciado o tratamento com FSH, em todas as vacas, sendo administrado 23 

em oito aplicações decrescentes de Folltropin (Vetoquinol, Brasil) com intervalo de 12 24 

h (duas doses diárias de 33,3 mg, 27,7 mg, 22, 2 mg e 16,7 mg, respectivamente), 25 
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totalizando 200 mg de FSH por vaca. Nas fêmeas cíclicas, foi administrado 500 µg de 1 

cloprostenol sódico (Estron; Tecnopec) no D8, quando foram retirados os DIVs. As 2 

vacas foram avaliadas por ultrassonografia a cada 48 h durante o período de tratamento 3 

com FSH.  4 

Experimento 3 - Reversão da imunocastração com eCG 5 

Foram selecionadas seis vacas cíclicas, que receberam a vacina anti-GnRH 6 

(Bopriva) em intervalos de 30 dias entre uma aplicação e outra. Após 15 dias da 7 

segunda aplicação, as vacas foram avaliadas através de ultrassonografia, não sendo 8 

constatada atividade ovariana e presença de folículos menores de 4 mm. No D0, as 9 

vacas receberam 830 UI de eCG (Novormon – Zoetis) e DIV com 1 g de progesterona 10 

(DIB – Zoetis); 48 h após, no D2, receberam outra dose de 830 UI de eCG. Foi 11 

realizada avaliação ultrassonográfica dos ovários a cada 24 ou 48 h para avaliação do 12 

crescimento folicular. No D6,5 do experimento, nos animais que apresentavam folículos 13 

pré-ovulatórios, foi induzida a ovulação com aplicação de 1250 UI de hCG (Chorulon – 14 

MSD Saúde Animal). No D9, foi avaliada a ovulação dos folículos através da 15 

ultrassonografia. A presença de corpos lúteos foi avaliada nos D11 e D14. As coletas de 16 

sangue foram realizadas inicialmente no D6,5 e prosseguiram até o D14, para 17 

mensuração dos níveis de progesterona circulantes, por um laboratório especializado. 18 

Análise estatística 19 

 No experimento 3, o diâmetro folicular e a concentração de progesterona foram 20 

avaliados ao longo do tempo por modelos mistos para dados repetidos. O efeito do dia 21 

foi incluído como efeito fixo no modelo e a vaca como a unidade experimental. 22 

Diferentes estruturas de covariância foram avaliadas e utilizado "Compound Symmetry 23 

Unequal Variances" e "Unequal Variances", respectivamente para diâmetro folicular e 24 

concentração de progesterona, pois os modelos apresentaram menor Critério de 25 
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Informação de Akaike (AIC). A diferença entre os dias foi determinada pelo teste de 1 

Tukey HSD. A distribuição normal dos resíduos foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk 2 

W. As análises foram realizadas utilizando o software JMP, sendo adotado um nível de 3 

significância de 5%. 4 

 5 

RESULTADOS 6 

Experimento 1 - Avaliação de diluente para aumentar a meia-vida do FSH 7 

Todas as vacas tratadas com Bopriva (100%; 6/6) responderam ao tratamento, 8 

sendo observados apenas folículos com diâmetro inferior a 4 mm e ausência de corpo 9 

lúteo. Uma vaca apresentou uma estrutura cística no ovário, com diâmetro de 13 mm, a 10 

qual persistiu após repetidas avaliações. Após o tratamento com gonadotrofinas, todas 11 

as vacas apresentaram folículos com diâmetro inferior a 6 mm, indicando que a 12 

suplementação de gonadotrofinas, nas doses utilizadas, não foi suficiente para promover 13 

o crescimento folicular (Tabela 1).  14 

Experimento 2 - Reversão da imunocastração com FSH 15 

Previamente ao tratamento, as vacas do grupo Bopriva apresentavam apenas 16 

folículos menores que 4 mm. Duas vacas de cada grupo responderam ao protocolo de 17 

superovulação, apresentando múltiplos folículos maiores que 8 mm (Figura 1). Foi 18 

observado número médio de folículos por ovário de 13,8±3 e 11,2±3,2 nos grupos 19 

controle+FSH e Bopriva+FSH, respectivamente (Figura 2), demonstrando que os 20 

animais imunocastrados responderam a estimulação com FSH de maneira similar aos 21 

animais cíclicos. 22 

Experimento 3 - Reversão da imunocastração com eCG 23 
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Todas as vacas (100% 6/6) responderam ao tratamento com a Bopriva, 1 

apresentando somente folículos menores que 4 mm, com exceção de um animal que 2 

apresentava uma estrutura cística, que permaneceu estática ao longo do período. Após a 3 

segunda aplicação de eCG, quatro vacas responderam ao tratamento apresentando no 4 

mínimo um folículo maior que 10 mm no D6,5. Considerando apenas as vacas que 5 

responderam ao eCG, não foi observada diferença significativa no diâmetro folicular em 6 

D0 e D2. Em D4, D5 e D6,5, observou-se um aumento significativo no diâmetro do 7 

maior folículo de cada vaca (P<0,05; Figura 3). O número médio de folículos > 5mm no 8 

D6,5 foi 6,5±2 e 6,8±2 nos ovários esquerdo e direito, respectivamente. Na avaliação no 9 

D9, todas as quatro vacas responderam ao tratamento com hCG e ovularam (Figura 4). 10 

As ovulações repercutiram em corpos lúteos funcionais, uma vez que as quatro vacas 11 

apresentaram concentração de progesterona acima de 20 ng/mL no D14 (Figura 5). 12 

Inicialmente foi observada uma diminuição nas concentrações de progesterona no D9, 13 

devido à remoção dos DIVs no D6,5. No D14 foram observadas concentrações 14 

superiores em comparação a D6,5 e D9, resultante da síntese luteal (Figura 5). 15 

 16 

DISCUSSÃO 17 

 Os principais achados do presente estudo são: a imunocastração com vacina anti-18 

GnRH é eficiente em inibir o crescimento de folículos antrais; a administração de uma 19 

dose única de gonadotrofina utilizada em nosso estudo, não é capaz de reverter o efeito 20 

inibitório da imunocastração; a administração de oito doses decrescentes de FSH ou 21 

duas aplicações de eCG é eficiente em reverter o efeito da vacina anti-GnRH, 22 

promovendo a superovulação; a aplicação de uma dose de hCG é capaz de promover a 23 

ovulação e a formação de um CL funcional.  24 
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Os modelos existentes para suprimir o desenvolvimento folicular disponíveis são 1 

implantes de agonista de GnRH (PRENDIVILLE et al., 1995) ou a imunocastração anti-2 

GnRH. A imunocastração foi pouco estudada, sendo apenas recentemente descritas as 3 

características ovarianas após o seu uso (VIANA et al., 2021). No presente estudo, após 4 

a dose de reforço da vacina, os animais tiveram a regressão folicular, contendo folículos 5 

de no máximo 4 mm de diâmetro, que não conseguem se desenvolver e iniciar uma 6 

onda folicular. Portanto, o modelo foi adequado em promover a supressão do 7 

desenvolvimento de folículos a partir de 4 mm. 8 

As possibilidades de reversão do modelo de imunocastração são aplicações 9 

exógenas de gonadotrofinas como FSH e eCG. A meia-vida do FSH é curta em relação 10 

ao eCG, em torno de 6 horas, o que se torna um fator limitante para seu uso em uma 11 

única aplicação (SALES et al., 2011). O uso de um veículo de liberação lenta de 12 

fármacos (Pluronic F 127 + PVA) (WENZEL et al., 2002) foi testado juntamente com 13 

FSH para estimular o incremento da meia vida, e ser comparado com eCG, como 14 

descrito no Experimento 1. Essa aplicação única das gonadotrofinas não surtiu efeito na 15 

reversão da imunocastração, fazendo com que os animais tratados se mantivessem com 16 

folículos de até 5 mm de diâmetro, não havendo progressão. Portanto, acredita-se que o 17 

tempo de ação e/ou a dose das gonadotrofinas empregadas no estudo para reverter a 18 

imunocastração não foram suficientes. Futuros estudos devem focar na dosagem de 19 

FSH diluído em diferentes veículos, utilizando o modelo de imunocastração, para que 20 

seja possível identificar veículos que aumentem sua meia-vida. 21 

O modelo de supressão do desenvolvimento folicular, por meio do uso de um 22 

implante contendo agonista de GnRH por 6 meses, restringe o desenvolvimento do 23 

folículo ovariano ao estágio antral inicial (CROWE et al., 2001; D’OCCHIO et al., 24 

2000). Após usar um protocolo padrão de superestimulação com FSH em doses 25 
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decrescentes, os folículos apresentam um crescimento significativo, sendo que esse 1 

crescimento não difere de animais que recebem o mesmo tratamento com FSH e sem o 2 

agonista de GnRH. Isto demonstra que animais que são submetidos ao implante 3 

possuem folículos antrais em estágio inicial que são responsivos à estimulação aguda 4 

por FSH, demonstrando que um “pool” destes folículos estão sempre presentes no 5 

ovário (D’OCCHIO et al., 2013). Tal análise leva a crer que a deficiência primária em 6 

vacas tratadas por um longo período com um agonista GnRH é o resultado da falta de 7 

FSH (GONG, J. G. et al., 1995; GONG, Jin G. et al., 1996), que é necessário para 8 

recrutar folículos antrais para uma nova onda folicular (ADAMS, 1999; ADAMS et al., 9 

1992). 10 

No modelo de supressão do desenvolvimento folicular com o uso da 11 

imunocastração através de vacina anti-GnRH, o fenótipo ovariano parece similar ao 12 

observado nos estudos com implantes de agonistas. Após a segunda dose (30 dias 13 

depois da primeira), verificamos que as vacas possuem folículos antrais em estágio 14 

inicial, com diâmetro máximo de 4 mm, o que provavelmente se deve às baixas 15 

concentrações plasmáticas de FSH. Nosso estudo é o primeiro a demonstrar a reversão 16 

do modelo de imunocastração com um protocolo padrão de aplicações de oito doses 17 

decrescentes de FSH, sendo observados múltiplos folículos maiores que 8 mm de 18 

diâmetro no final do tratamento.  19 

Em nosso estudo, duas doses de eCG foram eficazes em estimular o crescimento 20 

dos folículos até diâmetros pré-ovulatórios. Portanto, optou-se por induzir a ovulação 21 

com hCG, uma vez que as vacas imunocastradas são deficientes de GnRH e LH. O 22 

tratamento com hCG induziu a ovulação de todos os folículos, demonstrando que 23 

folículos que atingem o estágio antral em um ambiente suprimido pela vacina anti-24 

GnRH, apresentam desenvolvimento adequado e capacidade ovulátoria. Após a 25 
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ovulação desses folículos, observou-se a formação de estruturas com morfologia 1 

compatível com corpos lúteos, entre os dias D9 e D14, ao exame ultrassonográfico. A 2 

formação luteal foi confirmada após mensuração das concentrações de progesterona, 3 

que foram superiores a 20 ng/mL no D14, indicando a presença de corpos lúteos 4 

funcionais. Nosso estudo demonstrou que vacas tratadas com a vacina anti-GnRH 5 

fornecem um valioso modelo para estudar aplicações de gonadotrofinas para o 6 

crescimento folicular e ovulação, assim como abre caminhos para futuros estudos 7 

relacionados à capacidade reprodutiva de animais submetidos a esse modelo.  8 

Em um estudo com tratamento por um longo período com um agonista de 9 

GnRH, que limitou o crescimento dos folículos até 4 mm, foi observado aumento na 10 

contagem de folículos antrais, o que está diretamente associado à recuperação de 11 

complexos cumulus oócitos após OPU (BATISTA et al., 2016). Em outro estudo, ao 12 

utilizar a vacina anti-GnRH, também foi notório o aumento na contagem de folículos 13 

antrais em fêmeas doadoras de oócitos com doença cística ovariana crônica, sugerindo 14 

que a imunização contra GnRH não compromete o potencial desenvolvimento do oócito 15 

e que a mesma pode ser uma alternativa para restaurar a produção de embriões em vacas 16 

doadoras afetadas pela doença (VIANA et al., 2021). Portanto, nosso estudo traz novas 17 

perspectivas para aplicabilidade prática na OPU, uma vez que a indução do crescimento 18 

folicular utilizando gonadotrofinas exógenas poderá auxiliar no controle das ondas 19 

foliculares em vacas doadoras de oócitos ou embriões acometidas por cistos foliculares 20 

submetidas ao tratamento com vacina anti-GnRH. 21 

 22 

CONCLUSÃO 23 

Os dados do presente estudo indicam que a imunocastração com vacina anti-24 

GnRH pode ser utilizada como um modelo para o estudo de alternativas para a 25 



35 
 

 

suplementação exógena de gonadotrofinas, pois impede o crescimento de folículos 1 

maiores que 4 mm de diâmetro. Os resultados indicam também que apenas uma 2 

aplicação de gonadotrofinas, conforme utilizada em nosso estudo é ineficaz para 3 

reverter esse modelo, porém, com múltiplas aplicações de FSH ou eCG é possível 4 

reverter a imunocastração. Ainda, conclui-se que folículos de vacas imunocastradas, 5 

estimulados com eCG, são responsivos ao hCG possibilitando a ovulação e formação de 6 

corpos lúteos funcionais. Experimentos futuros serão realizados para testar diferentes 7 

doses e veículos a serem usados no estímulo do crescimento folicular em fêmeas 8 

bovinas. 9 
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Tabela 1 - Diâmetro do maior folículo em vacas imunocastradas tratadas com 

gonadotrofinas exógenas, conforme os grupos eCG (400UI de eCG); FSH+pluronic 

(50 mg de FSH (Folltropin) + Pluronic F127); Grupo FSH (50 mg de FSH 

(Folltropin).  

 

  Diâmetro do maior folículo (mm) 

Identificação 

do animal Grupo D0 D1 D2 D3 

1 eCG 2,6 3 3,3 3 

2 eCG 3,5 3,5 5,5 3,7 

3 FSH+pluronic 3,7 3,3 4,4 4 

4 FSH+pluronic 3 4,4 4 5,4 

5 FSH 3,2 4,9 5 4 

6 FSH 3,5 5 4 5,7 
 

 1 

2 
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 1 

Figura 1 - Imagens representativas de: A) Ovário de vaca imunocastrada antes do 2 

tratamento com FSH; B) Ovário de vaca imunocastrada após 8 aplicações de FSH; C) 3 

Ovário de vaca cíclica após 8 aplicações de FSH. 4 

5 
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 1 

Figura 2 - Número médio de folículos por ovário nos grupos controle e Bopriva no D8 2 

do experimento, tendo o grupo Bopriva recebido doses decrescentes de FSH totalizando 3 

200mg e o grupo controle administrado 500 µg de cloprostenol sódico e retirados os 4 

DIVs. 5 

6 
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 1 

Figura 3 - Diâmetro folicular ao longo dos dias após os tratamentos com eCG (830 UI 2 

nos D2 e D4). Foram consideradas apenas as vacas responsivas aos tratamentos (n=4).  3 
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 1 

Figura 4: Imagens ultrassonográficas de ovários representativas de: D2) Ovários duas 2 

semanas após a segunda aplicação de Bopriva e recebendo a primeira aplicação de eCG 3 

+ implante de P4; D4) Ovários na segunda aplicação de eCG; D6,5) Ovários após as 4 

duas aplicações de eCG no momento da retirada do implante de P4 e da aplicação de 5 

hCG; D9) Ovários com folículos ovulados após a aplicação de hCG e corpos lúteos em 6 

formação, exceto nas vacas H118 e J117, que não responderam aos tratamentos com 7 

eCG e não foram tratadas com hCG.  8 

9 
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 1 

Figura 5: Concentração de progesterona ao longo dos dias após o tratamento com 1250 2 

UI de hCG no D6,5. Foram consideradas apenas as vacas responsivas aos tratamentos 3 

(n=4). 4 



48 
 

 

 

4    CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstra que a utilização da vacina anti-GnRH é um modelo valioso 

para estudar suplementação exógena de gonadotrofinas, conseguindo a reversão 

folicular através da aplicação de FSH e eCG e também demonstra a capacidade 

ovulatória dos folículos e viabilidade do corpo lúteo. Futuros estudos serão realizados 

para testar diferentes doses e veículos a serem usados no estímulo do crescimento 

folicular em fêmeas bovinas. 
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