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Resumo

O hormoénio foliculo estimulante (FSH) possui papel central no controle do desenvolvimento,
maturacao e esteroidogénese folicular, e tem sido amplamente utilizado na producdo de embrides in vivo e
in vitro em bovinos. As principais formulacdes de FSH disponiveis comercialmente para uso em animais
de produgdo sdo obtidas por purificagdo de macerados de hipofise suina (pFSH). Esta fonte de FSH
apresenta limitagdes importantes, como maior risco biologico, contaminagéo por horménio luteinizante e
baixa padronizagdo entre partidas. Uma alternativa ao uso do pFSH ¢é o FSH produzido pela tecnologia do
DNA recombinante (rFSH). Trabalhos recentes demonstram que o rFSH pode ser utilizado com sucesso na
inducdo da superestimulagdo e superovulagdo em fémeas bovinas. Adicionalmente, formulagoes de rFSH
de longa agdo possibilitam o tratamento com uma tUnica inje¢do do horménio. O rFSH pode ser também
utilizado na preparacgdo de doadoras para a aspiragao folicular, visando otimizar o nimero e qualidade dos
odcitos recuperados. Por fim, o rFSH é uma alternativa para a maturagdo de odcitos in vitro, resultando em
taxas de clivagem e blastocistos semelhantes as obtidas com pFSH. Contudo, devido as diferengas nas
diversas moléculas recombinantes disponiveis, o uso de produtos a base de rFSH deve ser previamente
validado para cada categoria e raga animal.

Palavras-chave: Crescimento folicular, gonadotrofinas, produgdo in vitro de embrides, superestimulagio,
superovulagio.

Abstract

Follicle stimulating hormone (FSH) plays a central role in controlling follicular development,
maturation, and steroidogenesis, and has been widely used for in vivo and in vitro embryo production in
cattle. The main commercially available FSH formulations used in farm animals, however, are obtained by
purification of porcine pituitary macerates (pFSH). This source of FSH has important limitations, such as
greater biological risk, contamination by luteinizing hormone, and low standardization between batches.
An alternative to the use of pF'SH is FSH produced by recombinant DNA technology (rF'SH). Recent studies
demonstrate that rFSH can be successfully used to induce superstimulation and superovulation in female
cattle. Additionally, long-acting rF'SH formulations allow treatments based on a single injection of the
hormone. The rFSH can also be used in the preparation of donors for follicular aspiration, aiming at
optimizing the number and quality of the oocytes recovered. Finally, rFSH is an alternative for in vitro
oocyte maturation, resulting in cleavage and blastocyst rates similar to those obtained with pFSH.
However, due to the differences in the various recombinant molecules available, the use of rF'SH-based
products must be previously validated for each category and animal breed.

Keywords: Follicular growth, gonadotropins, in vitro embryo production, superstimulation,
superovulation.

Introducao

O horménio foliculo estimulante (FSH) ¢ uma gonadotrofina produzida na hipofise anterior e que
atua diretamente no controle e regulagdo do funcionamento das gonadas. Nas fémeas, este hormdnio atua
diretamente nas células da granulosa, regulando o crescimento, maturagao e esteroidogénese folicular. Ao
longo do seu desenvolvimento, os foliculos ovarianos tornam-se sensiveis e, posteriormente, dependentes
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do estimulo pelo FSH (van den Hurk & Zhao 2005). Na auséncia desta gonadotrofina, o crescimento
folicular ¢ interrompido na fase antral e os foliculos entram em atresia (Jimenez-Krassel et al. 2018),
resultando em condi¢do anovulatéria (Wiltbank et al. 2002).

Dado o papel central do FSH no controle do desenvolvimento folicular, este hormoénio tem sido
amplamente utilizado em diferentes tecnologias de reproducdo assistida (Assisted Reproductive
Technologies, ART), tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Para animais de producdo, as
principais formulagdes de FSH disponiveis comercialmente sdo obtidas por purificagdo de macerados de
hipéfise suina (FSH porcino ou pFSH) (Lynch et al. 1988). O pFSH vem sendo usado a décadas na
estimulacdo exogena do crescimento folicular em bovinos e pequenos ruminantes (Bé6 & Mapletoft 2014),
e ainda ¢ a principal formulagdo deste hormonio disponivel comercialmente para uso em grandes animais.
Contudo, esta fonte de FSH apresenta limitagdes importantes, particularmente relacionadas ao risco
biolégico intrinseco ao uso de extratos de origem animal (Banerjee et al. 2024), a contaminagdo por
hormoénio luteinizante (LH) (Lynch et al. 1988), e a baixa padronizagdo entre partidas (Murphy et al. 1984),
0 que acarreta inconsisténcia de resultados.

Uma alternativa ao uso de hormdnios naturais sdo os analogos sintetizados em laboratorio ou
produzidos pela tecnologia do DNA recombinante. O FSH ¢ uma glicoproteina formada por duas cadeias
polipeptidicas (alfa e beta) com radicais glicosilados (Ben-Menahem 2018). Dada a complexidade de sua
estrutura e, particularmente, a necessidade de glicosilagdo para que o hormoénio tenha atividade biologica,
o FSH precisa ser produzido por células eucaridticas. Isso pode ser feito pela inser¢do do gene da espécie
de interesse em células de linhagens comerciais, que podem entdo ser cultivadas em biorreatores,
possibilitando a obtengdo do hormoénio recombinante em escala. Além do baixo risco bioldgico e da alta
padronizagéo resultante do processo, o gene do hormoénio recombinante pode ainda ser redesenhado para
otimizar alguma caracteristica especifica, como a biopoténcia ou a meia-vida (Ben-Menahem 2018).
Existem hoje no mercado, por exemplo, formulagdes de FSH recombinante (rFSH) de longa duragéo,
destinadas ao uso com uma unica aplicagao (Fusi et al. 2020).

Devido as vantagens citadas acima, na medicina humana o hMG (human menopause
gonadotropin), extrato com alta concentracdo de FSH obtido da urina de mulheres na menopausa e utilizado
em ciclos de reprodugao assistida, foi gradativamente substituido pelo FSH recombinante humano - rhFSH
(Palagiano et al. 2004; Pacchiarotti et al. 2016; Lunenfeld et al. 2019). Atualmente, o thFSH tornou-se o
farmaco padrao para a indugdo da estimulagdo ovariana em mulheres (Budani et al. 2024). Em animais de
produgdo, por outro lado, o custo de produgdo dos hormdnios recombinantes limitou, durante muito tempo,
seu uso em escala comercial. Este cenario, contudo, vem mudando nos ultimos anos. Durante a pandemia,
houve um aumento significativo nos precos internacionais de proteina animal, o que alavancou o
investimento em genética e, consequentemente, o uso de biotécnicas de reprodugdo animal, incluindo a
transferéncia de embrides (Viana 2021). A demanda de mercado, por sua vez, reverteu a tendéncia
observada até entdo de reduc@o no uso de superovulagio, e a produgio de embrides in vivo vem aumentando
desde 2020, inclusive no Brasil (Viana 2023). Paralelamente, houve uma redugéo na oferta de pFSH, o que,
combinado com o aumento da demanda, resultou em elevacdo acentuada de precos e, em alguns casos, até
em desabastecimento. Este cenario estimulou a busca por alternativas ao pFSH, e alavancou o interesse
pelo uso dos hormoénios recombinantes na reproduc¢ao animal.

O uso de rFSH na superestimulacio ovariana e superovulacio

O numero de foliculos que atingem o tamanho compativel com a ovulagio ¢ variavel, e determina
a taxa de ovulacdo espécie-especifica (Ginther 2016). Em espécies que tém fisiologicamente uma ou poucas
ovulagoes por ciclo, o foliculo que se estabelece como dominante em cada onda causa, pela produgdo de
inibina e estradiol, a reduc¢do na concentragdo circulante de FSH enddgeno, determinando a atresia dos
foliculos subordinados (Ginther et al. 1998). Este mecanismo, contudo, pode ser contornado pela
administracdo exogena de FSH, criando condi¢des para que multiplos foliculos crescam além do didmetro
associado a divergéncia, processo conhecido como superestimulagdo ovariana. Em condi¢des adequadas
(reducdo da concentragdo circulante de progesterona subsequente a lutedlise ou remogdo de fontes
exogenas, e consequente aumento da frequéncia e amplitude dos pulsos de LH), pode ocorrer a ovulagdo
desses multiplos foliculos, ou seja, a superovulagio.

A indugdo da superovulacdo e subsequente coleta e transferéncia dos embrides (Multiple
Ovulation and Embryo Transfer, MOET) é uma biotécnica de segunda geragdo (Thibier 2005) utilizada
comercialmente desde a década de 1970 e que respondeu, até 2017, pela maioria dos embrides bovinos
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produzidos no mundo (Viana 2018). Todavia, e a despeito do grande nlimero de pesquisas nesta area, a
média mundial de embrides obtidos por coleta (cerca de 5 a 6) ndo aumentou nas tltimas décadas (Viana
2023). De fato, a superovulacdo ¢é caracterizada por grande variabilidade de resultados, com cerca de 1/3
das doadoras produzindo 2/3 do total de embrides, enquanto uma proporg¢ao equivalente ndo responde ao
tratamento. Ainda que diversos fatores afetem o resultado da superovulacio, a resposta ovariana ao FSH
ainda ¢ a principal fonte de variacdo no processo (Mikkola et al. 2019).

O pFSH tem sido amplamente utilizado em tecnologias de reproducgdo assistida para inducgdo
exogena do crescimento folicular, inclusive na superestimulacdo e superovulacao (B6 & Mapletoft 2014).
Contudo, o rFSH pode ser uma alternativa para reduzir as inconsisténcias observadas nos resultados da
superovulagdo induzida com pFSH. Estudos recentes demonstram que o FSH recombinante bovino
(rbFSH) (Gutiérrez-Reinoso et al. 2022, 2023), ovino (roFSH) (Sanderson & Martinez 2020) e até humano
(rthFSH) (Khodadadi et al. 2022) podem ser utilizados na inducdo da superestimulagao e superovulagdo em
fémeas bovinas, com resultados equivalentes aos obtidos com o pFSH, inclusive em ragas zebuinas (Viana
et al. 2024). Nestes trabalhos, o uso do rFSH resultou em resposta ovariana e em produgdo de embrides
totais e viaveis semelhante (Khodadadi et al. 2022; Sanderson & Martinez 2020) ou eventualmente superior
(Gutiérrez-Reinoso et al. 2022, 2023; Viana et al. 2024) a obtida com o pFSH.

Além da inconsisténcia de resultados, o pFSH tem 2 vida inferior a 5h (Laster et al. 1972), e a
manutencao de concentragdes circulantes necessarias para estimular o crescimento de multiplos foliculos
requer aplicacdes a cada 12h. Desta forma, o protocolo padrdo de superovulagdo em bovinos exige oito
injegoes de FSH, fora os hormonios utilizados para sincronizagdo de onda e indugdo de lutedlise e ovulagao
(B6 & Mapletoft 2014). As sucessivas aplicagdes de hormonios exigem o manejo intensivo das doadoras e
acabam sendo uma fonte importante de estresse, especialmente em racas zebuinas. Recentemente, foram
desenvolvidas formulagdes de rbFSH e rhFSH de longa agdo, e que possibilitam a indug@o da
superovulagdo com uma unica inje¢do do hormoénio (Gutiérrez-Reinoso et al. 2023; Viana et al. 2024).

E importante observar que, além de recentes, os trabalhos com superovulagio em bovinos
utilizando rFSH utilizaram uma diversidade de moléculas, com consequente variagdo em atividade
bioldgica, imunogenicidade e meia-vida. Desta forma, ainda que demonstrem a possibilidade do uso de
moléculas recombinantes na estimulagdo do crescimento folicular, é necessario cautela na comparagao e,
principalmente, na extrapolag@o dos resultados para outras racas e categorias animais.

O rFSH na producio in vitro de embrides (PIVE)

A producdo in vitro de embrides ¢ uma biotecnologia de 3% geragdo (Thibier 2005), cujo uso tem
crescido de forma acentuada nas ultimas duas décadas em todo mundo, ndo apenas em bovinos, mas
também em ovinos, caprinos e equinos (Viana 2023). O processo envolve a recuperagdo dos complexos
cumulus-oocito (CCO) a partir de ovarios obtidos em abatedouro ou coletados de doadoras vivas por
aspiragdo folicular orientada por ultrassonografia (ovum pick-up, OPU) ou laparoscopia (LOPU), ¢ a
subsequente producgado dos embrides em laboratorio (PIVE).

No caso da coleta de CCO por OPU ou LOPU, ¢ possivel realizar o procedimento em um momento
aleatdrio do ciclo e, portanto, sem o conhecimento prévio do estagio de desenvolvimento ou atresia dos
foliculos, semelhante ao que ocorre com ovarios obtidos em abatedouros. Contudo, para otimizar o nimero
e qualidade dos CCO recuperados, ¢ possivel sincronizar a emergéncia da onda e estimular o crescimento
folicular antes da aspira¢@o. O pFSH e a gonadotrofina corionica equina (eCG) tém sido muito utilizados
na pré-estimulag@o de doadoras de oocitos (Viana 2023), particularmente em animais de ragas taurinas ou
pré-puberes (Baldassarre et al. 2018). Além do efeito direto do FSH sobre a qualidade oocitaria, o uso da
pré-estimulagdo facilita a visualiza¢do dos foliculos na imagem ultrassonografica e aumenta a quantidade
de fluido folicular aspirado, o que contribui para reduzir a turbuléncia no sistema de aspiracdo e,
consequentemente, o desnudamento dos CCO (Viana & Bols 2005).

Um inconveniente do pFSH nos protocolos de pré-estimulagdo ¢ a necessidade de multiplas
aplicacdes do hormodnio, em decorréncia da sua baixa meia-vida. A eCG tem meia vida mais longa e poderia
ser usada no lugar do pFSH, porém apresenta o mesmo problema de variacdo na atividade bioldgica entre
partidas e resultados frequentemente contraditorios. As formula¢des de rFSH de longa duragdo sdo uma
alternativa ao pFSH e a eCG para aumentar a consisténcia e a duragdo do efeito foliculo-estimulante.
Resultados do nosso grupo demonstram que uma unica aplicagdo de thFSH em fémeas bovinas mantém
concentragdes plasmaticas elevadas por até 11 dias (Viana et al. 2024), possibilitando a OPU até 96h apods
o tratamento (Moura et al. 2025).
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Os CCO obtidos na OPU ou LOPU sao posteriormente utilizados na PIVE, processo subdivido
nas etapas de maturagdo in vitro (MIV) e fecundagao in vitro (FIV) dos odcitos e cultivo in vitro (CIV) dos
zigotos. Na MIV, o FSH ¢é normalmente adicionado ao meio de maturagdo, visando estimular as etapas
finais da maturacao dos odcitos e a expansdo das células do cumulus. Ainda que em algumas espécies a
expansdo do cumulus ndo seja essencial para a posterior fecundacdo do odcito (Redel et al. 2021), a adigdo
de FSH nos meios de MIV promove a captacao de glicose e producao de lactato pelo odcito, favorece o
reinicio da meiose e aumenta as taxas de blastocistos subsequentes (Van Tol et al. 1996; Sutton-McDowall
et al. 2012). Formulagdes de thFSH ja sdo utilizadas como rotina na MIV em humanos (Wang et al. 2014),
e vém sendo utilizadas também na MIV em bovinos (Luciano et al. 2011), ovinos (Marco-Jimenez 2014) e
caprinos (Ferreira et al. 2020). Em bovinos, estudos recentes demonstram que o thFSH pode ser utilizado
com sucesso na substitui¢ao do pFSH em rotinas comerciais de produgdo de embrides, resultando em taxas
semelhantes de clivagem, de blastocistos e de gestagdes subsequentes (Martins et al. 2023).

Conclusoes

A substitui¢do de produtos obtidos de fonte animal por andlogos sintéticos ou semi-sintéticos €
uma tendéncia generalizada, e que abrange de diluidores de s€émen ao soro fetal utilizado no cultivo de
células e embrides. No caso dos hormdnios nao ¢ diferente, e ha uma demanda crescente para a substitui¢ao
do pFSH e da eCG por versdes recombinantes. Os resultados preliminares obtidos por diferentes grupos de
pesquisa sugerem que o rFSH pode ser utilizado com sucesso na produgdo de embrides em ruminantes,
tanto em processos in vitro como in vivo, estimulando a funcdo das células da granulosa e promovendo o
crescimento, maturacdo e esteroidogénese folicular. Contudo, como cada formulagdo recombinante pode
apresentar diferengas na farmacodindmica e farmacocinética, ndo € possivel fazer inferéncias diretas quanto
ao protocolo de uso baseado nos resultados com o pFSH. Desta forma, o uso do rFSH deve ser previamente
validado para cada categoria e raga animal, e efeito pretendido.
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