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Objetivou-se com o presente trabalho verificar a relacdo entre diametro
folicular, taxa de ovulacédo e a expressao génica das isoformas do receptor de
LH em vacas da raca Nelore. O experimento 1 foi realizado para verificar a
dose minima de LH capaz de induzir ovulagdo em foliculos com didmetro entre
10 e 11 mm. Vacas Nelore (n=20) foram submetidas a sincronizacdo da
ovulacdo e o crescimento folicular passou a ser acompanhado diariamente por
ultrassonografia (US). Quando os foliculos atingiram diametro entre 10 e 11
mm, o0s animais foram divididos em quatro grupos para receber diferentes
doses de LH (Lutropin-V®, Bioniche, Ontario, Canada; IM): 1,56; 3,12; 6,25 e
12,5 mg. Os dados foram analisados pelo Teste Exato de Fisher (PROC FREQ,
do SAS). As taxas de ovulacdo foram 0 (0/5), 80 (4/5), 80 (4/5) e 80% (4/5),
respectivamente, ocorrendo diferenca significativa entre o grupo 1,56 mg e os
demais (p<0,02). No experimento 2, foram utilizados 6,25 mg de LH para
induzir ovulagdo em vacas Nelore (n=53) submetidas a sincronizagdo da
ovulacéo e divididas em cinco grupos de acordo com o diametro folicular (mm)
no momento da administracao de LH: Grupo 1 (7,0 a 7,5); Grupo 2 (7,6 a 8,0);
Grupo 3 (8,1 a 8,5); Grupo 4 (8,6 a 9,0) e Grupo 5 (9,1 a 10,0). Os resultados
foram analisados por Regressédo Logistica (PROC GENMOD, do SAS). As
taxas de ovulagéao foram 0 (0/11), 20 (2/10), 36 (4/11), 36 (4/11) e 90% (9/10),
respectivamente. Houve diferenca significativa entre G5 e os demais grupos
(p<0,01). Ao associar G1+G2 (7,0 a 8,0 mm), G3+G4 (8,1 a 9,0 mm) e G5 (9,1
a 10,0 mm) as taxas de ovulagado foram 9 (2/21), 36 (8/22) e 90% (9/10),
respectivamente. Houve diferenca significativa entre G1+G2 vs G5 (p<0,01),
G3+G4 vs G5 (p<0,02) e G1+G2 vs G3+G4 (p<0,03). ApGs a administracado de
LH, o didmetro do menor foliculo capaz de ovular foi 7,65 mm. No experimento
3, células da teca e da granulosa provenientes de foliculos de abatedouro
foram submetidas a técnica de RT-PCR utilizando GAPDH como controle
interno para avaliar a expressao génica das isoformas do LHR (M1, M2, M3 e
M4). Os foliculos foram dissecados, mensurados com paquimetro e agrupados
de acordo com o diametro folicular (mm): Grupo A (8,0 a 9,0) Grupo B (9,1 a
10,0) e Grupo C (10,1 a 11,0). Considerando que foliculos mensurados com
paquimetro sdo em meédia 1,0 mm maiores do que os obtidos por US, os

grupos A, B e C correspondem aos grupos G1+G2; G3+G4 e G5 (experimento
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2). Somente foram utilizados foliculos com razéo E,/P, > 1. Desta forma, de um
total de 400 ovarios foram obtidas 5, 4 e 4 (n=13) amostras de células da
granulosa e 7, 8 e 8 amostras de células da teca (n=23) para os Grupos A, B e
C respectivamente. Os resultados foram analisados por ANOVA e Correlacdo
de Pearson. Nas células da teca, ndo houve diferenga significativa na
expressao génica da somatoria das isoformas do LHR (M1+M2+M3+M4) entre
0s grupos A, B e C. Entretanto nas células da granulosa, foliculos do Grupo A
obtiveram menor expressdo génica do LHR (16,5; mRNA LHR/mRNA GAPDH)
quando comparados aos do Grupo C (37,6; p<0,05). Houve correlagao positiva
entre 0 aumento da expressdo génica das isoformas M4 e M3 com o0 aumento
no diametro folicular. Conclui-se que em fémeas zebuinas a capacidade
ovulatoria esta relacionada ao aumento do diametro folicular e consequente
aumento da expressao génica da somatéria das isoformas do LHR nas células
da granulosa.

Palavras-chave: Bos indicus; expressao génica; foliculo; LHR; ovulacao
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The aim of the present experiment was to verify the relationship between
follicular diameter, ovulation rate and gene expression of LH receptor isoforms,
in Nellore cows. Experiment 1 was performed to determine the lowest LH dose
necessary to induce ovulation in follicles with 10 to 11 mm in diameter. Nellore
cows (n=20) had their ovulation induced by hormonal treatment, and afterwards
follicular growth was daily observed by ultrasonography (US). When the follicles
reached 10 to 11 mm diameter, the cows were randomly allocated in four
groups and treated with different doses of LH (Lutropin-V®, Bioniche, Ontario,
Canada): Groups 1.56; 3.12; 6.25 and 12.5 mg. The data were analyzed by
Fisher's Exact Test (PROC FREQ, SAS). The ovulation rates were 0 (0/5), 80
(4/5), 80 (4/5) e 80% (4/5), respectively, and it was lower in group 1.56 when
compared to the others (P<0.02). In experiment 2, the 6.25 mg LH dose was
chosen to induce ovulation in Nellore cows (n=53), submitted to the same
hormonal treatment used in experiment 1, and randomly allocated in five groups
according to follicular diameter (mm) at the time of LH administration: Group 1
(7.0-7.5); Group 2 (7.6-8.0); Group 3 (8.1-8.5); Group 4 (8.6-9.0) and Group 5
(9.1-10.0). The results were analyzed by Logistic Regression (PROC
GENMOD, SAS). The ovulation rates were 0 (0/11), 20 (2/10), 36 (4/11), 36
(4/11) and 90% (9/10), respectively, for G1, G2, G3, G4 and G5. There was
significant difference between G5 and the others groups (P<0.01). When data
from two groups (except Group 5) were combined G1+G2 (7.0-8.0 mm), G3+G4
(8.1-9.0 mm) and G5 (9.1-10.0) ovulation rates were, respectively, 9 (2/21), 36
(8/22) e 90% (9/10). There were significant differences when comparing G1+G2
v. G5 (P<0.01), G3+G4 v. G5 (P<0.02) and G1+G2 v. G3+G4 (P<0.03). After
LH application, the smallest follicle that ovulated had a diameter of 7.65 mm. In
experiment 3, granulosa and theca cells were recovered from follicles obtained
in a local abattoir, and submitted to total RNA extraction, and expression of LHR
isoforms (M1, M2, M3 and M4) was measured by semiquantitative RT-PCR
using GAPDH as the internal control. Follicles were dissected, measured with a
paquimeter and allocated in three groups according to follicular diameter (mm):
Group A (8.0-9.0), B (9.1-10.0) and C (10.1-11.0). Considering that follicles
measured with paquimeter are on average 1,0 mm larger than those measured
by US, Groups A, B and C correspond to Groups G1+G2, G3+G4 and G5
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(experiment 2). Only follicles with E,/P4 > 1.0 were used. Therefore, from a total
of 400 ovaries, only 5, 4 and 4 granulosa (n=13) and 7, 8 and 8 theca samples
(n=23) from Groups A, B and C, respectively, were obtained. The data were
analyzed by ANOVA and Pearsons’ correlation. There were no significant
differences on total LHR expression (M1+M2+M3+M4) in theca cells from
groups A, B and C. However, in granulosa cells, follicles from Group A had
lower LHR expression (16.5; mMRNA LHR/mRNA GAPDH) as compared to
group C (37.6; p<0.05). There was a positive correlation between expression of
M3 and M4 isoforms, and increase in follicular diameter. In conclusion, the
ovulatory capacity in Nellore cattle is related to an increase in follicular diameter

and LHR expression in granulosa cells.

Keywords: Bos indicus; follicle; gene expression; LHR; ovulation
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O agronegdcio brasileiro destaca-se por contribuir com 25,1% do produto
interno bruto (PIB) do pais (CEPEA, 2007). A pecuéria bovina insere-se neste
contexto por possuir o maior rebanho comercial do mundo com mais de 207
milnbes de cabecas (BRASIL, 2005) consagrando o pais como maior
exportador de carne dessa espécie. Dentre as racas de corte, a Nelore (Bos
indicus) € a que possui 0 maior contingente numeérico (acima de 90 milhdes de
cabecas ACNB, 2006).

O emprego de biotécnicas reprodutivas como a inseminacgéo artificial
(IA) e transferéncia de embrides (TE) sdo fundamentais para o melhoramento
genético de bovinos (Pinheiro et al.,, 1998; Barros et al., 2000; Barros &
Nogueira 2001; Fernandes et al., 2001; Nogueira et al., 2004; Mapletoft &
Hasler 2005; Baruselli et al., 2006; Bo et al., 2006, 2008). A inseminacao
artificial pode trazer beneficios econémicos, em curto prazo, para a grande
maioria dos pecuaristas. Entretanto, a caréncia de pessoal treinado e
deficiéncias basicas de manejo nas propriedades tém limitado uma utilizacao
mais ampla. Um dos principais fatores que determinam o sucesso de um
programa de inseminacao artificial é a detecgcédo do estro, a qual requer tempo
e pessoal adequadamente treinado. Em fémeas zebuinas, a curta duragédo do
estro (cerca de 11 horas) dificulta a deteccdo do mesmo e prejudica a
implantacédo de programas convencionais de 1A (Pinheiro et al., 1998).

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular (Pierson &
Ginther, 1988) tornou-se possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais
capazes de regular o crescimento folicular e o momento da ovulacéo, de forma
a viabilizar a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF, ou seja, 1A em tempo
pré-determinado, sem a necessidade de observar estro) em taurinos (Pursley
et al., 1995; Martinez et al., 2002; Perry et al., 2002; Bucher et al., 2009; Larson
et al., 2009) e zebuinos (Barros et al., 1998, 2000; Fernandes et al., 2001;
Carvalho et al., 2008; Meneghetti et al., 2009; Sa Filho et al., 2009; Ayres et al.,
2008; Pinheiro et al., 2009). De forma similar, o desenvolvimento folicular e o
momento da ovulacdo podem ser controlados farmacologicamente para
melhorar os tratamentos superestimulatérios empregados na transferéncia de
embrides (Barros & Nogueira, 2001; Mapletoft et al., 2002; Kanitz et al., 2002;
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Andrade et al., 2003; Ax et al., 2005; Barros et al., 2006; Baruselli et al., 2006,
Nogueira et al., 2007a; Bo et al., 2008).

Varios protocolos hormonais para IATF e transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) tém sido desenvolvidos gracas ao melhor entendimento da
dindmica folicular bovina. Esta bem caracterizado, tanto em racas européias
(Bos taurus) quanto zebuinas (Bos indicus), que durante o ciclo estral bovino
ocorrem duas a trés ondas de crescimento folicular. Uma fase critica para o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos é o desvio folicular, momento em que
ocorre a maior diferenga na taxa de crescimento entre os dois maiores foliculos
da onda (Ginther et al., 1996, 1997). No momento do desvio folicular, o
didmetro do futuro foliculo dominante é de 8,5 mm em animais taurinos
(Ginther et al., 1997; 2000; 2003) e cerca de 6,0 mm em zebuinos (Sartorelli et
al., 2005; Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008; Ereno 2008).

Existe controvérsia na literatura a respeito do momento em que 0s
foliculos ovarianos adquirem receptores de LH (LHR) nas células da granulosa.
Segundo alguns autores, o futuro foliculo dominante adquire LHR antes da fase
de desvio folicular (Beg et al., 2001; Ginther et al., 2001, 2003) enquanto que
outros reportam que a expressao do LHR ocorre ap6s o desvio folicular (Xu et
al.,1995; Bao et al., 1997; Fortune et al., 2001; Garverick et al., 2002; Nogueira
et al., 2007b; Ereno, 2008).

Em fémeas predominantemente da raca Nelore (Nogueira et al., 2007b) e
novilhas puras de origem Nelore (PO; Ereno, 2008), foi relatado que o inicio da
expressdo das isoformas do LHR na superficie das células da granulosa
ocorreu somente a partir de 7,0 mm, sendo significativamente influenciado pelo
diametro folicular. Os autores observaram que as células da granulosa né&o
adquirem LHR funcionais até que a dominancia folicular esteja estabelecida.

Desta forma, Nogueira et al. (2007b) avaliaram as diferentes isoformas
do LHR nas células da teca e granulosa de vacas predominantemente Nelore,
posicionando os oligonucleotideos iniciadores nas regidées compreendidas
entre os éxons 2 e 9 (LHR-A) e entre éxons 9 e 11 (LHR-B) do gene. Na regido
LHR-A verificou-se a existéncia de 2 isoformas: N1 ou LHR-A1 (forma completa
ou “full-lenght”’) e N2 ou LHR-A2 (delecdo do éxon 3). Na regido LHR-B
observou-se a presenca de 4 isoformas: M1 ou LHR-B3 (forma completa ou
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“full lenght”), M2 ou LHRB-4 (delec&o do éxon 10), M3 ou LHRB-5 (delecéo de
parte éxon 11) e M4 ou LHRB-6 (delecdo do éxon 10 e parte do éxon 11).
Sartori et al. (2001), avaliando a capacidade ovulatéria em vacas da raca
Holandesa (Bos taurus), verificaram que foliculos com 7,0 e 8,5 mm de
didmetro ndo ovularam, mesmo apds a administracdo de uma dose elevada (40
mg) de LH. Entretanto, 80% (8/10) das vacas com foliculos de 10 mm
ovularam apoés o tratamento com LH. Os autores concluiram que o foliculo
dominante adquire capacidade ovulatéria somente apds o desvio folicular. Em
novilhas zebuinas, Gimenes et al. (2008) observaram que a aplicacdo de 25
mg de LH induziu taxas de ovulacdo de 33,3; 80,0 e 90,0% quando os foliculos
possuiam diametros de 7,0 a 8,4; 8,5 a 10 e acima de 10 mm, respectivamente.
Considerando-se a controvérsia na literatura e a importancia dos
receptores de LH para a ovulacdo, objetivou-se com o presente trabalho
verificar a relagdao entre diametro folicular, taxa de ovulagdo e a expressao
génica das isoformas do LHR nas células da teca e granulosa de fémeas

predominantemente da raca Nelore (aneloradas).

Hipdtese a ser testada:

Com o aumento do diametro folicular, ocorre uma maior expressao
génica das isoformas do LHR nas células da teca e da granulosa aumentando,
consequentemente, a taxa de ovulacdo de vacas predominantemente da raca

Nelore tratadas com pLH.
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Ciclo estral bovino

Os eventos reprodutivos que ocorrem entre dois periodos de
receptividade sexual (estro) sdo denominados ciclo estral. As fémeas bovinas
domésticas sao poliéstricas, apresentando estro com intervalos regulares
meédios de 21 dias até que a prenhez tenha se estabelecido com sucesso. As
racas indianas apresentam ciclo estral com variacdo entre 17 a 24 dias
(Mukasa-Murgerwa, 1989; Galina & Arthur, 1990; Pinheiro et al., 1998).

O ciclo estral é regulado por mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos
envolvendo principalmente os horménios hipotalamicos (GnRH), hipofisarios
(LH e FSH) e gonadais (estradiol, progesterona e inibina).

O GnRH é um decapeptideo sintetizado por células neuroendécrinas na
area pré-optica e nucleo arqueado do hipotalamo (Senger, 2003) e apds ser
liberado sob a forma de pulsos (Clarke, 1988), atinge a adenohipdfise através
do sistema porta-hipotalamico-hipofisario, onde determina a secrecdo das
gonadotrofinas LH e FSH.

As gonadotrofinas séo glicoproteinas constituidas de uma sub-unidade o
comum e uma sub-unidade (3 distinta. Essas gonadotrofinas séo liberadas de
maneira pulsétil na circulagdo sistémica e atuam nas gbnadas regulando a
gametogénese e a secrecao dos estrogenos gonadais (Stanislaus et al., 1998).

Uma recente descoberta sobre o mecanismo de retroalimentacdo
(positiva e negativa) do estradiol na liberacdo do GnRH hipotalamico ajudou a
esclarecer o mecanismo molecular de modulacdo desse esterdide (Smith et
al., 2006). Embora a estimulagdo positiva ou negativa sobre a liberagédo do
GnRH sejam ha muito conhecidas, o mecanismo pelo qual o estradiol
estimulava diretamente os neurdnios secretores de GnRH nédo o era (Nogueira
& Barros, 2009).

Foi descoberto que um polipeptideo, denominado de “kisspeptina” (um
produto de 54 aminoacidos sintetizado a partir do gene Kissl), é o responsavel
por esse estimulo direto, mediante a ligagdo com o receptor GPR54 (acoplado
a proteina G) que esta presente na superficie de neurdnios secretores de
GnRH. A transcricao e traducdo do gene Kissl em kisspeptina € realizada por

neurbnios especificos que ndo aqueles secretores de GnRH, sendo
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estimuladas positivamente (nos neurdnios localizados no nucleo periventricular
anteroventral;, AVPV) ou negativamente (em neurénios do nudcleo arqueado;
ARC) pelo estradiol (Nogueira & Barros, 2009).

Desse modo, a ligacdo do estradiol com o seu receptor ERa nos
neurénios Kissl induziria a secrecdo ou a inibicAo da kisspeptina (na
dependéncia do nucleo estimulado — AVPV ou ARC — pelo estradiol). Sob
baixas concentracdes de estradiol, a kisspeptina (sintetizada pelo nucleo ARC)
se ligaria ao receptor GPR54 dos neurdnios GnRH (por contato sindptico na
area pré-optica), estimulando a liberacdo do GnRH e, consequentemente, das
gonadotrofinas hipofisarias. Em ultima analise, as gonadotrofinas estimulariam
o aumento do estradiol secretado pelos foliculos antrais em crescimento, e o
“circuito” seria fechado mediante a retroalimentacdo positiva dos neurbnios
Kissl do nucleo AVPV (implicado na geracdo do pico pré-ovulatorio de
GnRH/LH nas fémeas, Nogueira & Barros, 2009).

O aumento nas concentracbes de FSH é importante para estimular o
recrutamento folicular, ou seja, iniciar uma nova onda de crescimento folicular
(Adams et al., 1992). Neste momento, é verificada a presenca de dois picos de
FSH (Bergfelt et al, 1997; Kulick et al, 1999). O primeiro ocorre
concomitantemente com o pico pré-ovulatorio de LH e o segundo cerca de 16 a
24 horas ap0s, momento que estdo baixas as concentracdes de LH e estradiol.
Isto pode ser relacionado com o estudo de Ereno (2008) em novilhas da raca
Nelore que verificou o surgimento de um grupo de foliculos (10,2 + 4,08) doze
horas antes da ovulacéo, caracterizando a emergéncia de uma onda folicular.
No momento da ovulacdo, (12 horas apds a observacdo da emergéncia) o
namero de foliculos recrutados aumentou para 14,9 + 2,96.

Este segundo pico de FSH atinge as concentra¢cdes maximas quando 0s
foliculos apresentam cerca de 4 a 5 mm (Bodensteiner et al., 1996; Kulick et
al., 1999), atingindo o nadir, ou seja, a minima concentragdo no momento do
desvio folicular (Kulick et al., 1999). Durante o intervalo entre o inicio da queda
nas concentragbes de FSH até o inicio do desvio folicular (nadir), multiplos
foliculos contribuem para essa diminuicdo de FSH, por meio da producao de

inibina e estradiol.
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No momento do desvio folicular, o foliculo dominante produz altas
concentracbes de estradiol que em conjunto com a inibina continuam o
decréscimo nas concentracdes de FSH (Ginther et al.,, 2001). Apés o desvio
folicular, somente o foliculo dominante é capaz de utilizar baixas concentragfes
de FSH (Ginther et al., 2001) devido ao sinergismo com o sistema IGF (fator de
crescimento semelhante a insulina), aumentando, desta forma, as
concentracOes intrafoliculares de estradiol e, consequentemente, o diametro
folicular (Fortune et al., 2001).

O LH, secretado pela adenohipdéfise, é regulado pela progesterona e
estradiol ovarianos. Durante a maior parte do ciclo estral, ambos os hormdnios
inibem a secrecéo de LH por meio de retroalimentacdo negativa sobre o eixo
hipotalamico-hipofisario (Goodman & Karsch, 1980; Clarke, 1988; Price &
Webb, 1988). O LH € liberado sob a forma de pulsos que variam em frequéncia
e amplitude (Rahe et al., 1980; Wright & Malmo, 1992). Apos a lutedlise, a
concentracdo sérica de progesterona diminui a valores inferiores a 1 ng/mL, o
que permite o aumento na frequiéncia dos pulsos de LH (Goodman & Karsch,
1980; Karsch, 1987; Wiltbank et al., 2002).

O aumento na frequéncia de pulsos de LH estimula a maturagdo do
foliculo dominante que passa a secretar quantidades crescentes de 17[3-
estradiol (Ireland & Roche, 1987; Fortune et al., 2001). O estradiol, na auséncia
de progesterona, estimula a sintese de receptores para GnRH na hipdfise
(Schoenemann et al., 1985) tornando-a mais sensivel ao GnRH (Kesner et al.,
1981) ao mesmo tempo que aumenta a frequéncia e amplitude dos pulsos de
GnRH (Hansel & Convey, 1983) e estimula a sintese de gonadotrofinas, o que
resulta no pico pré-ovulatorio de LH (Hurnik, 1987) e, consequentemente, na
ovulacdo do foliculo pré-ovulatorio (Clarke, 1988; Mukasa-Mugerwa, 1989,
Cassar et al., 2002).

Foliculogénese e dinamica folicular
A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e atresia

dos foliculos ovarianos (Matton et al., 1981; Woolums & Peter, 1994) que se

inicia na vida fetal, passa pela puberdade (Evans et al., 1994) e continua na
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vida reprodutiva até a senilidade (Hafez, 1993). Este processo esta presente
inclusive no periodo pos-parto que precede a ciclicidade (Roche et al., 1992;
McDougall et al., 1995) e durante a prenhez (Taylor & Rajamahendran, 1991).
Em bovinos, sdo necessarios cerca de trés meses para que foliculos pré-
antrais (foliculo primordial) crescam até o estagio de foliculo pré-ovulatério
(Webb et al., 2003).

Os foliculos encontrados nos ovarios de uma fémea pubere podem ser
classificados em: primordiais em repouso (primario); pré-antrais em
crescimento (secundérios); antrais em maturacdo (terciarios) e foliculo pré-
ovulatério (Graaf, Woolums & Peter, 1994).

O inicio do crescimento folicular (ativacéo) inicia-se com a transformacao
das células planas da pré-granulosa do foliculo primordial em uma Unica
camada de células da granulosa cubdides, formando o foliculo primario. O
foliculo secundério surge a partir da proliferagdo das células da granulosa em
duas a seis camadas ao redor do odcito. Ambos séo foliculos pré-antrais. O
passo seguinte da foliculogénese é a formacdo do antro, a partir da secrecao
do fluido folicular pelas células da granulosa (Lussier et al., 1987; Braw-tal et
al.,1997).

O fluido folicular € um meio de suporte nutricional e de desenvolvimento
do ovaocito, bem como um veiculo no qual o ovacito é transportado para a tuba
uterina durante a ovulagdo (Woolums & Peter, 1994). O fluido é rico em
glicoproteinas, como a inibina (inibe a secrecdo de FSH e o crescimento dos
foliculos subordinados, Dekrester & Robertson, 1989; Rice, 1991); a folistatina
(suprime a liberacdo de FSH e se liga a ativina bloqueando sua atividade) e a
ativina (estimula a sintese e/ou a liberacado do FSH, Knight, 1996).

O processo continuo de crescimento e regressdo dos foliculos antrais
ovarianos que induz o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio € conhecido
como dinamica de crescimento folicular, enquanto que o padrdo de
crescimento e atresia de um grupo de foliculos ovarianos € denominado onda
de crescimento folicular (Lucy et al., 1992). O crescimento folicular em padréo
de ondas ocorre em varios estagios da vida reprodutiva, como no periodo

anterior a puberdade (6 a 8 meses de idade, Adams et al., 1992; Evans et al.,
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1994), durante o ciclo estral, gestacdo (Ginther et al., 1996b) e no pos-parto
(Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990a, b).

A dinamica de crescimento folicular dos bovinos tanto de racas zebuinas
(Bos indicus) como taurinas (Bos taurus) é caracterizada pela presenca de
duas ou trés ondas de crescimento folicular (Savio et al.,, 1988; Sirois &
Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997; Viana et al., 2000;
Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008) e,
esporadicamente, uma ou quatro ondas (Savio et al., 1988; Sirois & Fortune,
1988; Murphy et al., 1990; Viana et al., 2000).

A emergéncia da onda folicular, também denominada de recrutamento
folicular, consiste na emergéncia simultanea de um grupo de foliculos com
diametro de aproximadamente 4 a 5 mm (Ginther et al., 1996a), estimulados
por um aumento transitorio do FSH (Fortune, 1993). Mais recentemente, com o
avanco na qualidade dos aparelhos de ultrassonografia acoplados a
transdutores de 9,0 MHz, foi possivel a visualizac&do de foliculos com diametro
a partir de 1,0 mm (Jaiswal, et al., 2004; Ereno, 2008), observando-se a
emergéncia da onda folicular cerca de 12 (Ereno, 2008) ou 48 (Jaiswal, et al.,
2004) horas antes da ovulagao.

Aproximadamente trés dias apos a emergéncia folicular (foliculos com 4 a
5 mm), quando o maior foliculo atinge o diametro médio de 8,5 mm para Bos
taurus (Ginther et al., 1996a) e cerca de 6,0 mm para Bos indicus (Sartorelli et
al., 2005; Gimenes et al., 2008; Ereno, 2008), ocorre o evento denominado
desvio folicular, momento em que ocorre a maior diferenca na taxa de
crescimento entre os dois maiores foliculos da onda (Ginther et al., 1996a,
1997).

Na presenca de um corpo lateo (CL) funcional e de altas concentracdes
plasmaticas de progesterona, ha decréscimo na frequéncia de pulsos de LH
(Roberson et al., 1989). Consequentemente, o foliculo dominante sofre atresia
e falha em ovular (Ginther et al., 1989; Lucy et al., 1992; Stock & Fortune,
1993).

Em determinado momento do ciclo estral (17 a 20 dias apos a ovulagéo),
0 corpo luteo sofre regressao morfolégica e funcional causada pela liberacéo

de PGF.a proveniente do endométrio (Horton & Poyser, 1975). Este processo,
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denominado lutedlise, € caracterizado pela queda na producdo de
progesterona e fragmentacdo dos componentes celulares, incluindo a
reducdo do suporte vascular, proliferacdo do tecido conjuntivo,
desorganizacéo celular, degeneracao e fagocitose das células luteais (Milvae
et al., 1996). Como resultado, ocorre queda nas concentracfes plasméticas de
progesterona (<1 ng/mL), permitindo a ovulacdo do foliculo dominante por meio

do pico pré-ovulatorio de LH.

Diametro folicular e capacidade ovulatéria

A ovulacdo é um fenbmeno fisiolégico semelhante ao processo
inflamatorio no qual o foliculo pré-ovulatorio é submetido ao pico de LH,
liberando um odcito capaz de ser fertilizado (Espey, 1980, 1994; Robker et al.,
2000; Richards et. al., 2002; Richards, 2005). Neste processo, ocorre uma
extensiva formacdo vascular (angiogénese) e diferenciacdo celular
(luteinizacdo) na parede folicular durante o periodo entre o pico de LH e o
desenvolvimento inicial do corpo luteo (Acosta et al., 2003).

Herrlich et al. (1996) propuseram um modelo para a ativacéo do receptor
de LH (LHR) no momento da ovulacdo, sendo constituido por duas cascatas de
sinalizacao (proteinas Gs e Gi) onde a adenilciclase e a fosfolipase C seriam
ativadas respectivamente, induzindo nas células da teca e granulosa um
aumento rapido na expressdo de genes especificos fundamentais para
processo ovulatério. Os autores sugeriram que no momento da ovulagéo, a
concentracdo de LH e os niveis de LHR sao suficientemente altos para
efetivamente estimular a adenilciclase e a fosfolipase C.

Na literatura ha relatos que a capacidade ovulatéria € adquirida ap6s o
desvio folicular (Sartori et al., 2001) aumentando a medida que o foliculo
adquire maior diametro (Martinez et al., 1999; Sartori et al., 2001; Bello et al.
2006; Colazo et al., 2008; Gimenes et al., 2008; Small et al., 2009; Meneghetti
et al., 2009; Sa Filho et al., 2009).

Martinez et al. (1999) administraram 25 mg de LH ou 100 pg de GnRH
em novilhas taurinas cruzadas (Simental x Charolés) no dia 3 ap0s a ovulacdo

e verificaram que as taxas de ovulacao dos foliculos com 7, 8, 9 e 10 mm foram
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de 0% (0/2), 50% (2/4), 100% (3/3) e 100% (6/6), respectivamente. Foi
verificado que o diametro folicular nas novilhas que ovularam no dia 3 era
maior (9,6 £ 0,2 mm) quando comparado as que nao ovularam (7,5 £ 0,3 mm).
Da mesma forma, Sartori et al. (2001) avaliaram a capacidade ovulatoria em
vacas HPB divididas aleatoriamente em trés grupos em relacdo ao diametro
folicular para receber 40 mg de LH: 7,0; 8,5 e 10,0 mm. As taxas de ovulacéo
foram 0% (0/9); 0% (0/9) e 80% (8/10), respectivamente. Em novilhas
zebuinas, Gimenes et al. (2008) observaram que a aplicacdo de 25 mg de LH
induziu taxas de ovulacdo de 33,3% (3/9), 80% (8/10) e 90% (9/10), quando os
foliculos possuiam diametros de 7,0 a 8,4; 8,5 a 10,0 e acima de 10,0 mm,

respectivamente.

Expresséo génica do LHR no foliculo ovariano

O LHR é uma proteina que pertence a superfamilia dos receptores
acoplados ao nucleotideo guanina (proteina G), assim como 0s receptores do
FSH e do horménio estimulante da tiredide (TSH, Ascoli et al., 2002). O LHR
possui uma grande regido extracelular amino-terminal (366 aminoacidos -
codificados pelos primeiros 10 éxons do gene), sete hélices (dominios)
transmembranicas (tipica dessa familia de receptores, com trés alcas
intracelulares e trés extracelulares) e uma curta regiao intracelular constituida
por 72 aminoacidos (na qual a proteina G se acopla ao dominio carboxil-
terminal). As hélices transmembranicas e a regido intracelular do LHR sé&o
codificadas pelo 11° éxon do mRNA (Huhtaniemi, 2000; Pierce et al., 2002).

As células do foliculo ovariano possuem mRNA que traduz o receptor de
LH em fases distintas do desenvolvimento folicular, isto €, desde antes do
aparecimento do antro até a fase pré-ovulatéria nas células da teca (Xu et al.,
1995; Bao & Garverick, 1998; Berisha et al., 2000; Braw-tal & Roth, 2005) ou
apenas a partir do desvio folicular até a fase pré-ovulatdria nas células da
granulosa (Xu et al., 1995; Bao & Garverick, 1998).

A expressdo do LHR em células da granulosa, estudadas por
hibridizacéo in situ, ocorreu em foliculos maiores que 8,0 mm de didmetro e a

guantidade do mRNA para o LHR aumentou com o tamanho do foliculo (Xu et
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al., 1995; Bao et al., 1997), atingindo valores maximos quando o foliculo
dominante se aproximou do seu maior diametro (Bao & Garverick,1998). No
trabalho de Bao et al. (1997) a expresséo de receptores de LH foi maior em
foliculos esteroidogénicos quando comparados aos foliculos atrésicos. De
forma similar, Evans et al. (2004), utilizando PCR quantitativo (tempo real),
verificaram maior expressao génica do LHR em células da granulosa de
foliculos dominantes quando comparados a foliculos subordinados.

A expressdo do LHR, avaliada por PCR quantitativo (tempo real),
precede o desvio folicular em 0,5 mm em novilhas de racga européia (+ 8,0 mm
de diametro), o que levou Beg et al. (2001) a sugerirem que a expressao
precoce do mesmo em células da granulosa seria um evento importante para o
desvio folicular.

A expressao do LHR, pelas células da granulosa, ocorreu cerca de 8
horas antes do inicio do desvio folicular, proporcionando ao foliculo manter a
dominancia e continuar o desenvolvimento, mesmo sob niveis basais de FSH e
de LH (Ginther et al., 2001 e 2003). Desta forma, Ginther et al. (2001)
sugeriram que o inicio da expresséo do LHR nas células da granulosa pode ser
a causa para o desvio e consequentemente para a aquisicdo da dominancia
folicular.

Por outro lado, Austin et al. (2001) e Fortune et al. (2001), aventaram
gue a expressdo do LHR nas células da granulosa seria apenas um evento
decorrente da dominancia ja instalada. Fortune et al. (2001), utilizando
hibridizacdo in situ, ndo detectaram a expressdo do LHR no futuro foliculo
dominante imediatamente antes do desvio folicular. A primeira diferenca
observada entre o futuro foliculo dominante e os subordinados foi a maior
sintese da protease das IGFBP-4 e 5 (PAPP-A, proteina plasmatica associada
a prenhez, proteina ligadora de IGF) induzida pelo FSH, com subsequente
diminuicdo das concentracfes das IGFBP-4 e 5 pela degradacédo proteolitica
desde o recrutamento até o tamanho pré-ovulatorio (Mazerbourg et al., 2001;
Rivera et al.,, 2001; Rivera & Fortune, 2001; Fortune et al.,, 2004). A baixa
concentracdo de IGFBP-4 e 5 permite que grande quantidade de IGF-1 esteja
biodisponivel para promover o crescimento folicular, amplificando os efeitos do

FSH e a sintese de estradiol (Fortune et al., 2001). De forma semelhante,
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Austin et al. (2001) propuseram que as primeiras mudancas intrafoliculares que
distinguem o foliculo destinado a tornar-se dominante dos outros foliculos em
crescimento seria a capacidade aumentada em produzir estradiol e a
manutencdo de baixos niveis de IGFBPs. Portanto, o sistema IGF parece
desempenhar papel critico no desvio folicular e na aquisicdo de dominancia
pelo foliculo (Fortune et al., 2004).

Nogueira et al. (2007b), utilizando RT-PCR semi-quantitativo, verificaram
gue a expressao das isoformas do LHR em células da granulosa de fémeas
predominantemente Nelore somente ocorreu em foliculos a partir de 7,0 mm de
didmetro. Neste estudo, nenhuma amostra de células da granulosa obtida de
foliculos de 5,0 e 6,0 mm de diametro e apenas uma amostra (16,7%, 1/6) dos
foliculos com diametro de 7,0 mm expressaram LHR, respectivamente. Porém,
em foliculos com didmetro igual ou maior a 8,0 mm houve expressao de LHR
em mais de 87,5% das amostras avaliadas.

Estes resultados foram confirmados por Ereno (2008) em novilhas puras
de origem da raca Nelore, que detectou o inicio da expressdo génica das
isoformas do LHR nas células da granulosa de foliculos a partir de 7,0 mm, ou
seja, ap0s o desvio folicular que ocorreu com 5,4 mm. Neste experimento
foram comparados os diametros foliculares obtidos por meio de exames
ultrassonograficos com aqueles oriundos de mensuracdes realizadas com um
paquimetro (escala de 1,0 mm), observando-se que as medidas foliculares
obtidas por meio de paquimetro sdo em média 1,18 mm maiores daquelas
obtidas por ultrassonografia. Desta maneira, considerando-se que o desvio
folicular no experimento de Ereno (2008) ocorreu com 5,4 mm (medida
realizada por ultrassonografia), a medida correspondente por paquimetro é
6,58 mm (5,4 + 1,18 mm), confirmando que a expressao génica das isoformas
do LHR nas células da granulosa obtidas neste experimento (a partir de
foliculos com 7,0 mm mesurados por paquimetro) ocorre ap0s o desvio
folicular.

Portanto, estes dados ndo sustentam a hipGtese de que expressao de

LHR em células da granulosa ocorra antes do desvio folicular.
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Isoformas de LHR (“splicing” alternativo)

A montagem do transcrito primario de um gene interrompido (pré-
MRNA), com a remoc¢ado do material genético que ndo codifica aminoacidos
presentes na proteina madura (introns) e o alinhamento das regides
codificadoras (éxons) é necessaria para a formacdo do mRNA. A transcricdo
génica podera gerar mRNA contendo todos os éxons do gene (forma completa
ou “full-length”) ou algumas formas de mRNA com dele¢des totais e/ou parciais
de um ou mais éxons. O “splicing” alternativo surge quando se produz, a partir
da transcricdo de um mesmo gene, mais de uma sequéncia de mRNA
(transcritos alternativos ou isoformas; Lewin, 2004).

No trabalho de Aatsinki et al. (1992), feito com ovarios de ratas, foi
demonstrado a ocorréncia de quatro transcritos alternativos a forma “full-
length”: delecdo parcial do éxon 9, delecdes dos éxons 3 e 4, dele¢éo parcial
do éxon 11 e delecéo parcial do éxon 11 e total do éxon 5.

Isoformas do LHR (produtos de “splicing” alternativo) tém sido descritas
em ovinos e bovinos e nem todas parecem ser funcionais. A investigagéo da
regido compreendida entre os finais dos éxons 9 e 11 revelou delecdo
alternativa do éxon 10 e/ou parte do éxon 11 (Abdennebi et al., 2002; Robert et
al., 2003). Por outro lado, delecbes nos éxons 3, 4, 5 ou 9 ainda ndo foram
citadas (Bacich et al., 1999; Abdennebi et al., 2002; Robert et al., 2003;
Kawate, 2004).

Recentemente, Nogueira et al. (2007b) avaliaram as diferentes
isoformas do LHR nas células da teca e granulosa de vacas
predominantemente Nelore, posicionando os oligonucleotideos iniciadores nas
regibes compreendidas entre os éxons 2 e 9 (LHR-A) e entre éxons 9 e 11
(LHR-B) do gene. Na regiao LHR-A verificou-se a existéncia de 2 isoformas: N1
ou LHR-A1 (forma completa ou “full-lenght”) e N2 ou LHR-A2 (dele¢céo do éxon
3). Na regido LHR-B observou-se a presenca de 4 isoformas: M1 ou LHR-B3
(forma completa ou “full lenght”), M2 ou LHR-B4 (dele¢&do do éxon 10), M3 ou
LHR-B5 (delecéo de parte do éxon 11) e M4 ou LHR-B6 (delecédo do éxon 10 e

parte do éxon 11).
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Estes resultados foram corroborados posteriormente no estudo de Ereno
(2008) que verificou, nas células da granulosa de novilhas puras de origem

Nelore, a presenca das quatro isoformas (M1, M2, M3 e M4) na regido LHR-B.

Producdo e concentracdo dos horménios esterdides nos foliculos

ovarianos

Em ruminantes, a esteroidogénese ocorre primariamente por meio da via
A5 (Conley & Bird, 1997) isto €, esterbides com dupla ligacdo entre o0s
carbonos 4 e 5. Neste modelo, ocorre nas células da teca a conversdo do
colesterol em pregnenolona pela enzima P450 side chain cleavage (P450scc,
Fortune, 1986). A pregnenolona € convertida em diidroepiandrostenediona pela
P450 17a hidroxilase (P450c17) e depois em androstenediona pela 3B
hidroxiesterdide desidrogenase (3B-HSD). A Androstenediona, ao entrar nas
células da granulosa, pode seguir dois caminhos: ser modificada em estrona
pela P450 aromatase (P450arom) e depois transformada posteriormente em
estradiol pela 17p hidroxiesterdide desidrogenase (178-HSD) ou ser
transformada em testosterona pela 17B-HSD e convertida posteriormente em
estradiol pela P450arom (Conley & Bird, 1997).

Convém lembrar que para o colesterol ser transformado em estradiol no
foliculo ovariano é necessario dois tipos de células (da teca e da granulosa) e
dois horménios (LH e FSH). Nas células da teca, sob a acdo do LH, o
colesterol (C27) € metabolizado em progestagenos (C21) e andrégenos (C19).
Os andrégenos atravessam a membrana basal do foliculo ovariano e, nas
células da granulosa, sdo transformados em estrégenos pela enzima
aromatase (Fortune & Quirk, 1988).

A viabilidade e o grau de capacitacdo atingido por um foliculo séo, em
grande parte, refletidos pela composicao bioquimica do fluido presente em sua
cavidade antral. Os produtos resultantes do metabolismo das células do
“cumulus oophorus”, da granulosa mural, e mesmo da teca séo difundidos pelo
fluido folicular, fornecendo um panorama da atividade esteroidogénica e da
biodisponibilidade de fatores de crescimento (como o IGF-1 e as IGFBP-4 e 5).

Estudos em foliculos bovinos demonstraram que existe uma alta relacdo entre
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as concentracoes de IGF-I livre e de estradiol presentes no fluido folicular e a
capacidade desses foliculos atingirem a dominancia e a capacitacao final pré-
ovulacdo (Mihm et al., 2000; Austin et al., 2001; Beg et al., 2001; Rivera et al.,
2001; Rivera & Fortune, 2001; Ginther et al., 2001).

Evans et al. (2004) demonstraram que a alta concentracédo de estradiol
intrafolicular (132 ng/mL) foi positivamente relacionada com a expressao do
MRNA para aromatase, LHR, FSHR, DICE1 e MCL1 no foliculo dominante em
crescimento, quando comparado aos outros foliculos semelhantes em tamanho
no inicio da onda folicular. Por outro lado, baixas concentragbes de estradiol
intrafolicular nos foliculos subordinados foram positivamente associadas com
maior expressdo de mRNA em células da granulosa para ciclo-oxigenase-1,
fator de necrose tumoral, DNase caspase-ativada, e DRAK-2 (genes
associados com a apoptose). Estes autores verificaram que a queda nos niveis
intrafoliculares de estradiol precede a apoptose nos foliculos que irdo entrar em
atresia.

Desta forma, a razdo estradiol/progesterona (E./P,4) no fluido folicular
pode representar varios estagios no desenvolvimento folicular bovino (Grimes
& Ireland, 1986). Uma baixa razdo E,/P, < 0,01 é o perfil de foliculos altamente
atrésicos (Ireland & Roche, 1982). A segunda categoria, razéo E,/P, entre 0,01
- 1, representa um estagio transicional, ou seja, foliculos luteinizados apds o
pico de LH ou em estado de atresia. A terceira categoria com razao E,/P,
acima de 1, representa foliculos ovulatérios antes do pico de LH ou foliculos

dominantes que ndo estdo em atresia (estrégeno ativos, Ireland et al., 1994).
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CAPITULO 2

Determinacgdo da taxa de ovulacao e sua relagdo com diametro folicular e

isoformas de mRNA para receptor de LH, em vacas da raca Nelore
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Resumo

Objetivou-se com o presente trabalho verificar a relagcdo entre diametro
folicular, taxa de ovulacédo e a expressao génica das isoformas do receptor de
LH em vacas da raca Nelore. O experimento 1 foi realizado para verificar a
dose minima de LH capaz de induzir ovulacdo em foliculos com diametro entre
10 e 11 mm. Vacas Nelore (n=20) foram submetidas a sincronizacdo da
ovulacéo e o crescimento folicular passou a ser acompanhado diariamente por
ultrassonografia (US). Quando os foliculos atingiram diametro entre 10 e 11
mm, os animais foram divididos em quatro grupos para receber diferentes
doses de LH (Lutropin-V®, Bioniche, Ontario, Canada; IM): 1,56; 3,12; 6,25 e
12,5 mg. Os dados foram analisados pelo Teste Exato de Fisher (PROC FREQ,
do SAS). As taxas de ovulacdo foram 0 (0/5), 80 (4/5), 80 (4/5) e 80% (4/5),
respectivamente, ocorrendo diferenca significativa entre o grupo 1,56 mg e os
demais (p<0,02). No experimento 2, foram utilizados 6,25 mg de LH para
induzir ovulagcdo em vacas Nelore (n=53) submetidas a sincronizacdo da
ovulacdo e divididas em cinco grupos de acordo com o diametro folicular (mm)
no momento da administracao de LH: Grupo 1 (7,0 a 7,5); Grupo 2 (7,6 a 8,0);
Grupo 3 (8,1 a 8,5); Grupo 4 (8,6 a 9,0) e Grupo 5 (9,1 a 10,0). Os resultados
foram analisados por Regressdo Logistica (PROC GENMOD, do SAS). As
taxas de ovulagéao foram 0 (0/11), 20 (2/10), 36 (4/11), 36 (4/11) e 90% (9/10),
respectivamente. Houve diferenca significativa entre G5 e os demais grupos
(p<0,01). Ao associar G1+G2 (7,0 a 8,0 mm), G3+G4 (8,1 a 9,0 mm) e G5 (9,1
a 10,0 mm) as taxas de ovulacdo foram 9 (2/21), 36 (8/22) e 90% (9/10),
respectivamente. Houve diferenca significativa entre G1+G2 vs G5 (p<0,01),

G3+G4 vs G5 (p<0,02) e G1+G2 vs G3+G4 (p<0,03). ApGs a administracdo de
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LH, o diametro do menor foliculo capaz de ovular foi 7,65 mm. No experimento
3, células da teca e da granulosa provenientes de foliculos de abatedouro
foram submetidas a técnica de RT-PCR utilizando GAPDH como controle
interno para avaliar a expressao génica das isoformas do LHR (M1, M2, M3 e
M4). Os foliculos foram dissecados, mensurados com paquimetro e agrupados
de acordo com o diametro folicular (mm): Grupo A (8,0 a 9,0) Grupo B (9,1 a
10,0) e Grupo C (10,1 a 11,0). Considerando que foliculos mensurados com
paquimetro sdo em meédia 1,0 mm maiores do que os obtidos por US, os
grupos A, B e C correspondem aos grupos G1+G2; G3+G4 e G5 (experimento
2). Somente foram utilizados foliculos com razdo E,/P, > 1. Desta forma, de um
total de 400 ovarios foram obtidas 5, 4 e 4 (n=13) amostras de células da
granulosa e 7, 8 e 8 amostras de células da teca (n=23) para os Grupos A, B e
C respectivamente. Os resultados foram analisados por ANOVA e Correlacdo
de Pearson. Nas células da teca, ndo houve diferenca significativa na
expressao génica da somatoria das isoformas do LHR (M1+M2+M3+M4) entre
0s grupos A, B e C. Entretanto nas células da granulosa, foliculos do Grupo A
obtiveram menor expressao génica do LHR (16,5; mRNA LHR/mRNA GAPDH)
quando comparados aos do Grupo C (37,6; p<0,05). Houve correlagcéao positiva
entre 0 aumento da expressdo génica das isoformas M4 e M3 com o0 aumento
no diametro folicular. Conclui-se que em fémeas zebuinas a capacidade
ovulatoria esta relacionada ao aumento do diametro folicular e consequente
aumento da expressao génica da somatdéria das isoformas do LHR nas células

da granulosa.

Palavras-chave: Bos indicus; expresséo génica, foliculo; LHR; ovulacao
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1. Introducao

O agronegocio brasileiro destaca-se por contribuir com 25,1% do produto
interno bruto (PIB) do pais [1]. A pecuaria bovina insere-se neste contexto por
possuir o maior rebanho comercial do mundo com mais de 207 milhdes de
cabecas [2] consagrando o0 pais como maior exportador de carne dessa
espécie. Dentre as racas de corte, a Nelore (Bos indicus) € a que possui 0
maior contingente numérico (acima de 90 milhdes de cabecas [3]).

O emprego de biotécnicas reprodutivas como a inseminacao artificial (1A)
e transferéncia de embrides (TE) sdo fundamentais para o melhoramento
genético de bovinos [4-9]. A inseminacdo artificial pode trazer beneficios
econdbmicos, em curto prazo, para a grande maioria dos pecuaristas.
Entretanto, a caréncia de pessoal treinado e deficiéncias basicas de manejo
nas propriedades tém limitado uma utilizacdo mais ampla. Um dos principais
fatores que determinam o sucesso de um programa de inseminacao artificial é
a deteccado do estro, a qual requer tempo e pessoal adequadamente treinado.
Em fémeas zebuinas, a curta duracdo do estro (cerca de 11 horas) dificulta a
deteccdo do mesmo e prejudica a implantacdo de programas convencionais de
IA [10].

A partir do conhecimento detalhado da dinamica folicular [11] tornou-se
possivel o desenvolvimento de tratamentos hormonais capazes de regular o
crescimento folicular e o momento da ovulacdo, de forma a viabilizar a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF, ou seja, IA em tempo pré-
determinado, sem a necessidade de observar estro) em taurinos [12-15] e
zebuinos [4,16-21]. De forma similar, o desenvolvimento folicular e 0 momento

da ovulacdo podem ser controlados farmacologicamente para melhorar os
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tratamentos superestimulatorios empregados na transferéncia de embrides
[5,7,8,22].

Varios protocolos hormonais para IATF e transferéncia de embrides em
tempo fixo (TETF) tém sido desenvolvidos gracas ao melhor entendimento da
dindmica folicular bovina. Esta bem caracterizado, tanto em racas européias
(Bos taurus) quanto zebuinas (Bos indicus), que durante o ciclo estral bovino
ocorrem duas a trés ondas de crescimento folicular. Uma fase critica para o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos é o desvio folicular, momento em que
ocorre a maior diferenca na taxa de crescimento entre os dois maiores foliculos
da onda [23,24]. No momento do desvio folicular, o diametro do futuro foliculo
dominante é de 8,5 mm em animais taurinos [23,25,26] e cerca de 6,0 mm em
zebuinos [27-30].

Existe controvérsia na literatura a respeito do momento em que 0s
foliculos ovarianos adquirem receptores de LH (LHR) nas células da granulosa.
Segundo alguns autores, o futuro foliculo dominante adquire LHR antes da fase
de desvio folicular [25,26,31] enquanto que outros reportam que a expressao
do LHR ocorre apos o desvio folicular [28,32-36].

Em fémeas predominantemente da raca Nelore [35] e novilhas puras de
origem (PO) Nelore [28], foi relatado que o inicio da expressao génica das
isoformas do LHR na superficie das células da granulosa ocorreu somente a
partir de 7,0 mm, sendo significativamente influenciado pelo diametro folicular.
Os autores observaram que as células da granulosa ndo adquirem LHR
funcionais até que a dominancia folicular esteja estabelecida.

Desta forma, Nogueira et al. [35] avaliaram as diferentes isoformas de

MRNA para LHR nas células da teca e granulosa de vacas predominantemente
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Nelore, posicionando o0s oligonucleotideos Iniciadores nas regifes
compreendidas entre os éxons 2 e 9 (LHR-A) e entre éxons 9 e 11 (LHR-B) do
gene. Na regidao LHR-A verificou-se a existéncia de 2 isoformas: N1 ou LHR-A1
(forma completa ou “full-lenght”) e N2 ou LHR-A2 (delecdo do éxon 3). Na
regido LHR-B observou-se a presenca de 4 isoformas: M1 ou LHR-B3 (forma
completa ou “full lenght”), M2 ou LHR-B4 (delecé&o do éxon 10), M3 ou LHRB-5
(delecéo de parte do éxon 11) e M4 ou LHR-B6 (delecdo do éxon 10 e parte do
exon 11).

Sartori et al. [37] avaliando a capacidade ovulatéria em vacas da raca
Holandesa (Bos taurus), verificaram que foliculos com 7,0 e 8,5 mm de
diametro ndo ovularam, mesmo apés a administracdo de uma dose elevada (40
mg) de LH. Entretanto, 80% (8/10) das vacas com foliculos de 10 mm
ovularam apoés o tratamento com LH. Os autores concluiram que o foliculo
dominante adquire capacidade ovulatéria somente apds o desvio folicular. Em
novilhas zebuinas, Gimenes et al. [29] observaram que a aplicacdo de 25 mg
de LH induziu taxas de ovulacdo de 33,3; 80,0 e 90,0% quando os foliculos
possuiam diametros de 7,0 a 8,4; 8,5 a 10 e acima de 10 mm, respectivamente.

Considerando-se a controvérsia na literatura e a importancia dos
receptores de LH para a ovulacdo, objetivou-se com o presente trabalho
verificar a relacdo entre diametro folicular, taxa de ovulacdo e a expresséo
génica das isoformas do LHR nas células da teca e granulosa de fémeas

predominantemente da raca Nelore.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Local do experimento e animais

Os experimentos 1 e 2 foram realizados na fazenda Siriema do Lago no
municipio de Bernardino de Campos, estado de Sao Paulo, Brasil (Latitude: -
23° 00’ 36” sul, Longitude: -49° 28’ 44" oeste; Altitude: 695 m) durante o
periodo de novembro de 2007 a abril de 2008 . Vacas Nelore multiparas, puras
de origem (Bos indicus n=73), com média de idade entre cinco e sete anos,
escore de condicdo corporal acima de 3 (escala de 1 a 5, [38]) e com mais de
60 dias pés-parto foram mantidas em pastagens de Brachiaria decumbens com
suplementacao mineral e 4gua ad libitum.
2.2. Tratamentos hormonais e ultrassonografia

Os animais foram submetidos a sincronizacédo da ovulacdo por meio do
protocolo PEPE (progesterona-estrogeno-prostaglandina-estrogeno): em dia
aleatdrio do ciclo estral (D0O) os animais receberam um dispositivo intravaginal
contendo progesterona (1,0 g, Primer®, Tecnopec, S&o Paulo, Brasil) e 2,5 mg
de benzoato de estradiol (BE, IM, RIC-BE®, Syntex, Buenos Aires, Argentina).
Oito dias depois (D8) as vacas foram tratadas com PGF,a (150 pg d-
cloprostenol, IM, Prolise®, ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina) e o
dispositivo intravaginal contendo progesterona foi removido. Apos 24 horas da
remocao do dispositivo, as vacas receberam BE (1,0 mg, IM, Figura 1).

No inicio dos tratamentos hormonais (D0), todos os animais foram
submetidos a ultrassonografia (US, Aloka® 900, Tokyo, Jap&o, transdutor retal
de 7,5 a 9,0 MHz) para avaliar a condicdo ovariana. Foram selecionados
somente animais com foliculos acima de 8,0 mm e/ou corpo lateo (CL) em pelo

menos um dos ovarios. Nos dias nove (D9) e onze (D11), a ultrassonografia foi
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realizada para detectar a presenca do foliculo dominante e a taxa de ovulacao,
respectivamente. Considerou-se como ovulacdo no D11 a nao visualizacao do

foliculo dominante verificado no D9 pela ultrassonografia.

BE BE
PGF,a oV
2.5ma 1,0 mg
\ 4 l
Progesterona (1,09)
DO D8 D9 D11
us us us

Figura 1. Protocolo para sincronizacdo da ovulacdo (PEPE) realizado em
vacas Nelore. BE= Benzoato de estradiol, PGF,a= Prostaglandina

F.a, D= Dia, US= Exame ultrassonogréafico, OV= ovulacéo.

2.3. Teste preliminar para determinacdo da dose minima de LH (Experimento
1)

O experimento 1 foi realizado para determinar a dose minima de LH
(Lutropin®, Bioniche Animal Health, Inc., Belleville, Ontario, Canada) capaz de
induzir ovulacdo em pelo menos 80% das vacas com foliculo pré-ovulatorio
com diametro entre 10 e 11 mm. Vacas Nelore (n=20) foram previamente
sincronizadas com o protocolo PEPE e a partir do terceiro dia apos a ovulacéao,
o crescimento folicular passou a ser acompanhado diariamente por

ultrassonografia.
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Quando os foliculos atingiram diametro entre 10 e 11 mm, as vacas
foram divididas aleatoriamente em quatro grupos e tratadas com diferentes
doses de LH (IM): Grupos 1,56 (n=5); 3,12 (n=5); 6,25 (n=5) e 12,5 mg (n=5).
Vinte e quatro e 48 horas apds a administracdo de LH, a taxa de ovulacéo foi
determinada por meio de ultrassonografia.

2.4. Determinacdo da taxa de ovulagdo em diferentes diametros foliculares
(Experimento 2)

ApoOs a determinacdo da dose de LH (experimento 1), 53 vacas Nelore
foram submetidas ao protocolo PEPE e a partir do terceiro dia apos ovulacdo o
crescimento folicular passou a ser acompanhado diariamente por
ultrassonografia e os animais foram divididos em cinco grupos (escala de 0,5
mm), de acordo com o diametro folicular no momento da aplicacéo de 6,25 mg
de LH: Grupo 1 (7,0 a 7,5 mm, n=11), Grupo 2 (7,6 a 8,0 mm, n=10), Grupo 3
(8,1 a 8,5 mm, n=11), Grupo 4 (8,6 a 9,0 mm, n=11) e Grupo 5 (9,1 a 10,0 mm,
n=10). Vinte e quatro e 48 horas apos a aplicacao de LH, a ultrassonografia foi
realizada para determinar a taxa de ovulagéo.

Quando se avaliou a taxa de ovulacao considerando-se a escala de 1,0
mm, os animais foram divididos em trés grupos: G1+G2 (7,0 a 8,0 mm, n=21),

G3+G4 (8,1 a 9,0 mm, n=22) e G5 (9,1 a 10,0 mm, n=10).
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2.5. Expressédo génica das isoformas do LHR nas células da teca e granulosa
em diferentes diametros foliculares e relagédo com a taxa de ovulagéo verificada
in vivo (Experimento 3)

2.5.1. Obtencé&o das amostras

Com o objetivo de relacionar as taxas de ovulacdo obtidas no
experimento 2 (escala de 1,0 mm) com a expressdo génica das isoformas do
LHR nas células da teca e da granulosa, cerca de 400 ovarios foram obtidos de
vacas predominantemente Nelore (Bos indicus) em frigorifico situado a 50 Km
da UNESP, campus de Botucatu, e transportados ao laboratorio em solucéo
fisioloégica (NaCl 0,9%) refrigerada. Destes ovarios, foi obtido um total de 189
foliculos que foram mensurados com o auxilio de um paquimetro.

Os foliculos foram dissecados de acordo com o diametro folicular e
separados nos seguintes grupos: Grupo A (8,0 a 9,0 mm), Grupo B (9,1 a 10,0
mm) e Grupo C (10,1 a 11,0 mm). Levando-se em consideracao que foliculos
dissecados sdo em média 1,0 mm maiores em diametro em relacdo aos
mensurados por meio de ultrassonografia [28], estes diametros foliculares
determinados com paquimetro correspondem aos seguintes diametros
mensurados por ultrassonografia: 7,0 a 8,0; 8,1 a 9,0 e 9,1 a 10,0 mm,
respectivamente (Experimento 2).

O fluido folicular foi aspirado e congelado para a determinacdo das
concentracbes de progesterona e estradiol 17-f por radioimunoensaio. A
cavidade folicular foi lavada repetidamente com solucéo fisiolégica refrigerada
e as células da granulosa foram obtidas por centrifugacdo a 5.000xg por 1
minuto para concentrar as células e possibilitar a remocdo da solucdo

fisioloégica. Logo apés a recuperacdo das células da granulosa, o foliculo foi
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dividido ao meio com auxilio de uma lamina de bisturi e a camada de células da
teca foi destacada da face interna da parede folicular com pincas oftalmicas e
lavada em solucéo fisiologica por meio de repetidas passagens em seringa de
1 mL, a fim de eliminar células da granulosa remanescentes. As amostras
foram colocadas em Trizol® (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil) e homogeneizadas
com Politron (Ultraturrax®). O RNA total foi extraido de acordo com o protocolo
Trizol e armazenado a —70 °C.

2.5.2. Radioimunoensaio

Para determinar as concentracdes intrafoliculares de estradiol e
progesterona foram utilizados os kits de Estradiol DSL-4400® (Diagnostics
Systems Laboratories, Texas, USA) e Progesterona DSL-3400® (Diagnostics
Systems Laboratories, Texas, USA). Além disso, uma curva padréo especifica
foi construida a partir de estradiol e progesterona liofilizada (Sigma; St.Louis,
MO, USA), respectivamente.

O intervalo das concentracdes de estradiol utilizado na curva padréo foi
de 0,031 a 250 pg/100 pL. As concentracbes de estradiol no fluido folicular
foram determinadas, e os coeficientes de variacdo intra e inter-ensaios foram
de 5,17% e 11,3%, respectivamente. O limite de deteccédo do estradiol foi de
0,1 ng/mL e a diluicdo utilizada (PBS) para o fluido folicular foi de 1:500.

O intervalo das concentracbes de progesterona utilizado na curva
padrao foi de 3,9 a 1000 pg/25 uL. As concentracdes de progesterona no fluido
folicular foram determinadas, e os coeficientes de variagcao intra e inter-ensaios
foram de 2,5% e 8,7%, respectivamente. O limite de deteccédo foi de 1,56

ng/mL e a diluicdo utilizada (PBS) para o fluido folicular foi de 1:10.
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Foram selecionados somente foliculos com razéo E,/P, > 1, por serem
considerados foliculos nao atrésicos [39,40]. Portanto, baseado neste critério,
dos 189 foliculos dissecados foram utilizados somente 26 (13,7%).

2.5.3. Transcri¢do reversa e reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

ApoOs a extracdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNAse
I® (Invitrogen), para evitar a interferéncia de DNA gendmico nas anélises de
expressao génica . A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se 1 pg de
RNA pelo protocolo SuperScript I1I1® (Invitrogen).

A expressdo génica das isoformas do LHR-B (regido compreendida
entre os éxons 9 e 11) foi avaliada por RT-PCR semi-quantitativo utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores que abrangeram as isoformas M1 (forma
completa ou “full lenght”), M2 (delecdo do éxon 10), M3 (delecdo parcial do
exon 11) e M4 (delecdo do éxon 10 e parcial do éxon 11) de acordo com
Nogueira et al. [35]. O iniciador “sense” foi posicionado no éxon 9 (5'-
AAACTTGCCAACAAACGA-3) e o0 “anti-sense” no éxon 11 que codifica o
dominio intracelular (5’ ATAGCAAGTCTTGTCCAGGA-3).

Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores para 0 gene constitutivo
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) descritos por Buratini et al.
[41]. A PCR foi realizada com 0,5 puL de cDNA no PCR “mastermix” contendo
1,25 U de Platihum Tag DNA polimerase® (Invitrogen), 0,4 pM de
oligonucleotideos iniciadores para LHR, 0,16 pM de oligonucleotideos
iniciadores para GAPDH, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, e agua para
completar o volume total de 25 pL.

Para avaliar a expressdo do mRNA para LHR nas células da teca e da

granulosa, as amostras foram desnaturadas por 3 minutos a 95 T, seguidas
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por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 € por 1 minuto, anelamento a 60 C por 1
minuto e extensdo a 70 T por 1 minuto. Para o GAPD H, a PCR foi realizada
com 24 ciclos de desnaturacdo a 94 € por 45 segund os, anelamento a 60 T
por 45 segundos e extensdo a 70 T por 1 minuto. Os ciclos foram adaptados
de acordo com Nogueira et al. [35].

Todas as reacdes de PCR foram realizadas com controles positivos
(RNA de “pools” de células da teca) e negativos (agua). Os produtos da PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, corados com
GelRed® (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium, USA) e as bandas especificas foram
quantificadas por desitometria (Image Gauge®, Fuji Photo Film Co., Ltd, Tokyo,
Japao).

Contaminacdo cruzada das células da teca e da granulosa foram
testadas por PCR em todas as amostras pela deteccdo do mRNA das enzimas
citocromo P450 aromatase (CYP19Al) para as células da teca e 170-
hidroxilase (CYP17Al1l) para as células da granulosa, como previamente
descrito [41]. A presenca de amplicons CYP19A1 nas amostras de células da
teca ou CYP17A1 nas amostras de células da granulosa indicou contaminacéo
cruzada e estas amostras foram descartadas.

Do total de 26 foliculos com razdo E,/P, > 1, trés apresentaram
contaminacéo de células da granulosa nas células da teca, obtendo-se, desta
maneira, 23 amostras de RNA para as células da teca. Nas células da
granulosa, quatro foliculos ndo apresentaram bandas com expressao
nitidamente identificaveis e em nove foram observadas contaminacfes com
células da teca. Portanto, restaram 13 amostras de RNA para LHR nas células

da granulosa.
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Desta forma, levando-se em consideracdo o diametro folicular, razdo
E./P4, bandas ndo nitidamente identificaveis e os testes de contaminacao, os
foliculos foram distribuidos nos seguintes grupos: Grupo A (n=7), Grupo B
(n=8) e Grupo C (n=8) nas células da teca e Grupo A (n=5), Grupo B (n=4) e
Grupo C (n=4) nas células da granulosa.

2.6. Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos 1 e 2 foram analisados pelo Teste Exato
de Fisher (PROC FREQ) e por Regressao Logistica (PROC GENMOD)
respectivamente, utilizando o programa Statistical Analysis System [42]. Para
analisar a expressdao g@énica da somatéria das isoformas do LHR
(M1+M2+M3+M4) nas células da teca e da granulosa, bem como cada
isoforma do LHR nas células da teca entre os grupos A, B e C foi realizada
Andlise de Variancia (ANOVA) nao paramétrica (Kruskal-Wallis) e quando
houve diferenga significativa foi realizado o teste a posteriori de Dunn. Para
analisar a expressao das isoformas do LHR nas células da granulosa entre os
grupos A, B e C foi realizada Analise de Variancia (ANOVA) paramétrica (One
way). A relacdo entre a expressdo das isoformas do LHR nas células da
granulosa e o diametro folicular foi determinada pela Correlacédo de Pearson,
incluindo como co-variavel a razdo E,/P4. A andlise da relacdo entre taxa de
ovulacdo e a expressdo génica das isoformas do LHR foi realizada mediante
estatistica descritiva. Os testes de Analise de Variancia e Correlacdo de

Pearson foram realizados utilizando-se o SigmaStat [43].
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3. Resultados

3.1. Experimento 1

As taxas de ovulacdo nos grupos 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 mg encontram-

se sumariadas na figura 2. Houve diferenca significativa entre o grupo 1,56 mg

e os demais (p<0,02).
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Figura 2.

* p<0,02

1,56 3.12 6.25 12,5
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Dosede LH (mqg)

Taxa de ovulagcéo de acordo com a dose de LH utilizada em vacas

com foliculos de 10 a 11 mm de diametro.

3.2. Experimento 2

As taxas de ovulacdo nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foram 0 (0/11),

20 (2/10),

36 (4/11), 36 (4/11) e 90% (9/10), respectivamente. Houve diferenca

significativa entre G5 e os demais grupos (p<0,01; figura 3).
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Figura 3. Taxa de ovulacdo em vacas com foliculos de 7,0 a 7,5 mm (G1); 7,6
a 8,0 mm (G2); 8,1 a 8,5 mm (G3); 8,6 a 9,0 mm (G4) e 9,1 a 10,0

mm (G5) tratados com 6,25 mg de LH.

Ao associar-se o grupo G1 com G2 (7,0 a 8,0 mm) e G3 com G4 (8,1 a
9,0 mm) para comparar diametros foliculares com intervalos de 1,0 mm,
obteve-se as seguintes taxas de ovulagdo: 9 (2/21) e 36% (8/22),
respectivamente. Foram observadas diferencas significativas ao comparar-se
G1+G2 vs G5 (p<0,01), G3+G4 vs G5 (p<0,02) e G1+G2 vs G3+G4 (p<0,03;

figura 4).
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Figura 4. Taxa de ovulagdo em vacas com foliculos de 7,0 a 8,0 mm (G1+G2);
8,1 a 9,0 mm (G3+G4) e 9,1 a 10,0 mm (G5) tratados com 6,25 mg

de LH.

3.3. Experimento 3

Nas células da teca, ndo houve diferenca significativa (p>0,9) na
expressao génica da somatoria (valores em mediana) das isoformas do LHR
(isoformas de mMRNA LHR/mRNA GAPDH) nos Grupos A (64,71), B (62,00) e C
(72,83), respectivamente. Entretanto, nas células da granulosa houve diferenca
entre os Grupos A e C (p<0,05), observando-se aumento na expressao génica
da somatodria (valores em mediana) das isoformas do LHR nas células da
granulosa de acordo com o aumento no diametro folicular (Figura 5 e Tabela

1).
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Figura 5. Expressao génica (valores em mediana) da somatéria das isoformas
do LHR (M1+M2+M3+M4; isoformas de mMRNA LHR/mRNA GAPDH)
nas células da granulosa de foliculos com 8,0 a 9,0 mm (Grupo A);

9,1 a 10,0 mm (Grupo B) e 10,1 a 11,0 mm (Grupo C).

N&o foi observada diferenca significativa quando se comparou a
expressdo génica de cada isoforma (M1, M2, M3 e M4) das células da teca e
da granulosa entre os grupos A, B e C (Figura 6; Anexo 1 e 2). Entretanto,
guando se avaliou a expressdo génica das isoformas do LHR nas células da
granulosa de acordo com o didametro individual de cada foliculo (n=13), sem

considerar o grupo experimental, foi observada correlacdo positiva entre o
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aumento das isoformas M4 (r= 0,635; p=0,02) e M3 (r= 0,541; p=0,056) com o

aumento no diametro folicular.
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Figura 6. Expressdo génica das isoformas do LHR (M1[1] , M2 lll, M3l e
M4 # ) nas células da granulosa (MédiatEPM; mRNA LHR/mRNA
GAPDH) em foliculos com 8,0 a 9,0 mm (Grupo A); 9,1 a 10,0 mm

(Grupo B) e 10,1 a 11,0 mm (Grupo C).

Para avaliar a relacdo entre as taxas de ovulac&o obtidas no experimento
2 (escala de 1,0 mm) com a expressao génica da somatoéria das isoformas do
LHR (M1+M2+M3+M4) ou com a expressao individual de cada isoforma (M1,
M2, M3 e M4) observada no experimento 3 (nas células da teca e da
granulosa), foram comparados o0s seguintes grupos: G1+G2 vs Grupo A,

G3+G4 vs Grupo B e G5 vs Grupo C. Houve relagcédo entre a expresséo génica
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da somatoria das isoformas do LHR nas células da granulosa (Grupos A, B e
C) e as taxas de ovulacdo observadas no experimento 2 (Grupos G1+G2,

G3+G4 e Gb), respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Diametro folicular mensurado com ultrassom (Experimento 2) ou
paquimetro (Experimento 3), taxa de ovulacdo (Experimento 2) e
expressao génica da somatodria (valores em mediana) das isoformas
do LHR (M1+M2+M3+M4; mRNA LHR/mMRNA GAPDH) nas células

da granulosa (Experimento 3).

Diametro Folicular (mm) +

) Taxa de
Ultrassom Paquimetro MRNA LHR/mRNA GAPDH
Ovulacao (%)
(Exp. 2) (Exp. 3) (Exp. 2) (Exp. 3)
7,0-8,0 8,0-9,0 9,02 16,52
8,1-9,0 9,1-10,0 36,0° 21,0%
9,1-10,0 10,1-11,0 90,0°¢ 37,6°

abc | etras diferentes na mesma coluna (p<0,05)
+ Foliculos mensurados com paquimetro sdo em média 1,0 mm maiores do que 0s
determinados por meio de ultrassonografia. Portanto, o didmetro dos foliculos do
Experimento 3 corresponde aos do Experimento 2.
4. Discusséo

No presente estudo, foi confirmada a hipétese de que com 0 aumento no
diametro folicular ocorre aumento na taxa de ovulacdo e maior expressao
génica da somatodria das isoformas do LHR (M1+M2+M3+M4) nas células da

granulosa de foliculos provenientes de vacas aneloradas, enquanto que nas

células da teca o perfil de expressao génica nao foi alterado.
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No experimento 1, foi verificado que a dose de 1,56 mg nao induziu
ovulacdo em nenhum foliculo com diametro entre 10,0 e 11,0 mm. Desta forma,
a dose minima de LH capaz de induzir ovulacdo em 80% dos animais foi 3,12
mg e ao aumentar-se a dose de LH (6,25 e 12,5 mg) a taxa de ovulacao
manteve-se em 80%. Sartori et al. [37] observaram baixa taxa de ovulacao (7,7
e 17%) quando administraram 4 mg de LH em vacas HPB com foliculos de
10,0 e 11,0 mm de diametro respectivamente. Desta maneira, ao comparar-se
doses semelhantes de LH (3,12 vs 4,0 mg) em animais com foliculos
dominantes entre 10,0 e 11,0 mm observou-se ovulacdo em 80% nas vacas
Nelore (presente trabalho) e apenas 10,5% (2/19) nas HPB [37], indicando
desta maneira que a taxa de ovulacdo pode ser diferente de acordo com a
espécie bovina (indicus vs taurus).

De acordo com Ereno [28] foliculos mensurados com paquimetro sdo em
média 1,0 mm maiores que os determinados por ultrassonografia. Portanto,
foliculos com 10,0 a 11,0 mm no exame ultrassonografico (Experimento 1)
correspondem a foliculos com 11,0 a 12,0 mm de diametro quando
mensurados com paquimetro. No presente estudo, foliculos acima de 10,0 mm
de diametro (mensurados com paquimetro) apresentaram alta expressao
génica da somatdria das isoformas do LHR nas células da granulosa
(Experimento 3), indicando que a elevada taxa de ovulacéo (80%) mesmo com
dose reduzida de LH (3,12 mg) esta relacionada a uma elevada expressdo
génica da somatéria das isoformas do LHR nas células da granulosa em
foliculos com mais de 10,0 mm de diametro na raca Nelore.

No experimento 2, apés a administracdo de 6,25 mg de LH, observou-se

aumento na taxa de ovulacédo (9, 36 e 90%) de acordo com o0 aumento no
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diametro folicular (7,0 a 8,0; 8,1 a 9,0 e 9,1 a 10,0 mm, respectivamente). Estes
resultados corroboram os de Gimenes et al. [29] que avaliaram a capacidade
ovulatoria de novilhas zebuinas de acordo com o diametro folicular (7,0 a 8,4;
8,5 a 10,0 e acima de 10,0 mm) e, ap6s administracdo de 25 mg de LH,
observaram taxas de ovulacdo de 33, 80 e 90%, respectivamente. Por outro
lado, discordam daqueles relatados por Sartori et al. [37] que avaliaram a
capacidade ovulatéria de foliculos com 7,0; 8,5 e 10,0 mm em vacas HPB
tratadas com 40 mg de LH e observaram taxas de ovulacao de 0 (0/9); 0 (0/9) e
80% (8/10), respectivamente. Os dados acima indicam que 0s zebuinos
adquirem capacidade ovulatoria com foliculos menores do que os relatados
para a raca HPB. No entanto, Martinez et al. [44], observaram em novilhas
mesticas taurinas (Charolés x Simental) taxas de ovulacdo de 0, 50, 100 e
100%, em foliculos com 7, 8, 9 e 10 mm, respectivamente.

Similar a capacidade ovulatoria, o desvio folicular ocorre em foliculos
menores para racas zebuinas (6,0 mm; [27-30]) quando comparado a raca
HPB (8,5 mm; [23,25,26]) e a aquisicdo de LHR nas células da granulosa, é
detectada em foliculos com diametro inferior (a partir de 7,0 mm) em zebuinos
[28,35] quando comparado a raca HPB, que se inicia a partir de 8,0 mm [31] ou
apos o desvio folicular [33].

Ao analisar os resultados do presente experimento considerando-se a
taxa de ovulacao de foliculos com 7,0 a 10,0 mm de diametro, verifica-se que a
mesma foi menor (35,8% 19/53) do que a relatada por Gimenes et al. [29]
(57,8%, 11/19). Esta diferenca na taxa de ovulacdo pode ser explicada pela
menor dose de LH utilizada no experimento 2 (6,25 mg), quando comparada a

administrada por Gimenes et al. [29] (25 mg), uma vez que Sartori et al. [37]
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observaram aumento na taxa de ovulacdo (7,7; 69,2 e 80%), de foliculos com
10,0 mm de diametro, a medida em que incrementaram a dose de LH (4, 24 e
40 mg, respectivamente).

No experimento 3, ndo houve relacdo entre diametro folicular e
expressao génica das isoformas do LHR nas células da teca. Estes dados
estdo de acordo com aqueles publicados por Evans & Fortune [45] e Nogueira
et al. [35], e diferem dos relatados por Xu et al. [36] e Bao et al. [32]. Com
relacdo as células da granulosa, 0 aumento da expressao génica das isoformas
do LHR coincidiu com o aumento do diametro folicular, corroborando resultados
previamente publicados [31,32,35,36,46] e contrariando os dados de
Bodensteiner et al. [47]. Estes resultados contraditorios podem ser explicados,
ao menos em parte, pela diferentes técnicas (RT-PCR semi-quantitativo,
hibridizacao in situ, radioreceptor e RT-PCR quantitativo) e “primers” utilizados
na determinacéo da expresséo do LHR, os quais podem influenciar a obtencéo
e interpretacao dos resultados.

Outro aspecto a ser considerado € o fato de que nos trabalhos em que
foram utilizados ovarios de abatedouros ([31,35] e experimento 3 do presente
trabalho) n&o é possivel determinar se os foliculos se encontravam em fase
inicial de crescimento ou de atresia (mesmo em foliculos com a razdo E,/P,
superior a 1), uma vez que genes particularmente sensiveis a apoptose nas
células da granulosa, como o da aromatase e do LHR [48], poderiam ter a sua
transcricdo terminada antes que mudancas relevantes do estradiol, no fluido
folicular, fossem detectadas. Sendo assim, poderia haver reducdo na
expressao génica do LHR nas células da granulosa antes mesmo que a razao

E./P,fosse negativa.



76

Apesar das limitagbes acima descritas, Nogueira et al. [35] e Ereno [28],
ao utilizarem a mesma técnica (RT-PCR semi-quantitativo) e 0 mesmo “primer”,
porém com foliculos provenientes de abatedouro ou de vacas cujo
desenvolvimento folicular foi acompanhado por meio de ultrassonografia,
respectivamente, obtiveram o mesmo resultado, ou seja, constataram que a
expressdo génica do LHR nas células da granulosa em animais zebuinos
ocorreu a partir de foliculos com 7,0 mm de diametro.

No presente estudo, houve correlacdo positiva entre o aumento das
isoformas M4 (delecdo do éxon 10 e parte do éxon 11) e M3 (delecdo de parte
do éxon 11) e aumento no diametro folicular. Até o momento ndo é totalmente
conhecida a funcéo destas isoformas, entretanto os transcritos alternativos com
delecdo do éxon 11 traduziram um receptor truncado pela introducdo de um
codon de parada precoce [49,50]. Esse LHR truncado néo é transportado até a
superficie celular, ficando aprisionado no citoplasma, apesar de conservar sua
capacidade de ligacdo. Nesta condicdo, o LH né&o ativa a proteina G, portanto,
seria um transcrito afuncional [49]. Entretanto, hipéteses de cooperacdo de
dimeros, trimeros ou oligbmeros de receptores, na obtencédo de funcionalidade
de receptores acoplados a proteina G (mediando o transporte e
posicionamento da isoforma incompleta ou o controle da biodisponibilidade do
ligante), poderiam incluir uma funcéo para as isoformas truncadas [50-53].

E importante notar que apesar da expressio génica do LHR nas células
da granulosa ter sido relacionada a capacidade ovulatéria, ndo foi determinado
no presente estudo a traducdo deste mRNA em proteina, ou seja, a

quantificacdo do receptor presente nas células da granulosa. Portanto, novos
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estudos sdo necessarios para determinar a correlacdo entre a capacidade
ovulatoria e a presenca do receptor de LH nas células da granulosa.

Em resumo, observou-se que a dose minima de LH capaz de induzir
ovulacdo em vacas com foliculos de 10 a 11 mm foi 3,12 mg. Embora o
diametro do menor foliculo capaz de ovular apos a administracdo de 6,25 mg
de LH foi de 7,65 mm, taxas elevadas de ovulacdo (90%) foram observadas
apenas em foliculos com diametro superior a 9,0 mm. Houve aumento na
expressao génica da somatoria das isoformas do LHR nas células da granulosa
de acordo com o aumento no diametro folicular, entretanto nas células da teca
o perfil de expressao génica nao foi alterado. Foi observada correlacao positiva
entre o aumento da expressdo das isoformas M3 e M4 nas células da
granulosa com o aumento no diametro folicular. Conclui-se que em fémeas
zebuinas a capacidade ovulatoria esta relacionada com o aumento do diametro
folicular e consequente aumento na expressao génica da somatéria das

isoformas do LHR nas células da granulosa.
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ANEXO 1

NUmero da amostra, grupo experimental, diametro folicular (mm), razdo E,/P, e
expressao génica das isoformas do LHR (isoformas de mRNA LHR/mRNA
GAPDH) nas células da teca (Experimento 3).

MRNA LHR/mRNA GAPDH
Amostra  Grupo Di?rg‘rfl;m E/P. M1 M2 M3 M4
168 1 8,2 10,80 726,65 278,81 557,22 171,19
90 1 8,7 1,69 6431 2942 4726 17,93
214 1 9 11,02 6000 39,70 9958 67,86
220 1 8 365 2439 1518 29,47 12,35
227 1 8 161 51,65 6870 90,70 8546
228 1 8,5 500 6511 29,85 6242 32,99
238 1 8,5 277 362,01 14621 520,93 149,82
199 2 9,5 351 64,07 39,14 51,04 23,02
203 2 9,5 1,04 33939 321,76 429,75 299,17
82 2 10 123 1874 1548 10,99 14,90
160 2 9,5 520 5525 40,49 4832 23,56
179 2 9,8 6,91 712,36 32391 50825 320,86
208 2 10 126 99,14 6474 12231 32,49
211 2 9,5 1,69 391,72 7581 336,16 59,93
222 2 10 1,02 5510 5239 121,01 34,30
198 3 10,2 267 211,01 7433 270,09 89,09
86 3 11 352 3286 845 2883 21,35
159 3 11 2381 30824 230,69 394,50 407,79
205 3 11 1,02 27,99 17,00 3594 26,48
63 3 10,5 376 9435 4074 221,12 154,56
143 3 10,5 1,72 32459 61,10 33023 21267
213 3 10,2 117 217,08 71,35 17599 31,28
205 3 11 319 30,98 2050 59,66 41,44




86

ANEXO 2

Numero da amostra, grupo experimental, diametro folicular (mm), razéo E,/P,4 e
expressao génica das isoformas do LHR (isoformas de mRNA LHR/MRNA
GAPDH) nas células da granulosa (Experimento 3).

MRNA LHR/mRNA GAPDH
Amostra  Grupo Diametro (mm) E./P, M1 M2 M3 M4
168 1 8,2 19,8 15,34 9,47 7,09 5,79
90 1 8,7 1,69 90,16 37,82 81,00 17,67
214 1 9 11,02 29,85 20,03 27,25 22,88
228 1 8,5 5,9 59,06 15,28 31,13 12,30
238 1 8,5 2,77 5,21 3,19 2,91 0,72
203 2 9,5 1,04 47,93 7,97 41,16 6,66
82 2 10 1,23 22,06 17,48 17,21 10,73
160 2 9,5 5,2 26,08 0,65 57,07 35,66
179 2 9,8 6,91 19,86 12,80 42,39 23,49
86 3 11 3,52 143,34 34,70 122,35 27,08
143 3 10,5 1,72 81,90 56,47 68,04 40,59
213 3 10,2 1,17 62,17 23,71 67,95 19,40

225 3 11 3,19 10,74 10,09 31,38 28,56
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