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Resumo - A gonadotrofina coridénica humana (hCG) é um horménio glico-
proteico com agao semelhante ao horménio luteinizante (LH) e com efeito
luteotrdéfico, que pode ser utilizada como indutor de ovulagdo em protocolos
de inseminacéo artificial por tempo fixo (IATF) e transferéncia de embrides
(TETF). Entretanto, seu uso apresenta variagbes em relacédo a dose e re-
sultados, sendo que, devido ao seu alto custo, a viabilidade econémica da
utilizacdo de hCG necessita ser melhor avaliada. Este estudo teve como
objetivo determinar a curva de concentragéo sérica de B-hCG ao longo do
tempo; avaliar o efeito de 1.000 Ul de hCG sobre a funcao luteal e as carac-
teristicas do corpo luteo (perfusdo sanguinea, didmetro, area e circunferén-
cia), durante o processo de luteinizagdo. No Experimento 1, a concentragao
sérica de B-hCG foi mensurada 0 (D0), 24 (D1), 96 (D4) e 168 horas (D7)
apos tratamento com hCG por via intramuscular, sendo observado o pico de
concentragdo 24 horas apds aplicagdo, ndao sendo detectadas concentra-
¢bes no D7 (inferiores a 0,2 mUI/mL). No Experimento 2, ao se comparar os
indutores de ovulagdo, GnRH e hCG, observou-se maior diametro (P=0,01),
area (P=0,04) e circunferéncia (P = 0,02) do corpo luteo no grupo hCG, sem
efeito sobre a concentragdo de progesterona. No Experimento 3, a adminis-
tracdo de hCG nao afetou as concentragbes intrafoliculares de estradiol e
progesterona 24 horas ap6s a sua administragdo por via intramuscular (P
> 0,05). Em conclusao, a curva de concentragao sérica de 3-hCG foi seme-
Ihante ao encontrado por outros estudos, com doses superiores; o uso da
hCG como indutor de ovulagéo, quando comparado ao GnRH, resultou em
corpos luteos maiores, porém esse efeito ndo foi observado na concentra-
¢ao de progesterona. Ainda, o processo de luteinizagdo nao diferiu entre os
indutores GnRH e hCG.

Termos para indexagao: ovulacdo, gonadotrofina coribnica humana,
luteotrdéfico, progesterona.



Effect of human chorionic gonadotropin
(hCG) on luteal function and
characteristics of the corpus luteum in
bovine females

Abstract — Human chorionic gonadotropin (hCG)
is a glycoprotein hormone with similar action to
LH and luteotrophic effect, which can be used as
an ovulation inducer in TAl and TETF protocols.
However, its use presents variations according to
dose and results. The economic viability of hCG also
needs to be better evaluated due to its high cost. This
study aimed to determine the curve of serum B-hCG
concentration over time; evaluate the effect of 1,000
IU of hCG on luteal function, the characteristics
of the corpus luteum (blood perfusion, diameter,
area and circumference), during the luteinization
process. In Experiment 1, the serum concentration
of B-hCG was measured 0 (D0), 24 (D1), 96 (D4)
and 168 hours (D7) after the treatment with hCG
intramuscularly, and the peak concentration
was observed 24 hours after adminstration; no
concentrations were detected on D7 (less than
0.2 mlU/mL). In Experiment 2, when comparing
ovulation inducers, GnRH and hCG, larger diameter
(P=0.01), area (P=0.04) and circumference (P =
0.02) of the corpus luteum were observed in the hCG
group, with no effect on progesterone concentration.
In Experiment 3, hCG did not affect the intrafollicular
concentrations of estradiol and progesterone 24
hours after intramuscular administration (P > 0.05).
In conclusion, the serum B-hCG concentration
curve was similar to the one found in other studies,
with higher doses; the use of hCG as an ovulation
inducer, when compared to GnRH, resulted in larger
corpora lutea, but this effect was not observed in
the progesterone concentration. Furthermore, the
luteinization process did not differ between GnRH
and hCG inducers.

Index terms: ovulation, human chorionic

gonadotropin, luteotrophic, progesterone.

Introducgao

Ha um grande interesse econdmico em aumen-
tar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos bovinos.
Nesse contexto, é essencial o uso de biotecnolo-
gias, como a IATF (inseminagédo artificial em tempo
fixo) e TETF (transferéncia de embrides em tempo
fixo), que possibilitam a manipulagdo hormonal do
ciclo estral e a IA ou TE em momentos pré-determi-
nados. Além disso, a busca por um entendimento
mais profundo da fisiologia reprodutiva e da acao
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hormonal é uma alternativa para aprimorar os pro-
tocolos hormonais existentes e as taxas de prenhez
por eles obtidas.

Dentre os horménios indutores de ovulagao dis-
poniveis comercialmente, destaca-se a gonadotrofi-
na coridnica humana (hCG), uma glicoproteina com
atividade semelhante ao horménio luteinizante (LH)
e acao luteotrofica. AhCG atua independentemente
da hipofise, ligando-se aos receptores do LH (LHC-
GR) na parede folicular. A sequéncia de extensao
do peptideo carboxi-terminal (CTP) da subunidade
B da hCG confere a esse hormdnio uma meia-vida
mais longa em relagéo ao LH (Smitz; Platteau, 2020).
Concentragdes plasmaticas elevadas se mantive-
ram por até 30 horas, apos o tratamento com 3.000
Ul de hCG em novilhas (Schmitt et al., 1996). O efei-
to luteotrofico da hCG resulta em aumento do tama-
nho das células luteas, com incremento no nimero
de células luteas grandes e redugéo das pequenas,
além de aumento da superficie, volume e didmetro
do corpo luteo (CL), elevando sua capacidade este-
roidogénica (De Rensis et al., 2010; Cunha; Martins,
2022). Seu uso foi testado no suporte ao desenvol-
vimento folicular final, como indutor de ovulacdo e
para indugéo de corpos luteos acessorios no inicio
do diestro, visando maiores concentragbes de pro-
gesterona (P4) e melhores taxas de prenhez (Burns
et al., 2008, Nascimento et al., 2013, Cunha et al.,
2021, Rossignolo et al., 2023). No entanto, estudos
utilizam doses variadas e os resultados sao incon-
sistentes e contraditérios. Devido ao custo elevado
da hCG, é necessario avaliar sua viabilidade econ6-
mica, identificando uma dose eficaz e com melhor
relagao custo-beneficio.

Um estudo recente comparou os indutores de
ovulacéo hCG (3.000 Ul) e GnRH em vacas leiteiras
que receberam embrido proveniente de producgéao in
vitro. Observou-se que vacas tratadas com hCG ti-
veram maior taxa de prenhez (55%), quando com-
paradas aos animais que receberam GnRH (26,7%)
(Garcia-Ispierto et al., 2021). Em outro estudo (Gar-
cia-Ispierto et al., 2018), também foram comparadas
duas doses de hCG (1.000 Ul e 3.000 Ul) ao GnRH,
em que foi observado maior tamanho de CL em ani-
mais tratados com 3.000 Ul de hCG e maior taxa de
prenhez cumulativa apos duas IATFs, em relagcéo
aos grupos GnRH e 1.000 Ul de hCG. Quando uti-
lizados 1.500 Ul de hCG em diferentes momentos,
no dia da IA (dia 0), 7 dias apods a IA (dia 7), 14 dias
apo6s a IA (dia 14) ou nos dias 0, 7 e 14, néo foi
observada diferenga entre os grupos tratados com
hCG e o grupo controle (solugéo fisioldgica), em re-
lagédo a concentragéo de P4 e taxa de prenhez (Aga-
rwal et al. 2021). Por outro lado, o tratamento com
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hCG (3.000 Ul) melhorou as taxas de ovulagéo ao
longo do ano em vacas leiteiras em anestro e as ta-
xas de prenhez em vacas leiteiras em anestro, sob
condi¢des de estresse térmico, em comparagédo ao
tratamento com GnRH (Garcia-Ispierto et al., 2019).
Na tentativa de substituir o GnRH por hCG (1500
Ul) como indutor de ovulagéo final nos protocolos
Presynch e Ovsynch, foram encontrados melhores
resultados para taxa de prenhez quando utilizado o
horménio GnRH, sendo desaconselhado pelos au-
tores a substituicdo (Marthold et al., 2016).

Estudos indicam que a dose de hCG e os re-
sultados sobre o desempenho reprodutivo variam
amplamente, justificando uma investigacdo mais
aprofundada do hCG como indutor de ovulagéo e
agente luteotréfico em protocolos de IATF e TETF.
Avaliar uma dose economicamente viavel, capaz
de induzir ovulagdo sincrona, conhecer a concen-
tracao plasmatica de 3-hCG ao longo do tempo, e
identificar os efeitos sobre a funcao luteal e taxa de
prenhez, permitiria concluir sobre a viabilidade do
uso de hCG nas biotécnicas reprodutivas. Assim, os
objetivos deste estudo foram: 1) determinar a curva
de concentragao sérica de 3-hCG apods a aplicagao
de 1.000 Ul do horménio por via intramuscular; 2)
avaliar o efeito de 1.000 Ul de hCG sobre a fungao
luteal (producéo de progesterona), diametro, area e
circunferéncia do corpo luteo; 3) mensurar o efeito
de 1.000 Ul de hCG sobre as concentracdes intrafo-
liculares dos hormodnios esteroides, estradiol e pro-
gesterona durante a luteinizagédo (24 horas apos a
indugéo da ovulagao).

Material e métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (Projeto n°
41037) e da Universidade Federal de Pelotas (codi-
go 31587-2020).

Experimento 1: Curva de concentragdao de f-h-
CG ao longo do tempo

Este experimento teve como objetivo avaliar a
curva de concentragéo sérica de B-hCG ao longo do
tempo apods indugao da ovulagao com 1.000 Ul de
hCG. Para isso, foram utilizadas fémeas bovinas
das ragas Jersey e Holandés (n=7), ndo gestantes
e nao lactantes, com escore de condigéo corporal
(ECC) entre 2,5 e 4 (1-5). Os animais tiveram o seu
ciclo estral controlado a partir de um protocolo hor-
monal baseado na introdugdo de um dispositivo in-
travaginal (DIV) contendo progesterona (P4) no DO,
que permaneceu durante 7 dias, juntamente com a

aplicagéo intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato
de estradiol. No D7, os DIVs foram removidos e se
procedeu a aplicagdo IM de 400 Ul de gonadotrofi-
na coridnica humana e de 500 ug de prostaglandina
F2a (PGF). No D10, foi realizada a mensuragéo do
didmetro folicular por ultrassonografia modo B; os
animais com foliculos de didmetro superior a 11 mm
(n=5) receberam uma administracao de 1.000 Ul de
hCG por via IM e foram submetidos a coleta de san-
gue de vasos coccigeos 0 (DO0), 24 (D1), 96 (D4) e
168 horas (D7) ap6s a aplicagao do horménio por via
IM. As dosagens séricas de B-hCG foram realizadas
pelo método de quimiluminescéncia, utilizando um
kit comercial, com sensibilidade de < 0,6 mIU/mL.

Experimento 2: Efeito da hCG sobre a fungéo lu-
teal e caracteristicas estruturais do CL

Objetivou avaliar o efeito da hCG isoladamen-
te, como indutor de ovulagdo, sobre a funcao luteal
(sintese de progesterona), caracteristicas morfologi-
cas (didmetro, area e circunferéncia) e sobre a per-
fusdo sanguinea do CL. Vacas das ragas Jersey e
Holandés (n=23), ciclicas, nao gestantes e nao lac-
tantes, com ECC entre 2,5 e 4,5 (1-5), foram sub-
metidas a um protocolo hormonal com uso de um
DIV contendo 1 g de progesterona, associado a ad-
ministragdo intramuscular de 2 mg de benzoato de
estradiol (BE) e 10 ug de acetato de buserelina no
dia zero (DO0). Os DIVs foram removidos no D8, com
simultanea aplicacéo de 500 ug de PGF. No D10, os
animais foram avaliados por ultrassonografia trans-
retal para mensuragéo do didmetro do foliculo domi-
nante. Todas as vacas que possuiam foliculo com
didmetro superior a 10 mm foram alocadas em dois
grupos, de acordo com o didmetro folicular (igual-
mente equilibrado entre os dois grupos): grupo hCG
(n=9), que recebeu 1.000 Ul de hCG por via IM; gru-
po GnRH (n=9), que recebeu a administragao IM de
10 yg de acetato de buserelina.

Todos 0s animais passaram por avaliagao ultras-
sonografica para identificagéo da presenca de CL no
ovario onde estava localizado o foliculo dominante
nos dias 5 e 12 (D5 e D12), quando também foram
gravados videos de curta durag&o para mensuragao
objetiva do didmetro, area e circunferéncia dos CLs.
A area lutea foi medida usando uma imagem esta-
tica em modo B e a fungéo de rastreamento. Para
corpos luteos com cavidade no seu interior, a area
litea foi obtida subtraindo-se a area da cavidade da
area total do CL. A circunferéncia do CL foi calcula-
da por meio de compassos internos do equipamen-
to de ultrassom. Em D5 e D12, apdés administracao
dos indutores de ovulagdo, também foi realizada a
coleta de sangue a partir dos vasos coccigeos; as



amostras de soro obtidas foram encaminhadas para
a dosagem de progesterona por quimiluminescén-
cia (kit comercial com sensibilidade de 0,21 ng/mL),
com coeficientes de variagao intraensaio e inter-en-
saio inferiores a 10%.

Experimento 3: Efeito da hCG sobre as concen-
tragcées dos hormoénios esteroides (estradiol e
progesterona) intrafoliculares

Para mensurar a agdo da hCG sobre as concen-
tracdes intrafoliculares de estradiol e progesterona
24 horas apos a sua aplicagao, vacas da racga Jer-
sey (n=14), ciclicas, ndo gestantes e ndo lactantes,
com ECC entre 3 e 4,5 (1-5) foram submetidas a um
protocolo hormonal de controle do ciclo estral, com
a administragcdo de um DIV contendo 1g de P4 con-
comitante com a administracdo IM de 2 mg de BE.
No D8, os DIVs foram removidos e foi realizada a
aplicacéo IM de 500 pg de PGF. No D10, os animais
tiveram o diédmetro do foliculo dominante avaliado
por ultrassonografia. As vacas com foliculo superior
a 10 mm de didmetro foram distribuidas de forma
equilibrada entre os grupos: hCG (n=7), que rece-
beu 1.000 Ul de hCG por via IM; ou GnRH (n=6),
em que as fémeas receberam, por via IM, 10 pyg de
acetato de buserelina.

No D11, 24 horas apos administragdo do indutor
de ovulagdo, os animais foram avaliados novamen-
te por ultrassonografia para verificar a presenga do
foliculo pré-ovulatério anteriormente examinado, e
as fémeas que ainda n&o tinham ovulado (grupo
hCG 6/7 e grupo GnRH 3/6) passaram por aspira-
¢ao do maior foliculo presente nos ovarios, apoés hi-
gienizacao da regido do perineo e vulva e anestesia
epidural com lidocaina. O fluido folicular foi armaze-
nado em microtubos, congelados a -20 °C, poste-
riormente destinado a um laboratério comercial para
a dosagem de estradiol e progesterona.

Analise estatistica

Dados continuos foram analisados quanto a
distribuicdo e normalizados, quando necessario.
Andlises pareadas foram realizadas com o teste T
de Student, incluindo a vaca no modelo. Dados de
diametro folicular, concentracées de estradiol e pro-
gesterona no fluido folicular foram comparadas por
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analise de variancia, utilizando nivel de significancia
de 5%.

Resultados e discussao

Experimento 1

A maior concentragéo sérica de 3-hCG (Figura
1) foi observada 24 horas apds a administragéo de
hCG por via intramuscular. Observou-se redugéo da
B-hCG sérica até o quarto dia (96 horas), sendo que
no dia sete apds a hCG a concentragdo em todos
0s animais era inferior a 0,2 mUIl/mL (limite inferior
do ensaio).
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Figura 1. Concentragéo sérica de B-hCG (mUI/mL) O (dia
0), 24 (dia 1), 96 (dia 4) e 168 horas (dia 7) apos a apli-
cagao de 1.000 Ul de gonadotrofina coribnica humana
(hCG) por via intramuscular.

Experimento 2

Em relagao as caracteristicas do CL (Figura 2), foi
observado maior didmetro (P=0,01), area (P=0,04) e
circunferéncia (P = 0,02) do corpo liteo em animais
tratados com hCG, quando comparados ao grupo
GnRH.

A concentragao sérica de progesterona (Figura 2)
nao foi afetada pela administracdo de hCG de forma
isolada, ndo havendo diferenga significativa entre os
grupos GnRH e hCG (P > 0,05).
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Figura 2. Diametro (A), area (B), circunferéncia (C) do corpo luteo (CL) (mm) e concentragdo de proges-
terona sérica (D) nos dias 5 e 12 ap6s os tratamentos os grupos avaliados.

Nota: GnRH (n=9), grupo que recebeu como indutor de ovulacédo 10 pg de acetato de buserelina (analogo ao GnRH); e
hCG (n=9), grupo no qual administrou-se 1.000 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG) como indutor de ovulagao.
GnRH: horménio liberador de gonadotrofinas.

perimento 3

A administragéo de hCG nao afetou as concentragdes intrafoliculares (Figura 3) de estradiol e progeste-

rona 24 horas apos a sua administragdo. Os grupos GnRH e hCG néo diferiram significativamente quanto a
concentragao desses hormdnios esteroides (P > 0,05).
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Figura 3. Concentracao intrafolicular de estradiol (A) e progesterona (B) 24 horas apds a administracéo dos trata-
mentos nos grupos avaliados.

Nota: GnRH (n=3), grupo que recebeu como indutor de ovulagéo 10 ug de acetato de buserelina (analogo ao GnRH); hCG (n=6),
grupo no qual administrou-se 1.000 Ul de gonadotrofina coridnica humana (hCG) como indutor de ovulagéo.
GnRH: horménio liberador de gonadotrofinas.



Neste estudo, foram dosadas as concentragdes
de B-hCG ao longo do tempo apods a indugéo da
ovulagdo com 1.000 Ul de hCG. Observou-se um
pico de concentragdo 24 horas apds o tratamento,
sendo que, uma semana apos a administragao, as
concentragdes de B-hCG retornaram a niveis seme-
Ihantes a hora zero (0 hora). Schmitt et al. (1996)
relataram um pico na concentragdo de hCG proxi-
mo as 10 horas apds o tratamento com 3.000 Ul de
hCG em novilhas (1.000 Ul por via intravenosa e
2.000 Ul por via intramuscular); essas concentra-
¢des diminuiram, mas apresentaram nova elevagao
por volta das 30 horas apds a administragao; além
disso, as concentracdes de hCG permaneceram su-
periores a hora 0 e em relagdo ao grupo controle
até 66 horas apds o tratamento. Ainda, Nascimento
et al. (2013) dosaram o perfil de hCG circulante, em
vacas leiteiras, entre 0 e 168 horas apdés a admi-
nistracdo de 3.300 Ul de hCG, em que foram ob-
servadas maiores concentragdes entre 4 e 12 horas
apos o tratamento, seguidas pela redugéo a partir
de 24 horas, atingindo concentragées que nao dife-
riram da hora zero, as 72 horas apés o tratamento.
As concentragdes maximas de hCG observadas no
presente estudo foram inferiores as reportadas na
literatura, o que pode ser atribuido as diferentes do-
ses utilizadas e aos momentos de avaliagéao.

Em um segundo momento, foi avaliado o efeito
da hCG na sintese de progesterona e nas caracte-
risticas do corpo luteo. Observou-se que o tratamen-
to com hCG como indutor de ovulagdo nao alterou
as concentragbes séricas de P4, mas resultou em
corpos luteos com maior diametro, area e circunfe-
réncia, em comparagdo ao GnRH, possivelmente
refletindo o efeito luteotréfico. Esse efeito da hCG
sobre 0 tamanho do corpo luteo (area lutea primaria,
didmetro e area lutea total) ja foi descrito anterior-
mente, quando administrado cinco dias apds a ovu-
lagéo (Garcia-Ispierto et al., 2018). Em outro estudo,
Maillo et al. (2014) demonstraram que o tratamento
com hCG 24 horas apds o inicio do estro ndo teve
efeito sobre a area do CL, porém uma Unica inje¢ao
intramuscular de 3.000 Ul de hCG, 48 horas apos o
estro ou 72 horas ap6s o inicio do estro, aumentou
a area do CL do dia 6 ao 12 e do dia 9 ao 12, res-
pectivamente. Consistente com os efeitos no corpo
luteo, a administracdo de hCG no dia 2 aumentou
significativamente a concentragéo circulante de P4,
em comparagao com o controle, do dia 6 ao 11, dife-
rindo do que se observou neste estudo.

Em relagéo as concentragdes intrafoliculares de
estradiol e progesterona 24 horas apos os tratamen-
tos, avaliadas no terceiro experimento, ndo foram
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observadas diferengas entre os grupos. No entan-
to, apenas uma das fémeas do grupo hCG ovulou
até 24 horas apds o tratamento, enquanto no grupo
GnRH trés das seis vacas ovularam até 24 horas
apos a aplicagao do indutor, o que poderia sugerir
que as ovulagdes induzidas por hCG ocorrem mais
tardiamente em relagdo ao GnRH. Liu et al. (2019)
compararam o momento da ovulagao utilizando os
indutores GnRH (250 pg de gonadorelina) ou hCG
(3.000 UI), no inicio do diestro (5,5 a 6,5 dias apds a
ovulagado) e meio do diestro (9 a 10 dias apds a ovu-
lagdo) em vacas leiteiras em lactagao. Esses auto-
res demonstraram que a ovulagdo dos animais que
receberam GnRH ocorre 30,0 + 1,0 e 28,8 + 0,4 ho-
ras, nos grupos meio e inicio do diestro, respectiva-
mente. J& as vacas que receberam hCG ovularam
35,8 £ 4,6 e 32,8 + 2,2 horas, para metade e inicio
do diestro, respectivamente. Ainda que os autores
afirmem que as ovulagdes induzidas por hCG sao
mais tardias, nao houve diferenca estatistica entre
os indutores, quando comparados na mesma fase
do ciclo estral.

Embora os achados descritos nesta publicagcéo
nao confirmem a hipétese de que a hCG seria capaz
de melhorar a capacidade esteroidogénica do corpo
luteo, cabe ressaltar que se utilizou uma dose infe-
rior (1.000 Ul) aquela da maioria dos estudos descri-
tos na literatura, até mesmo inferior a recomendada
pelo fabricante. Estudos futuros devem ser condu-
zidos para testar uma dose economicamente viavel
para aplicagao pratica em protocolos hormonais de
TETF, ou ainda em categorias especificas, que ne-
cessitam de suporte para garantir maiores concen-
tracbes de progesterona e que sejam compativeis
com o reconhecimento e manutencao da gestagéao.

Conclusoes

Com base nos achados deste estudo, utilizando
vacas ciclicas e 1.000 Ul de hCG como indutor de
ovulagao, é possivel concluir que as concentragcoes
séricas de 3-hCG atingem um pico de concentragdo
dentro de 24 horas, sendo que no sétimo dia nao
diferiram da hora 0 (horario do tratamento). A ad-
ministragcdo de hCG, quando utilizada como indutor
de ovulagao de forma isolada, refletiu em maior dia-
metro, area e circunferéncia do CL, sem incremen-
to na sintese de progesterona. Ainda, o processo
de luteinizagdo nao diferiu entre vacas que tiveram
a ovulacdo induzida com hCG ou GnRH. Novas
pesquisas devem ser conduzidas para investigar a
acao da hCG, na dose utilizada, em vacas com de-
ficiéncia em gonadotrofinas e em relacéo a taxa de
prenhez.
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