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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



INTRODUCAO

Diversos trabalhos tém relacionado menor taxa de prenhez na IATF em bovinos de
corte (Bos indicus) a efeitos negativos de altas concentragdes de progesterona durante
protocolos de sincronizagdo da ovulagao (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Meneguetti
et al., 2009). Foi proposto que alta concentracao de progesterona diminui a frequéncia
dos pulsos de LH, limitando o desenvolvimento do foliculo dominante (Bos taurus - Pfeifer
et al., 2009; Bos indicus - Cipriano et al., 2011), o que resulta em foliculos de menor
didmetro na IATF (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009), e com menor concentragcado de
estradiol pré IA e de progesterona apés a IATF (Peres et al., 2009; Vasconcelos et al.,
2001).

A administragao de estradiol exdgeno tem aumentado a fertilidade em novilhas na
IATF (Sa Filho et al., 2011). Diversos trabalhos demonstraram que maior concentracéo de
estradiol antes da IATF aumenta a taxa de prenhez em vacas de corte (Perry et al., 2007;
Perry et al., 2005; Sa Filho et al., 2010). A reducido das concentracbes de progesterona
durante o protocolo (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Utt et al., 2003), o aumento da
duragao do tratamento com progestinas (Utt et al., 2003), e o aumento do intervalo de
proestro (Bridges et al., 2008; Bridges et al., 2010), também tém sido sugeridos como

estratégias para melhorar a prenhez.

A aplicacdo de dispositivos intravaginais de progesterona (CIDR®) previamente
utilizados tem resultado em aumento no didmetro folicular e consequentemente melhor
taxa de prenhez (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Meneguetti et al., 2009). Dados de
nosso laboratério (Martins et al., 2014), mostraram que novilhas tratadas com CIDR de
primeiro uso (CIDR1) apresentaram foliculos de menor didmetro quando comparadas a
novilhas tratadas com CIDR previamente utilizado durante 18 dias (CIDR3). Novilhas que
receberam CIDR de 1° uso tiveram menor didmetro folicular, provavelmente pelo efeito da
progesterona diminuindo a pulsatilidade de LH ou através da diminuicdo da expressao de

receptores de LH e outros genes relacionados ao desenvolvimento folicular.

Luo et al. (2011) verificaram que em animais tratados com antagonista de GnRH
(GnRHa) houve supressao da pulsatilidade de LH e menor expressao de receptores de

LH (LHR) e outros genes relacionados com a selegdo e dominancia folicular em células



da granulosa. Nossa hipotese é que a alta progesterona afeta negativamente a
expressdao de RNAm do receptor de LH e enzimas esteroidogénicas nas células da
granulosa. Sugerimos que em animais com baixa concentracdo de progesterona ocorre
maior expressdao de receptores de LH e enzimas esteroidogénicas nas células da
granulosa, com maior produgdo de estradiol, importantes para o desenvolvimento

folicular.

1. LITERATURA

1.1.  Progesterona em Protocolos de IATF

Relatos anteriores tém associado altas concentragdes circulantes de progesterona
durante protocolos de sincronizagcdo de ovulagcdo com menores taxas de prenhez na IATF
em novilhas puberes e vacas Nelore (Sa Filho et al., 2009; Dias et al., 2009). Altas
concentracdes de progesterona resultam na reducdo da frequéncia de pulsos de LH, o
que diminui o desenvolvimento do foliculo dominante (Bos taurus: Kinder et al., 1996;
Kojima et al., 2003), e didmetro do foliculo no momento da IATF (Bos indicus: Dias et al.,
2009; Peres et al., 2009), comprometendo a fertilidade (Bos indicus: Sa Filho et al., 2010;
Bos taurus: Perry et al., 2005; Perry et al., 2007).

Alternativas para aumentar o apoio gonadotropico aos foliculos dominantes antes da
IATF podem aumentar a fertilidade em bovinos de corte submetidos a protocolo de IATF
(Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Meneghetti et al., 2009). Estas alternativas incluem a
reducdo na circulacdo de concentragdo de P4 por administragcdo de um dispositivo de
liberagao controlada de progesterona (CIDR) anteriormente utilizado por 18 dias (Dias et
al., 2009; Peres et al., 2009), estimulagédo de liberagdo de gonadotropinas enddgena
através do tratamento com prostaglandinas (PGF) 2 dias antes da retirada do CIDR
(Peres et al., 2009; Meneghetti et al., 2009) e administracdo de gonadotropina exdgena
(Baruselli et al., 2004; Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Sa Filho et al., 2010).

CIDR inicialmente contendo 1,9 g de P4 foi usado com sucesso em protocolos de
sincronizagdo de estro por até quatro vezes. Estudos anteriores com novilhas Nelore
demonstraram concentragdes séricas de P4 mais baixas (Dias et al., 2009; Meneghetti et

al., 2009; Peres et al., 2009), e maiores taxas de prenhez apds a sincronizacdo com um



CIDR previamente utilizado por 18 dias (Dias et al., 2009) em comparagcdo com o
protocolo com um CIDR novo. Um aumento na taxa de concepgao foi associado com o
aumento das concentragdes pré-ovulatorios de estradiol (E2) antes IATF, aumentando a
duracdo do proestro (Bridges et al., 2008; Bridges et al., 2010) ou a administragédo
exégena de E2 (cipionato de estradiol [ECP]) (Jinks et al., 2013). No Brasil, o ECP é
utilizado como estimulo ovulatério no momento da remocéo da progestina exdgena em
protocolos de sincronizacao da ovulacido (Sa Filho et al., 2009; Dias et al., 2009;
Meneghetti et al., 2009). Sa Filho et al. (2011) demonstraram que a administragao de ECP
no momento da remocgdo da progesterona aumentou a propor¢do de vacas Nelore
expressando estro e aumento da taxa de prenhez em comparagdo com vacas tratadas
com GnRH.

Sendo assim, reduzir as concentragdes circulantes de P4 durante a sincronizacao
de protocolos de ovulagdo e aumentar E2 pré-ovulatorio antes IATF, pode resultar em
melhorias na fertilidade. Diferentemente, maiores concentragbes circulantes de P4
reduziram o didmetro do foliculo durante o protocolo de sincronizagdo (dias 7 e 9) e
diminuiram a probabilidade de novilhas Nelore conceberem. O mecanismo possivel pelo
qual elevada concentracado sérica de P4 durante o protocolo resultou no decréscimo do
tamanho do foliculo nos dias 7 e 9 pode estar associado com uma reduzida frequéncia de
pulsos de LH (Kinder et al., 1996; Kojima et al., 2003), que afeta negativamente o

desenvolvimento do foliculo dominante (Pfeifer et al., 2009).

Estudos em Nelore demonstraram que o surgimento de uma nova onda de
crescimento folicular ocorre 3,1 (Carvalho et al., 2008) a 3,3 (Bastos et al., 2011) dias
apos o inicio de um protocolo que inclui 2 mg de benzoato de estradiol no momento da
insercao de um dispositivo de P4. O desvio folicular ocorre 2,5 (Gimenes et al., 2008) a
2,8 (Sartorelli et al., 2005) dias apds a emergéncia folicular. Foliculos dominantes em
animais Bos indicus apresentam didmetro aproximado de 5,7 (Sartorelli et al., 2005) a 6,2

mm (Gimenes et al., 2008).

O momento em que os foliculos adquirem LHR nas células da granulosa é objeto de
discussdo. Estudos em Bos taurus indicaram que a expressdo ocorre antes do desvio
folicular (Bet et al., 2001; Ginther et al., 2001; Ginther et al., 2003). Ja Xu et al. (1995) e
Bodensteiner et al. (1996) mostraram que o momento do desvio folicular coincide com

aquisicao de receptores de LH das células da granulosa. Outros estudos indicam que este



fato ocorra apos o desvio (Xu et al., 1995; Bao et al., 1997). Porém, estudos em Nelore
encontraram transcritos de LHR apenas em foliculos maiores que 7 mm de didmetro
(Nogueira et al., 2007), sendo que o desvio ocorre com aproximadamente 6 mm de
didmetro (Sartorelli et al., 2005). Sendo assim a aquisi¢do de LHR ocorreria apds o desvio
folicular. Recente trabalho em Nelore confirmou que a expressdo de RNAm do LHR

ocorreu apos o desvio do foliculo dominante (Ereno et al., 2015).

1.2.  Progesteronae o LH

Concentragbes sub-luteais de progesterona tém sido associadas com aumento na
frequéncia dos pulsos de LH (Rahe et al., 1980; Roberson et al., 1989). Maior frequéncia
de pulsos de LH parece estimular o crescimento do foliculo dominante e a secrecéo de

estradiol pelo foliculo (Stegner et al., 2004).

Pfeifer et al. (2009) mostraram que animais tratados com baixa progesterona
apresentaram maior atividade secretora de LH e correlagao positiva entre a secrecao de
LH e producdo de estradiol. Alta atividade estrogénica do foliculo dominante esta
associada a expressao de genes como a aromatase, 3p-hidroxi-esterdide desidrogenase,
e a aquisicao de receptores de LH em células da granulosa (Ireland e Roche, 1983; Xu et
al., 1995; Bao et al., 1997; Evans et al., 1997). Animais submetidos a baixa progesterona
apresentaram maior foliculo dominante no momento da remog¢ao do dispositivo de
progesterona e no momento da IA, e consequentemente um CL maior do que animais
tratados com alta progesterona (Pfeifer et al., 2009).

A concentragao de progesterona influencia os pulsos de LH e, consequentemente a
sintese de estradiol. A progesterona tem sido relatada como sendo o regulador primario
da secre¢do de LH em animais adultos (Roberson et al., 1989). Maior secregado e
pulsatilidade de LH ocorreram no grupo tratado com baixa progesterona (Pfeifer et al.,
2009).
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Fig.1 Roberson et al. (1989) — Padréo de secregcdo de LH para tratamentos com niveis de
progesterona normal (2 implantes intravaginal de progesterona), subnormal (0,5 implante
intravaginal de progesterona), e controle (Presenga de Corpo Luteo).

Tem sido proposto que a progesterona € o principal hormdénio que regula a
secrecao de LH por feedback negativo durante o ciclo estral (Hauger et al., 1977). Isto
tem implicagbes importantes ao se usar progesterona para controlar o ciclo estral e
ovulagdo em bovinos. A dose de progesterona exdgena pode ser eficaz no bloqueio do
estro e pico pré-ovulatério gonadotropico, mas insuficiente para manter as concentragdes
basais de LH durante a fase lutea do ciclo (Hansel et al., 1973). A hipo6tese de feedback

negativo da progesterona no LH foi relatado por Ireland e Roche (1983).

O aumento dos niveis de LH que ocorreu com a redugdo nas concentragdes de
progesterona foi provavelmente devido a aumento no niumero de pulsos de LH ao invés
do aumento da amplitude de cada pulso, como mostrado por Rahe et al (1980). Este perfil
esta de acordo com o observado durante a fase folicular do ciclo estral bovino. Este fato
sugere que o efeito de retroalimentagdo negativa da progesterona em LH pode ser
mediada por um efeito sobre a liberagdo de GnRH em vez de efeito direto sobre a
glandula pituitaria. Em contraste, Roberson et al. (1989) mostraram que em vacas que

receberam menor P4 o pico pré-ovulatério de LH ocorreu mais cedo.



1.3.  Antagonista de GnRH e hipotese LH - LHR

Hormoénio luteinizante (LH) é essencial ndo s6 para a ovulagao e luteinizagdo do
foliculo dominante, mas também para o crescimento normal e desenvolvimento de um
foliculo dominante competente. A ag¢ado de LH nas células da teca € uma forma importante
que o LH regula o desenvolvimento folicular. LH estimula a expressdo de enzimas
esteroidogénicas, incluindo StAR (proteina reguladora aguda esteroidogénica) e
CYP17A1 (citocromo P450 hidroxylase 17a), que sdo essenciais para a produgdo de
androgenos pelas células da teca (Magoffin et al ., 1989; lvell et al., 2000).

Luo et al. (2011) realizaram um experimento em que as vacas foram tratadas com
um antagonista do receptor de horménio libertador de gonadotrofina, Acylina, antes da
selegédo do foliculo (perto de 7,8 mm - Bos taurus), para investigar o papel do LH nas
concentracoes de RNAm durante a selecdo de um foliculo dominante. A inibicao de
pulsos de LH pela Acylina suprimiu a expressao do RNAm do LHR em células da
granulosa durante a selegao do foliculo dominante, sugerindo assim que o LH promoveria
a expressao dos seus proprios receptores in vivo. Esta concluséo é suportada por estudos
in vitro em que o tratamento de LH aumentou o nimero de receptores de LH em células
da granulosa de rato (Jia & Hsueh, 1984), mas nao é consistente com um estudo
(Hampton et al., 2004) que mostrou nenhum efeito da adigdo de pulsos de LH sobre a
expressao de RNAm do LHR em células da granulosa. Hampton et al. (2004) sugeriram
que o LH em niveis basais seria suficiente para adequado suporte a producéo de estradiol
pelas células da granulosa que por sua vez seria capaz de induzir expressao de LHR. O
LH estimulou a expressao de P450c17 nas células da teca, produgdo de androgenos e
estradiol.

Apenas ligeiras alteragbes no LHR em células da teca foram observadas apés o
tratamento com Acylina, sugerindo que o LH nao esta envolvido na regulagcado deste gene
nas células da teca perto do momento da selecao do foliculo. Em conclusao para Luo et
al. (2011), durante a selecdo de um unico foliculo dominante, pulsos de LH sao
necessarios para a manutencdo das enzimas esteroidogénicas da teca para produzir
substratos de andrégenos para a aromatase em células da granulosa. Indugao de LHR
em células da granulosa no futuro foliculo dominante ocorre proximo a selecao folicular,
com esta indugao sendo dependente do LH. O mecanismo pelo qual ocorre a indugao de

LHR continua nao inteiramente compreendido, podendo ser o LH estimulando a



expressao do LHR (Jia e Hsueh, 1984); estradiol sendo o responsavel pela expressao do
LHR (lkeda et al., 2008) ou ainda efeito do LH nas células da teca através da expressao
de P450c¢c17, com produgdo de androgenos convertidos pela aromatase em estradiol e

expressao do LHR nas células da granulosa.

1.4.  Desenvolvimento folicular e Expressiao génica

O desenvolvimento folicular ovariano em bovinos é caracterizado por ondas de
crescimento durante o ciclo estral. Cada onda de crescimento folicular € caracterizada
por recrutamento de um grupo de foliculos. Um foliculo é selecionado para o crescimento
continuado e se torna dominante. Se ocorrer a lutedlise durante a fase de crescimento do
foliculo dominante, ocorre a maturacgao final e ovulagdo. Se a lutedlise ndo ocorre durante
a fase de crescimento dos foliculos, o destino é a atresia.

Mudancas na expressdo de RNAm para os receptores de gonadotrofinas (FSHR e
LHR), enzimas esteroidogénicas (P450scc, P450c17, P450arom e 33-HSD), e fatores de
crescimento (IGF-I e Il) e as suas proteinas de ligagdo (IGFBP) tém sido associados com
diferentes estagios de crescimento folicular e atresia. Em geral, a expressdo de RNAm
para os receptores de gonadotrofinas, enzimas esteroidogénicas e Proteina Reguladora
Aguda da Esteroidogénese (StAR) aumentam com o desenvolvimento folicular
progressivo e € maior quando foliculos dominantes aproximam do tamanho maximo.

A expressdo de RNAm diminui rapidamente e torna-se baixa ou indetectavel em
foliculos atrésicos. O IGF-I (células da granulosa) e IGF-Il (células da teca) sao
aumentados, enquanto que o IGFBP-2 (células granulosa) é reduzido, em foliculos
dominantes. Recrutamento de um grupo de foliculos esta associado com o inicio da
expressao de RNAm para P450scc e P450arom em células da granulosa. Selegédo de
foliculos dominantes esta associado com expressao de RNAm para LHR e 33-HSD em
células da granulosa (Xu et al., 1995; Bao et al., 1997b,c) porém Nogueira et al. (2007)
relataram que a expressdo de LHR ocorreria apdés o desvio folicular em animais Bos
indicus. Assim, mudancas na expressao génica provavelmente sdo importantes para
recrutamento, selecdo, dominancia e atresia de foliculos ovarianos (Bao & Garverick,
1998).



1.5. Modelo “Duas células, dois hormonios”

A sintese de estradiol ocorre no foliculo ovariano através de um modelo bem
estabelecido de "duas células, duas gonadotrofinas" (Fortune, 1986; Hillier et al., 1994;
Drummond, 2006). Em resposta ao LH, andrégenos sao sintetizados pelas células da
teca e transportados através da membrana basal para as células da granulosa, onde eles
sdo aromatizados em estrogénios sob a influéncia do FSH. Na fase folicular ocorre
aumento da amplitude e frequéncia dos pulsos de LH para a produgdo de estradiol
estimulando o comportamento estral e induzindo o pico pré-ovulatério de LH (Forde et al.,
2011). O pico de LH desencadeia a transformacéo de células da granulosa e da teca em
células lutea grandes e pequenas, respectivamente (Drummond, 2006). Inicia-se a
formagdo de um corpo luteo funcional (CL) capaz de secretar alta progesterona.
Associando-se a producdo de estradiol pelo foliculo pré-ovulatério e as concentragdes de
progesterona apdés a ovulagdo, vacas com baixo estradiol em circulagdo no periodo
periestro podem ter concentragdes mais baixas de progesterona posteriormente levando a
maiores taxas de mortalidade embrionaria (Perry et al., 2005; Starbuck et al., 2000;
Pereira et al., 2015).

LH — Cholesterol Theca Cell
Pregnenclone ——  Progesierone
|
17-hydroxy- 17-hydroxy-
pregnenolons progesterone

Dehydroepiandrosterone —s Androstenedione

Androstenediol —  Testosterone
Vi A %

\

FSH —

Fig. 2 — Biosintese de esteroide pelo ovario. Nas células da teca, sob influencia do LH, colesterol (que foi
transportado para a mitocondria pela StAR) é convertido em pregnenolona (pela P450scc) que é metabolizada em
progesterona (pela 3p-HSD) e em uma série de substratos que culminam com a produgéo de andrégenos. O modelo “2
células, 2 hormdnios” estabelece que estes andrégenos produzidos pela teca sdo transportados para as células da

granulosa que os convertem em estradiol (pela P450aromatase) (Drummond., 2006).
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Embora a atividade da aromatase esteja presente em pequenos foliculos antrais, a
producao de estrogénio nesta fase do desenvolvimento é limitada por incapacidade de
produzir substrato para a aromatizacdo de androgénio em estrogénio (Carson et al.,
1981). Portanto, o desenvolvimento para além do estagio antral é caracterizado pelo
aumento da atividade da aromatase que culmina na producéo de estrogénio folicular. O
foliculo pré-ovulatério tem os maiores niveis de estradiol intrafolicular, principalmente
devido ao tamanho da populagdo de células da granulosa e a sua capacidade para a
aromatizacao e consequente producgao de estradiol (Hillier, 1981; McNatty, 1982).

Fortune (1986) sugeriu que as células da teca utilizam pregnenolona proveniente
das células da granulosa para produzir androstenediona, € de que a testosterona
proveniente da teca aumenta a capacidade de células da granulosa em fazer
pregnenolona. Este modelo postula assim duas interagdes entre as células da teca e da
granulosa, além da conversao de androgénio tecal em estradiol pelas células granulosas,
interferéncia da testosterona na producdo de pregnenolona pelas células da granulosa
que é utilizada pela teca na produgdo de androstenediona. Fortune, (1986) mostrou que
concentracdoes de estradiol semelhantes as encontradas em foliculos pré-ovulatérios,
antes do pico de LH diminuiram a secre¢ao de progesterona in vitro pelas células da teca
e da granulosa. Por isso, pareceu possivel que a inibicado da secre¢ao de progesterona
pode resultar em um aumento na secre¢cao de pregnenolona, e que a capacidade para
produzir pregnenolona pode ser muito maior na presenca de altas concentracbes de
estradiol do que na auséncia de estradiol.

In vivo as células da granulosa sdo uma importante fonte de pregnenolona,
precursor para a secregao de androstenediona tecal. Fortune, (1986) observou que a
concentragao de pregnenolona em fluido folicular de foliculos em proestro € duas vezes
maior que a concentragao de progesterona, sendo assim consistente com a ideia de que
as células da granulosa fornecem progestina a teca na forma de pregnenolona. Estes
resultados apoiam um potencial papel para o estradiol no aumento da producdo de
pregnenolona, sugerindo que o estradiol exerce um feedback positivo dentro do foliculo
pré-ovulatorio sobre a sua propria produgdo através da inibicdo da conversdo de
pregnenolona em progesterona por 3B-hidroxiesteréide desidrogenase (38-HSD). O
estradiol assim aumenta a producéo de androstenediona pelo teca.

Estradiol-178 ¢é sintetizado a partir da androstenediona pelo citocromo P450

aromatase, que é regulada pelo FSH e LH (Zelezink e Benyo., 1994). Produgéo folicular
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de estradiol é dependente de quantidades suficientes de produgdo de andrégeno pelas

células da teca (Zelezink e Benyo., 1994).

1.6.  Expressao de 3p-HSD e LHR

Selecao folicular é o processo pelo qual um unico foliculo é escolhido a partir de um
grupo de foliculos em crescimento para posterior desenvolvimento e ovulagao. Foliculos
selecionados sao estimulados pelo FSH e LH para estabelecer e manter o dominio
folicular (Ireland e Roche, 1983; Ireland, 1987; Gong et al., 1996). Ha relatos em animais
Bos taurus que a expressao de LHR ocorra antes do desvio folicular (Bet et al., 2001;
Ginther et al., 2001, 2003) ou apds o desvio (Xu et al., 1995; Bao et al., 1997; Fortune et
al., 2001). Ja em Bos indicus Nogueira et al. (2007) relatam a expressao de LHR apés o
desvio folicular. Nao é claro o que ocorre primeiro, a selecdo do foliculo dominante ou
expressao de LHR e 33-HSD em células da granulosa do foliculo dominante, ou se ocorre
simultaneamente. LHR e 3B-HSD sdo predominantemente detectados em um foliculo
saudavel > 8 mm de didmetro (Bos taurus) (Xu et al.,, 1995a; Bao et al., 1997b, c). A
continuacédo do crescimento do foliculo dominante é acompanhado por um aumento na
expressao de RNAm do LHR e 3B3-HSD em células da granulosa (Bao et al., 1997b, c),
que também expressam niveis mais elevados de RNAm para P450scc e P450arom.
Expressdao de RNAm 3B-HSD em células da granulosa é sempre no mesmo foliculo que
expressa LHR (Bao et al., 1997c).

O desenvolvimento de receptores de LH nas células da granulosa pode fazer os
foliculos dominantes menos dependentes de FSH. Hormonio luteinizante se torna mais
importante para o crescimento final e maturagdo dos foliculos. Foliculos dominantes
expressam maiores niveis de StAR nas células da teca (Bao et al., 1997a) e isso pode
assegurar transporte de colesterol suficiente para a mitocondria para a produgéo de
androgenos. Foliculos dominantes expressam niveis elevados de RNAm para a
aromatase, que Ihes permitem converter grandes quantidades de androgénios produzidos
pela teca interna em estradiol (Xu et al., 1995b; Bao et al., 1997b).

Depois que LHR e 3B-HSD sao detectados em células da granulosa, sua expressao
aumenta durante a fase de crescimento do foliculo dominante (Bao et al., 1997b, c). Estes
resultados indicam que as células da granulosa de foliculos dominantes sdo capazes de

converter nao sé androgeno das células da teca para mais estradiol (P450arom), mas
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também o colesterol em pregnenolona (P450scc) e a mesma em progesterona (3-HSD).
Pregnenolona e progesterona provenientes das células da granulosa de foliculos
dominantes podem ser utilizadas pelas células da teca para produzir androgenos
(Fortune, 1986; GoreLangton e Armstrong, 1994; Bao et al., 1997c.). Portanto, a
progesterona no fluido folicular de foliculos dominantes pode ser segregada a partir de
células da teca e granulosa porque ambos expressam RNAm para 33-HSD (Bao et al.,
1997¢). A proteina StAR é conhecida por regular o transporte agudo de colesterol a partir
do exterior para membrana mitocondrial interna para conversao em pregnenolona pela
P450scc (Stocco e Clark, 1996). Assim, niveis elevados de colesterol seriam necessarios
dentro da mitocéndria das células da teca para sintetizar androgénio, que é entdo
metabolizado para estradiol nas células da granulosa.

Portanto, biossintese de estradiol pelas células da granulosa pode ser agudamente
regulamentado pela producdo de andrégenos provenientes das células da teca (Badinga
et al., 1992). Expressdao de RNAm para enzimas esteroidogénicas aumenta ainda mais
em foliculos pré-ovulatorios apos regressao luteal e aumento na frequéncia dos pulsos de
LH (Tian et al., 1995).
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito da concentracdo de P4 sobre a
abundéancia de RNAm do LHR e enzimas esteroidogénicas em células da granulosa de
foliculo dominante (FD) em novilhas Nelore. Hipotetizamos que a alta progesterona
afetaria negativamente a expressdo do LHR e enzimas esteroidogénicas proporcionando
menor desenvolvimento folicular. Para tanto, 52 novilhas Nelore foram pré-sincronizadas
(D-17: 2mg BE + dispositivo intravaginal de progesterona CIDR®; D-10: 12,5mg PGF2a
Lutalyse®; D-8: 0,5 mg ECP® e retirada CIDR®). As novilhas que responderam a pre-
sincronizagao (presenga de CL) foram submetidas a ablacdo folicular e colheita de
sangue no DO e aleatoriamente distribuidas em 6 grupos: G1: Alta P4-D5 (implante de
CIDR1 (novo) no DO e abatidas apds 5 dias); G2: Baixa P4-D5 (implante de CIDR3
(previamente utilizado por 18 dias) no DO e aplicagdo de 25mg PGF2a no DO e no D1,
abate no D5); G3: Alta P4-D6 (implante de CIDR1 e abatidas apds 6 dias); G4: Baixa P4-
D6 (implante de CIDR3 no DO e aplicagao de 25mg PGF2a no DO e no D1, abate no D6);
G5: Alta P4 + PE (proestro) (implante de CIDR1 no DO, retirada do CIDR , colheita de
sangue e aplicagdo de 25mg PGF2a no D5 e abatidas no D6); G6: Baixa P4 + PE
(implante de CIDR3 no DO e aplicagao de 25mg PGF2a no DO e no D1, retirada do CIDR ,
colheita de sangue e aplicacédo de 25mg PGF2a no D5 e abatidas no D6). Os ovarios
foram retirados, o FD mensurado e dissecado para obtengao das células da granulosa. As
concentragoes plasmaticas e intrafoliculares de P4, E2 e IGF-1 livre foram mensuradas.
As comparagoes do efeito da duragéo (G1 e G2 x G3 e G4), efeito do proestro (G3 e G4 x
G5 e G6) e efeito da concentragdo de P4 e suas interagdes, sobre os niveis de RNAm do
LHR e enzimas esteroidogénicas foram realizadas por ANOVA. Células da granulosa
provenientes de FD expostos a maior concentracdo de P4 apresentaram menor
abundéancia de RNAm do LHR, 3B-HSD e aromatase (P<0,05). Em conclusdo, a alta
concentracao de P4 leva a menor expressado de LHR e 33-HSD em células da granulosa
de FD independente da duracdo do tratamento ou se submetidos ao proestro.
Progesterona interfere a concentracao folicular de estradiol, e expressao de aromatase

sendo influenciada pela duragao do tratamento e pelo proestro.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of P4 concentration on the abundance of
LHR mRNA and steroidogenic enzymes in granulosa cells of the dominant follicle (DF) in
Nellore heifers. High progesterone negatively affects the expression of LHR and
steroidogenic enzymes, providing lower follicular development. 52 Nellore heifers were
pre-synchronized (D-17: BE + 2 mg intravaginal device CIDR® progesterone; D-10: 12.5
mg PGF2a Lutalyse®; D-8: 0.5 mg ECP® and withdrawal CIDR®). Heifers who responded
to the pre-synchronization (presence of CL) underwent follicular ablation and blood
collection on DO and randomly divided into 6 groups: G1: High P4-D5 (implant CIDR1
(new) on DO and slaughtered after 5 days); G2: Low P4-D5 (implant CIDR3 (previously
used for 18 days) on DO and 25mg PGF2a in DO and D1, D5 slaughter); G3: High P4-D6
(implant CIDR1 and slaughtered after 6 days); G4: Low P4-D6 (CIDR3 implant in DO and
application of 256mg PGF2a in DO and D1, slaughter D6); G5: High P4 + PE (proestrus)
(CIDR1 implant in DO, CIDR, blood collection and application of 25mg PGF2a in D5 and
slaughtered in D6); G6: Low P4 + PE (CIDR3 implant in DO and application of 25mg
PGF2a in DO and D1, CIDR, blood collection and application of 256mg PGF2a on D5,
slaughtered on D6). The ovaries were removed, the DF measured and dissected to obtain
the granulosa cells. The plasma concentrations and intrafollicular P4, E2 and free IGF-1
were measured. Comparisons of the effect of lenght (G1 e G2 x G3 e G4), proestrus effect
(G3 e G4 x G5 e G6) and the effect of P4 and their interactions on the LHR mRNA levels
and steroidogenic enzymes were performed by ANOVA. Granulosa cells from DF exposed
to higher concentration of P4 showed lower mRNA abundance of the LHR, aromatase and
3B-HSD (P <0.05). In conclusion, the high concentration of P4 leads to lower expression of
LHR and 3B-HSD in granulosa cells independently of the duration of treatment or if
exposed to proestrus. Progesterone interferes follicular estradiol concentration, and

aromatase expression being influenced by the duration of the treatment and the proestrus.
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1. INTRODUCAO

Alta concentracao de P4 (aproximadamente 4,5 ng/ml; Cipriano et al., 2011)
compromete a pulsatilidade de LH e crescimento folicular principalmente em animais Bos
indicus, que apresentam maiores concentracoes de P4 comparados a Bos taurus
(Carvalho et al., 2008). No entanto, na presenca de concentracbes sub-luteais de P4
(aproximadamente 2,14 ng/ml; Roberson et al., 1989), a pulsatilidade de LH é elevada e o
foliculo dominante atinge maior didmetro, maior concentragcdo de estradiol (Peres et al.,
2009), resultando em um corpo luteo que secreta mais P4 (Vasconcelos et al., 2001;
Pfeifer et al., 2009).

A administragdo de estradiol exégeno tem aumentado a fertilidade em novilhas na
IATF (Sa Filho et al., 2011). Diversos trabalhos demonstraram que maior concentragéo de
estradiol antes da IATF aumenta a taxa de prenhez em vacas de corte (Perry et al., 2007;
Perry et al., 2005; Sa Filho et al., 2010). A redugédo das concentra¢des de progesterona
durante o protocolo (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Utt et al., 2003), o aumento da
duracao do tratamento com progestinas (Utt et al., 2003) e o aumento do intervalo de
proestro (Bridges et al., 2008; Bridges et al., 2010) também tém sido sugeridas como
estratégias para melhorar a prenhez.

A aplicacdo de dispositivos intravaginais de progesterona (CIDR®) previamente
utilizados tem resultado em maior didmetro folicular e consequentemente maior taxa de
prenhez (Dias et al., 2009; Peres et al., 2009; Meneguetti et al., 2009). Dados de nosso
laboratério (Martins et al., 2014) utilizando protocolo de 9 dias com progestina exdgena e
inseminacao no dia 11, mostraram que novilhas sincronizadas com CIDR de primeiro uso
(CIDR1) apresentaram no dia 7 do protocolo didmetro do foliculo dominante de 6,84 +
0,13 mm vs. 7,6 £ 0,13 mm de didmetro em novilhas tratadas com CIDR de 3° uso. No
dia 9, as médias dos foliculos foram de 8,53 + 0,40 mm CIDR1 vs. 9,62 + 0,40 mm CIDR3.
No dia 11 do protocolo, CIDR1 apresentaram média de 11,20 £ 0,40 mm vs. 11,65 + 0,11
mm CIDR3. Novilhas grupo CIDR1 apresentaram 38,3% de animais com foliculos <10,8
mm (didmetro que apresenta menor probabilidade de prenhez), enquanto novilhas CIDR3
apresentaram 26,7% dos foliculos com didmetro <10,8 mm. Novilhas que receberam
CIDR de 1° uso tiveram menor didmetro folicular, provavelmente pelo efeito da
progesterona diminuindo a pulsatilidade de LH ou através da diminuicao da expressao de

receptores de LH e outros genes relacionados ao desenvolvimento folicular.
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Luo et al., (2011) verificaram que em animais tratados com antagonista de GnRH
(GnRHa) houve supressao da pulsatilidade de LH e menor expressado de receptores de
LH (LHR) e outros genes relacionados com a selegdo e dominéancia folicular. Nossa
hipotese € que a alta progesterona afeta negativamente a expressdao de RNAm do LHR e
enzimas esteroidogénicas reguladoras do desenvolvimento folicular. Sugerimos que em
animais com menor concentragdo de progesterona ocorre maior expressao de receptores
de LH e enzimas esteroidogénicas nas células da granulosa, afetando a producgédo de

estradiol e o desenvolvimento folicular.

HIPOTESE

Alta concentracao de progesterona reduz o didmetro folicular devido a diminui¢ao da
expressao de receptores de LH e outros genes associados ao desenvolvimento folicular

em ceélulas da granulosa de novilhas da raga Nelore.

OBJETIVO GERAL

Quantificar os niveis de RNAm de LHR e enzimas esteroidogénicas (3B-HSD,
P450scc, P450aromatase, STAR) relacionados ao desenvolvimento folicular em células
da granulosa de foliculos dominantes provenientes de novilhas da raga Nelore,
submetidas a alta ou baixa concentragdo de progesterona durante o desenvolvimento

folicular, verificando o efeito da duragao do tratamento e exposicdo ou nao ao proestro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar o efeito da progesterona na expressao de RNAm do LHR e enzimas

esteroidogénicas

2- Avaliar o efeito da duracdo do tratamento (idade folicular) na expressao de

RNAm do LHR e enzimas esteroidogénicas.

3- Avaliar o efeito do proestro (exposicdo ou ndo a baixa P4 no final do
desenvolvimento folicular) na expressdo de RNAm do LHR e enzimas

esteroidogénicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em uma fazenda comercial de bovinos de corte localizada
no municipio de Santa Maria da Serra (Sao Paulo, Brasil). Os animais foram mantidos em
pasto Brachiaria brizantha, com acesso ad libitum a agua e suplementacdo mineral. Neste
estudo foram utilizadas sessenta novilhas Nelore (Bos indicus) e, ap6s duas avaliagdes
ultrassonograficas intervaladas por 12 dias, apenas novilhas que apresentaram corpo
luteo em pelo menos uma das avaliag6es foram utilizadas neste estudo (cinquenta e duas
novilhas). Os animais apresentavam entre 24 e 28 meses de idade, escore de condi¢cao
corporal variando de 2,75 a 3,25 (escala 1 = magra até 5 = obesa) (Faria et al., 2007) e

peso variando de 290 kg até 360 kg.

Todos os animais foram pré-sincronizados no dia D-17 com 2 mg de Benzoato de
Estradiol i.m (2 ml Estrogin; Farmavet, Sdo Paulo, SP, Brasil) e receberam implante
intravaginal de progesterona previamente utilizados em dois protocolos de 9 dias cada
(CIDR®—Controlled Intravaginal Drug Release, Pfizer Animal Health, Sdo Paulo, SP,
Brasil). No dia D-10 as novilhas receberam 12,5 mg i.m de dinoprost tromethamina
(PGF2a; 2.5 mL Lutalyse; Pfizer Animal Health). No dia D-8 os implantes (CIDR) foram
removidos e as novilhas receberam 0,5 mg de cipionato de estradiol i.m (0,25 ml de ECP;

Pfizer Saude Animal).

Pré sincronizacao

CIDR 0,5
BE PGF2a ECP
CIDR3 i
D-17 D-10 D-8 DO

Se
Figura 3 — Protocolo de pré-sincronizagao
O protocolo de pré-sincronizagédo foi realizado para que as novilhas estivessem
aproximadamente no dia 6 do ciclo estral no dia DO do nosso delineamento experimental.

No DO os ovarios foram avaliados através de exame ultrassonografico (aparelho Aloka

SSD-500 com transdutor transretal linear com 7.5 MHz; Aloka, Tokyo, Jap&o), foram
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avaliados para deteccdo de tecido luteal originario do protocolo de pré-sincronizagao.
Apenas novilhas que responderam ao protocolo de pré-sincronizagado, com tecido luteal (n
= 45) foram submetidas a ablac&o folicular e colheita de sangue no DO e distribuidas
aleatoriamente em seis grupos (Figuras 4 e 5). G1: Alta P4-D5 (implante de CIDR1 (novo)
no DO e abatidas no D5 com colheita de sangue e obteng¢ao dos ovarios, n = 7); G2: Baixa
P4-D5 (implante de CIDR3 (previamente utilizado durante 18 dias) no DO, 25mg de
PGF2a no DO e D1, abatidas no D5, n = 8); G3: Alta P4-D6 (implante de CIDR1 no DO e
abatidas no D6, n = 8); G4: Baixa P4-D6 (insercdo de CIDR3 no DO, 25mg de PGF2a no
DO e no D1, abatidas no D6, n = 8). G5: Alta P4 + PE (proestro) (CIDR1 no DO, retirada
do CIDR no D5 com colheita de sangue e aplicagdo de 25mg de PGF2a, abate no D6, n =
7); G6: Baixa P4 + PE (CIDR3 no DO e aplicacédo de 25mg de PGF2a no DO e D1,
remocao do CIDR no D5 com colheita de sangue e aplicacdo de 25mg de PGF2q,
abatidas no D6, n = 7).

Modelo 1 — Duracio x Progesterona

Ov
ar | Alta P4 D5
PGF2a PGF2a
25mg 25mg Ov
G2 | Baixa P4 D5 ‘
Ov
6 | Alta P4 D6 #
PGF2a PGF2a o
25mg 25mg v
G4 [ Baixa P4 D6 v‘
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
us emergéncia Desvio
% sg s
ablagdo ¢

Figura 4 — Grupos Experimentais G1 e G2 — Us: Ultrassonografia; sg: Colheita de sangue;
PGF2a: prostaglandina; Ov: obtencdo dos ovarios apds o abate (Abate no mesmo dia — Inicio do

protocolo com 1 dia de diferenca). Duracdo 5 ou 6 dias, alta ou baixa P4.
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Modelo 2 — Proestro x Progesterona

(mesma idade folicular)

Ov
3 | Alta P4 D6 ‘
PGF2a PGF2a o
25mg 25mg y
Ga | Baixa P4 D6 v‘
PGF2a
ZSmg Qv
Gs | Alta P4 + PE | l
PGF2a PGF2a PGF2a
25mg  25mg 25mg Ov
G6 [ Baixa P4 + PE ] l
Do D1 D2 D3 D4 oS DE
;JS emergéncia Desvio
. & Sg 4
ablag3o

Figura 5 — Grupos Experimentais G2 e G3 — PE : proestro; Us: Ultrassonografia; sg: Colheita
de sangue; PGF2a: prostaglandina; Ov: obtengdo dos ovarios apdés o abate (Mesma idade

Folicular). Duragao 6 dias, com ou sem proestro, alta ou baixa P4.

Todos os animais foram abatidos no mesmo dia, para isso os protocolos foram
iniciados em dois dias diferentes, sendo os grupos abatidos no D5 iniciados o protocolo
um dia apds os grupos D6 e grupos submetidos ao proestro (PE). Os ovarios foram
transportados até o laboratério em solucdo salina (0,9%) a 4 °C. O foliculo dominante de
cada ovario foi dissecado e o didmetro folicular (média entre as duas linhas
perpendiculares mensuradas na extensdo do foliculo) foi mensurado com auxilio de
paquimetro. Foi aspirado o liquido intrafolicular com o auxilio de uma agulha de insulina e
seringa de 1 ml e armazenado a -80°C . O antrum folicular foi lavado repedidas vezes
com o auxilio de solugao salina refrigerada a 4 °C e as células da granulosa obtidas apds
centrifugacao do material obtido no flush, sob rotagdo de 5000g durante um minuto. Apds
concentracao das células da granulosa, foi removida a solugéo salina e o pellet de células
da granulosa utilizados para a extragdo do RNAm. As células da teca foram retiradas com

auxilio de uma pinga e armazenadas a -80 °C, porém nao foram o alvo deste estudo.
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As amostras de células da granulosa foram colocadas em Trizol® (Invitrogen, Sao
Paulo, SP, Brasil) e homogeneizadas com Polytron (Ultraturrax®, Luzern, Suiga). O RNA
total foi extraido de acordo com o protocolo do fabricante e armazenado a -80 °C. RNA
total (1pg) derivados das células da granulosa foram incubados com DNAse |
(Invitrogen®), apds este processo foi realizada a transcricdo reversa com High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies), com 100ul de volume total por
amostra. Analise relativa de RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando Step One plus
thermo cycler com Power Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) utilizando
primers especificos para bovinos. Nés utilizamos os primers demonstrados na tabela 1.
Como genes housekeeping para as amplificagdes utilizamos primers de CYC-A e RPL-7.
O gene mais estavel foi o RPL-7 que foi utilizado nas analises e calculos de quantificacdo

relativa dos genes alvo.

Foi realizado um experimento de validagdo que demonstrou previamente que a
eficiéncia das amplificagdes alvo e a eficiéncia dos genes de referéncia (gene controle

endogeno) foram aproximadamente iguais. O método AACT foi utilizado para calcular as

diferentes amplificacbes e expressdo dos genes alvo entre cada amostra (Pfaffl et al.,
2001).

As reagdes foram realizadas com o volume total de 25 ul contendo 1ul (3.3ng de
RNA) em cada amostra e os perfis de amplificacdo de PCR em cada amostra foram: 1
ciclo a 50°C durante 2 min; 1 ciclo a 95°C durante 10 min; 40 repeticbes a 95°C durante
15 seg, 58°C durante 10 seg, 72°C durante 1 min; e curva de dissociagdo. As reacoes
foram otimizadas para permitir uma maxima eficiéncia de amplificagdo para cada gene
(>90%). Cada amostra foi analisada em ftriplicata e a especificidade de cada produto do
PCR foi determinada através da analise da curva de dissociagcéo (temperatura de melting)
e determinagao do tamanho do transcrito em gel de agarose. Cada placa foi utilizada com
15 amostras para cada gene alvo juntamente com o gene housekeeping, todos em
triplicata. Controles negativos (gotas com auséncia de cDNA) foram colocadas para correr

em cada placa com gene alvo e housekeeping.

A expressao relativa (gene alvo/RPL-7) dos genes LHR, 3beta-HSD, StAR5,
Cyp11A19 (P450 side chain cleavage), Cyp19A19 (P450 aromatase) foram calculados

com corregao para abundancia relativa comparado a uma amostra considerada com
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expressao mediana em que foi considerado valor 1 e apods isto todas as quantificacbes
foram calculadas em relacdo a esta amostra em questdo. Os calculos foram realizados
utilizando o método AACt com correcao para eficiéncia (Pfaffl, 2001; Ramakers et al.,

2003). Tabela 1 com primers dos genes alvo, sequéncia e tamanho.

Tabela 1 — Genes alvo, sequéncias e tamanho.

Tamanho

Genes Sequéncia (5' - 3')* Amplicons (bp)
STAR F: CCCCAGCTGCGTGGATTAAC 96

R: ATATGGGCCAGCTCTTGGTC
CYPI11Al F: GAGGAGGTTCTGAATGCCCG 97

R: CTCAGCGTCTCCTTGATGCT
CYP19A1 F: TCACCAAGCATCTGGACAGG 69

R: ATGAGGGTCAACACGTCCAC
HSD3B1 F: TTCCCGGATGAGCCTTCCTA 119

R: GTCACTAGGTGGCGGTTGAA
RPL7 F: AGGATGGCAAAAGCCGGT 101

R: TCGAACCTTTGGGCTCACACCA
LHCGR F: GGGAAATCAGCGTTGTCCCATTGA 132

R: GCATCCACAAGCTTCCAGATGTTACGA

Foi realizada colheita de sangue nos dias DO, D5 e D6 através da veia coccidea
utilizando tubos Vacutainer com volume de 10 ml (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) que
foram armazenados a 4°C durante 24 horas e ap6s este periodo centrifugados a 1.200 x g
durante 15 minutos. O soro sanguineo foi separado e armazenado a -20°C até a
realizacdo do Radioimunoensaio (RIA). Nos grupos Alta P4-D5 e Baixa P4-D5 foram
realizadas colheita de sangue no DO para dosagem de progesterona e no DS para
dosagem de progesterona, estradiol e IGF-1 livre. Nos grupos Alta P4-D6 e Baixa P4-D6

foram realizadas colheitas de sangue no DO para dosagem de progesterona e no D6 para
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dosagem de progesterona, estradiol e IGF-1. Nos grupos Alta P4 + PE e Baixa P4 + PE
foram realizadas colheitas de sangue no DO para dosagem de progesterona, no D5 para
dosagem de progesterona e estradiol, no D6 para dosagem de progesterona, estradiol e
IGF-1.

A dosagem de estradiol- 178 extraido do soro sanguineo foi realizado pelo método
do radioimunoensaio como descrito previamente por Kirby et al. (1997). Os coeficientes
de variagado (CV) intra e inter-ensaios para estradiol foram < 10%. A sensibilidade do
ensaio foi de 0,5 pg/ml. As concentracbes séricas de estradiol em todas as amostras

apresentaram-se dentro da curva padrao.

Concentracdo sérica de progesterona foi quantificada com o kit de
radioimunoensaio Coat-a-Count RIA kit (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
CA) como descrito previamente (Kirby et al., 1997). Os coeficientes de variagdo (CV) intra

e inter-ensaios para as analises de progesterona foram < 10%.

A concentragao sérica de IGF-1 livre foi determinada por radioimunoensaio
(Echternkamp et al., 1990) apds extracdo com etanol-acido durante 16 horas a 4 °C. Os

coeficientes de variagao intra e inter-ensaios foram < 10%.

As concentracoes intrafoliculares de progesterona, estradiol e IGF-1 livre foram
analisados utilizando os mesmos métodos utilizados para dosar esses hormodnios no soro

sanguineo.

A maturidade folicular (maduro, transicional ou atrésico) foi calculada utilizando a
razdo entre estradiol e progesterona intrafolicular (Grimes e Ireland, 1986). Apenas
foliculos com razao E2/P4 > 1 foram selecionados para as analises, baseando-se na

premissa que esta concentragao seria caracteristica de foliculos nao atrésicos.

Apoés a realizagdo dos protocolos e analises, nés excluimos nove animais das
analises finais e estatisticas. Um animal proveniente do grupo Alta P4-D5 foi excluido,
pois apresentou no dia do abate concentracdo sérica de progesterona com valor 2,74
ng/ml sendo que a média para este grupo foi de 9,10 £ 1,61 ng/ml. Dois animais do grupo
Alta P4-D6 foram excluidos, pois ndo apresentaram nenhum foliculo com didmetro maior
que 6 mm no momento do abate. Um animal do grupo Alta P4 + PE foi excluido das
analises, pois no D5 (remogdo do CIDR e aplicagdo de prostaglandina) apresentou

concentragao de progesterona 1,19 ng/ml, concentragao esta considerada baixa, sendo
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que a média para este grupo neste mesmo momento foi de 7,76 £ 1,23 ng/ml. Um animal
proveniente do grupo Baixa P4-D5 foi excluido do experimento, pois apresentou no dia do
abate concentracdo de progesterona de 9,04 ng/ml sendo que a média para este grupo foi
de 2,40 + 0,38 ng/ml. Dois animais do grupo Baixa P4-D6 foram excluidos das analises
por apresentarem no dia do abate concentra¢des séricas de progesterona de 5,73 ng/ml e
5,60 ng/ml respectivamente, sendo que a média para este grupo foi de 1,04 £ 0,30 ng/ml.
Dois animais do grupo Baixa P4 + PE foram excluidos das analises pois apresentaram
progesterona no D5 (Retirada do CIDR e aplicagao de prostaglandina) com concentragao
de 7,21 ng/ml e 6,76 ng/ml, sendo que a média para este grupo neste mesmo momento
foi de 3,05 £ 0,82 ng/ml.

Com estes nove animais removidos das analises finais e comparacbes
estatisticas, o niumero final de animais disponiveis para as analises neste experimento foi
de 36 novilhas, distribuidas nos grupos da seguinte forma: Alta P4-D5 n = 6, Baixa P4-D5
n =7, Alta P4-D6 n = 6, Baixa P4-D6 n = 6, Alta P4 + PE n = 6 e Baixa P4 + PE n = 5.

Analises Estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas por ANOVA utilizando o programa
SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Inicialmente todas variaveis foram
analisadas avaliando: Modelo 1 (Animais G1 e G2 vs. G3 e G4 = D5 vs. D6), verificando
assim efeito da duracdo do tratamento, efeito do nivel de progesterona e a interagao;
Modelo 2 (Animais G3 e G4 vs. G5 e G6 = D6 vs. PE), verificando assim efeito do
proestro, efeito do nivel de progesterona e a interagéo. Foi utilizado o modelo proc mixed
do SAS. No modelo analisamos todas as variaveis, verificando efeito da progesterona, do
tratamento (Modelo 1: duragéo 5 ou 6; Modelo 2: com ou sem proestro) e suas interagdes.
Como efeito aleatério foi incluido no modelo o animal dentro de cada tratamento. Os
resultados foram apresentados como média + erro padrao (Ismeans) com ajuste pdiff.
Diferencas significativas foram consideradas quando o valor de P foi menor que 0,05,

consideradas tendéncia quando o valor de P menor que 0,10.

Apos realizarmos analises comparando animais nos modelos 1 e 2 (efeito da
progesterona, duragédo e proestro) foi realizado no programa SAS analise de correlagao

de Pearson entre concentragcdo de progesterona e didmetro folicular, correlagdo entre
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progesterona e expressdo dos genes alvo, correlagdo entre didmetro do foliculo

dominante e expressao dos genes avaliados e também analises de Correlagao.
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3. RESULTADOS

Serao apresentados os resultados do Modelo 1- Duragéo e P4 (G1: Alta e Baixa D5
e G2: Alta e Baixa D6) e do Modelo 2 — Proestro e P4 (G2: Alta e Baixa D6 e G3: Alta e
Baixa + PE).

Modelo 1

Nao houve interacdo entre duragao (5 ou 6 dias) e o nivel de progesterona (Alta e
Baixa) para nenhuma variavel mensurada. Os resultados quanto a duragao do tratamento
estdo apresentados na Tabela 2. A duragéo do tratamento ndo alterou significativamente
0s niveis séricos de progesterona no momento do abate (D5: 5,75 £ 0,67 ng/ml e D6: 4,31
+ 0,69 ng/ml; P = 0,152), didmetro folicular (D5: 10,83 £ 0,73 mm e D6: 11,29 £ 0,76 mm;
P = 0,668), concentracao de estradiol circulante (3,50 + 0,51 pg/ml e 3,63 £ 0,53 pg/ml; P
= 0,866) e IGF-1 livre no soro (110,35 + 9,39 ng/ml e 122,83 + 9,74 ng/ml; P = 0,367).
Duragédo do tratamento, também nado afetou as concentragdes de estradiol (P = 0,811),
progesterona (P = 0,256) e IGF-1 (0,312) presentes no liquido folicular. Quanto a
expressao de RNAm de LHR, 3B-HSD, StAR e P450scc nao apresentaram diferencga
significativa em foliculos provenientes de tratamentos durante 5 ou 6 dias apds ablagéo
folicular. O Unico parametro que apresentou efeito de duragcdo do tratamento, e
consequentemente idade folicular, foi a expressao de RNAmM da enzima aromatase, que
apresentou no D5 valor médio de 1,04 £ 0,24 vs. 1,76 + 0,24 no D6 (P = 0,0498).



Tabela 2 — Efeito da Duragdo — Modelo 1

D5 D6 P
n 13 12
P4D0 (ng/ml) 5,64 + 1,04 5,18 + 1,08 0,7649
P4 abate (ng/ml) 5,75+ 0,67 4,31+ 0,69 0,1525
FD (mm) 10,83+ 0,73 11,29 £ 0,76 0,6685
E2 abate (pg/ml) 3,50 £ 0,51 3,63 +£0,53 0,8663
E2 Fol. (pg/ml) 265,82 + 68,16 243,40 £ 62,78 0,8114
P4 Fol. (ng/ml) 85,29 £ 8,86 70,41 £ 9,19 0,2569
Razao E2/P4 4,28 + 1,32 3,54 £1,22 0,6838
IGF-1 abate 110,35 + 9,39 122,83 + 9,74 0,367
(ng/ml)
IGF-1 Fol. (ng/ml) 96,97 £ 8,00 108,28 + 7,37 0,312
LHR 1,67 £ 0,54 1,47 + 0,56 0,8036
3B-HSD 1,30 £ 0,30 1,06 = 0,31 0,5879
StAR 8,25 £ 3,41 2,48 + 3,71 0,2659
P450scc 1,80 £ 0,35 2,24 £ 0,36 0,4031
Aromatase 1,04 £ 0,24 1,76 £ 0,24 0,0498
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No Modelo 1, o efeito do nivel de Progesterona nas diversas anadlises esta

demonstrado na Tabela 3. Nao houve diferengca nas concentragcdes séricas de

progesterona no DO, resultado este esperado, pois todos os animais foram pré-

sincronizados. Nosso tratamento foi eficaz em alterar a concentragcdo sérica de

progesterona, sendo a concentragdo serica de progesterona no momento do abate para
Baixa P4 de 1,72 + 0,67 ng/ml e para Alta P4 de 8,34 £ 0,69 ng/ml (P < 0,0001). O nivel
de progesterona afetou o didmetro do foliculo dominante, sendo 12,66 + 0,73 mm para
animais tratados com Baixa P4 e 9,45 + 0,76 mm para Alta P4 (P = 0,006). A

concentragao de estradiol no soro sanguineo foi alterada pelo tratamento, sendo 4,74 +

0,51 pg/ml para animais submetidos a Baixa P4 e 2,39 + 0,53 pg/ml para submetidos a

Alta P4 (P = 0,004).
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O tratamento com diferentes niveis de progesterona afetou a concentracéo
intrafolicular de estradiol (Baixa P4: 401,42 + 60,50 pg/ml e Alta P4: 107,80 + 70,19 pg/ml;
P = 0,005), porém nao alterou a concentragéo intrafolicular de progesterona (P = 0,460). A
progesterona ndo afetou a concentragcdo de IGF-1 livre tanto no soro sanguineo (P =
0,726), quanto no liquido folicular (P = 0,697).

Os resultados de expressao génica nos animais tratados com Baixa vs. Alta P4 no
Modelo 1 serdo demonstrados a seguir. Animais tratados com Baixa P4 apresentaram
maior expressdo de RNAm do receptor de LH nas células da granulosa (2,92 + 0,54)
comparado a animais tratados com Alta P4 (0,22 + 0,56), P = 0,002. Progesterona
também afetou a expressdo da enzima 3p3-HSD (Baixa P4: 1,89 £ 0,30 e Alta P4: 0,46 +
0,31; P = 0,003). Aromatase também foi afetada pela concentragcdo de progesterona a
qual o foliculo foi exposto (Baixa P4: 1,94 £ 0,24 vs. Alta P4: 0,85 £ 0,24; P = 0,005). Nao
houve diferenca significativa na expressao de P450scc (P = 0,393) e StAR (P = 0,142).



Tabela 3 — Efeito da Progesterona — Modelo 1

Baixa P4 Alta P4 P
n 13 12
P4D0 (ng/ml) 5,66 + 1,04 5,16 + 1,08 0,7447
P4 abate (ng/ml) 1,72 £ 0,67 8,34 + 0,69 <0,0001
FD (mm) 12,66 + 0,73 9,45+0,76 0,0062
E2 abate (pg/ml) 474 + 0,51 2,39 + 0,53 0,0046
E2 Fol. (pg/ml) 401,42 + 60,50 107,80 + 70,19 0,0051
P4 Fol. (ng/ml) 82,65 + 8,86 73,05+ 9,19 0,4608
Razao E2/P4 6,06 + 1,17 1,76 + 1,36 0,0281
IGF-1 abate (ng/ml) 118,99 + 9,39 114,20 £ 9,74 0,7268
IGF-1 Fol. (ng/ml) 100,47 £ 7,10 104,78 + 8,24 0,697
LHR 2,92 + 0,54 0,22 + 0,56 0,0024
3p-HSD 1,89 + 0,30 0,46 + 0,31 0,0039
StAR 9,22 + 3,59 1,51+ 3,54 0,1426
P450scc 2,24 £ 0,35 1,80 + 0,36 0,3936
Aromatase 1,94 £ 0,24 0,85+0,24 0,0051

Houve correlacdo negativa entre concentracdo de progesterona e expressdo de

RNAm do LHR (Figura 6), independente da duragéo do tratamento (Figura 7).
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Figura 6 — Correlagao progesterona e LHR — Modelo 1
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Figura 7 — Correlagao progesterona e LHR - Grupos D5 e D6

- *
D5:r=-0,56P=0,04
™t D6:r=-0,54P= 0,06
5 *
# lhrs
4 - W lhrs
I_HR . m — Linear (lhr 5}
im —— Linear [lhré)
- L e
7 4
,m a
|+ ]
u* . BT
(4] T +— - T - l..' T W 1
Li} 2 4 & E 10 12 14 15
P4 (ng/ml)

Houve correlagéo positiva (r = 0,69; P = 0,0001) entre a expressdo do RNAm do
LHR e didmetro do foliculo dominante, demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 — Correlacédo LHR e Foliculo Dominante — Modelo 1
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A expressdao de RNAm da enzima P450aromatase apresentou uma correlagao
negativa com a concentracdo de progesterona ao qual o foliculo foi exposto,

independente da duracdo, demonstrado na figura 9.

Figura 9 — Correlagao Aromatase e Progesterona plasmatica — Modelo 1
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Como a expressao da aromatase foi a unica que apresentou diferenga significativa
quanto a duragdo do tratamento, foi realizado a correlacdo entre didmetro folicular e

expressdo de aromatase (Figura 10). Houve diferenca significativa na sua expresséo
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entre os dias D5 e D6 apenas em foliculos menores que 10,5 mm, demonstrado na tabela
4.

Figura 10 — Correlagdo Aromatase e FD — Modelo 1
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Tabela 4 — Aromatase: Diametro Folicular x Duracao

Aromatase D5 (]3] P
Fol. = 10.5mm 0.49+£0.40 1742041 0021
Fol. = 10.5mm 1.15+D.36 152+0.33 0423
P 02358 0679
Modelo 2

No modelo 2 foram avaliados o efeito do proestro e do nivel de progesterona (alta
ou baixa). Nao houve interagdo entre Proestro x P4, sendo assim os resultados seréo
apresentados separadamente.

A Tabela 5 mostra o efeito do proestro (D6: sem proestro e PE: com proestro). Nao
houve diferenga na concentragao de progesterona no DO (P = 0,490) devido a pré-
sincronizagdo. Apenas animais submetidos ao proestro tiveram analise da progesterona
no D5 (retirada do CIDR e aplicacéo de PGF).
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Diferenca significativa foi encontrada na concentracdo de progesterona circulante no
momento do abate (D6: 4,52 + 0,46 ng/ml e PE 0,48 + 0,58 ng/ml; P < 0,0001). O proestro
apresentou uma tendéncia em aumentar o diametro do foliculo dominante, sendo 13,14 +
0,73 mm para animais submetidos ao proestro e 11,41 £ 0,58 mm para animais nao

submetidos ao proestro (P = 0,087).

Apesar da diferenca na concentragdo de progesterona no momento do abate, nao
houve diferenca na concentracao sérica de Estradiol neste mesmo momento (P = 0,260),
também nao houve diferenca no IGF-1 livre tanto no soro (P = 0,693) quanto no liquido
folicular (0,957). O proestro aumentou a concentracao intrafolicular de Estradiol (PE =
941,22 + 122,27 pg/ml e D6 = 239,47 + 96,93 pg/ml; P = 0,0005). Nao houve efeito do

proestro na concentracao intrafolicular de progesterona (P = 0,665).

O proestro ndo afetou a expressdao de RNAm do receptor de LH (P = 0,759), 3f-
HSD (P = 0,655), StAR (P = 0,363) e P450scc (P = 0,897). Porém, houve diferenca
significativa na expressdo do RNAmM da enzima P450 aromatase, sendo que o proestro
estimulou a sua expressao, que apresentou valor de 18,16 £ 3,67 vs. 1,67 £ 2,91 quando

nao submetidos ao proestro (P = 0,003).



Tabela 5 — Efeito do Proestro — Modelo 2
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D6 PE P
n 12 11

P4 DO (ng/ml) 5,08 + 1,32 6,59 + 1,67 0,4903

P4 D5 (ng/ml) 5,29 + 0,91
P4 abate (ng/ml) 4,52 + 0,46 0,48 £ 0,58 <0,0001
FD (mm) 11,41 £ 0,58 13,14 £ 0,73 0,0874
E2 abate (pg/ml) 3,70 £ 0,64 4,92 + 0,81 0,2605
E2 Fol. (pg/ml) 239,47 £ 96,93 941,22 + 122,27 0,0005
P4 Fol. (ng/ml) 68,65 + 4,58 71,91 +5,78 0,6658
Razao E2/P4 3,53 +1,36 13,18 £ 1,72 0,0006
IGF-1 abate (ng/ml) 125,04 + 10,44 118,27 + 13,16 0,6932
IGF-1 Fol. (ng/ml) 110,37 £ 9,99 109,50 + 12,61 0,9577
LHR 1,508 + 0,43 1,28 + 0,55 0,7597
3B-HSD 1,03+ 0,15 1,15+ 0,20 0,6551
StAR 2,55+ 1,98 5,48 + 2,39 0,3634
P450scc 2,02+ 0,36 1,94 + 0,45 0,8978
Aromatase 1,67 + 2,91 18,16 + 3,67 0,0034

Similar aos resultados ja apresentados quanto ao efeito da progesterona em
animais do modelo 1 (5 ou 6 dias de duragdo do tratamento), mostraremos agora o efeito
da progesterona alta ou baixa nestes animais submetidos ou ndo ao proestro (Tabela 6 -

Modelo 2 — mesma duragéo dos tratamentos). Nao houve interagao proestro x P4.

Houve tendéncia estatistica na concentracdo de progesterona sérica no D5
(momento da retirada do CIDR em animais submetidos ao proestro), sendo 3,10 £ 1,38
ng/ml em animais tratados com baixa P4 e 7,48 + 1,19 ng/ml em animais tratados com
alta P4 (P = 0,062). J4 no momento do abate a diferenga foi significativa (Baixa P4: 0,66 *
0,53 ng/ml e Alta P4: 4,35 + 0,51 ng/ml; P = 0,0002).
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A baixa progesterona aumentou significativamente o didmetro folicular (13,75 £ 0,68
mm vs. 10,81 + 0,64 mm para Alta P4; P = 0,007).

A progesterona afetou a concentragdo de estradiol circulante (P = 0,059) e
observamos uma tendéncia para estradiol no liquido folicular (P = 0,093). N&o houve
diferenga na concentragao folicular de progesterona (P = 0,337). Nao houve efeito nas
concentracoes séricas de IGF-1 livre e também de IGF-1 livre no liquido folicular (P =

0,436 e 0,417 respectivamente).

Os resultados de expressao génica mostraram que houve efeito da progesterona no
receptor de LH, sendo maior nos grupos tratados com baixa P4 (2,12 + 0,50 vs. 0,67 +
0,48 para Alta P4; P = 0,057). Diferenca significativa foi encontrada para a enzima 3pB-
HSD (P = 0,001).

A enzima StAR apresentou valores para Baixa P4 de 6,71 £ 2,29 e a Alta P4 valor
de 1,32 + 2,10 (P = 0,106). Nao houve diferenca para P450scc (P = 0,928) e, diferente
das analises anteriores, nao houve diferenca para a expressdo de RNAm da P450
aromatase (Baixa P4: 13,30 £ 3,40 e Alta P4: 6,53 + 3,22; P = 0,171).



Tabela 6 — Modelo 2 — Efeito da progesterona — Mesma duragao
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Baixa Alta P
n 11 12

P4D0 (ng/ml) 6,36 + 1,54 5,31+ 1,46 0,628
P4 D5 (ng/ml) 3,10 + 1,38 7,48 +1,19 0,0624
P4 abate (ng/ml) 0,66 + 0,53 4,35+ 0,51 0,0002
FD (mm) 13,75+ 0,68 10,81 + 0,64 0,0075
E2 abate (pg/ml) 5,38+ 0,75 3,25+ 0,71 0,0599
E2 Fol. (pg/ml) 730,96 + 113,20 449,73 + 107,39 0,093
P4 Fol. (ng/ml) 73,95+ 5,35 66,61 + 5,08 0,3371
Razao E2/P4 10,82 + 1,59 5,89 + 1,51 0,0421
IGF-1 abate (ng/ml) 114,93 £ 12,19 128,38 + 11,56 0,4368
IGF-1 Fol. (ng/ml) 103,21 + 11,67 116,66 + 11,07 0,4174
LHR 2,12 £0,50 0,67 + 0,48 0,0573
3B-HSD 1,61+0,18 0,57 + 0,17 0,0011
StAR 6,71 +2,29 1,32+ 2,10 0,1067
P450scc 2,01+£0,42 1,95 + 0,40 0,9282
Aromatase 13,30 + 3,40 6,53 + 3,22 0,1711

Houve correlacdo negativa entre concentracdo de progesterona e expressdo de

LHR nos grupos submetidos ao proestro (PE) ou nao (D6). Figura 11.
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Figura 11- Correlacao progesterona LHR — Modelo 2
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Correlacionando a expressdo de RNAm do LHR com o didmetro folicular no

segundo modelo, ndo houve correlagao, conforme demonstrado na figura 12.

Figura 12 — Correlacdo LHR e diametro folicular
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A enzima aromatase apresentou diferenca quanto a duracdo do tratamento e
concentracao de progesterona no modelo 1, e efeito do proestro. Nao apresentou
diferenga no modelo 2 quanto ao efeito da progesterona, realizamos a correlagdo entre

aromatase e progesterona no Modelo 2. Figura 13.
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Figura 13 — Correlagdo Aromatase e progesterona — Modelo 2
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Nao houve correlacdo entre esta enzima e a concentragdo de progesterona quando
submetidos ao proestro (r = -0,22 P = 0,51). Adicionalmente, ndo houve correlagao da

aromatase com o diametro folicular, conforme demonstrado na Figura 14.

Figura 14 — Correlagdo aromatase e diametro folicular — Modelo 2
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Correlacdes

Depois de avaliados os efeitos dos diferentes tratamentos nas dosagens hormonais
e expressao génica, foram analisados no programa SAS a correlacdo de Pearson entre

concentracao de progesterona e didmetro folicular.

A correlacao (Tabela 7) entre concentracdo de progesterona no momento do abate
e o didmetro folicular foi r = - 0,43 (P = 0,022), quando retiramos das analises animais
submetidos ao proestro a correlagdo permaneceu aproximadamente a mesma r = - 0,45,
P = 0,048. Animais dos grupos tratados durante 5 dias e que receberam um dia de
proestro apresentaram forte correlacdo da progesterona no dia 5 (momento da retirada do
CIDR e aplicagao de prostaglandina) com o didmetro do Foliculo Dominante (correlacao r
=-0,719, P =0,028).

Tabela 7 — Correlagédo Diametro folicular com concentragao de progesterona

Correlacao FD p
P4 abate _ 0’43 0,022
P4 grupos DS e

D6 - 0,45 0,048
P4dS5 grupo

proestro - 0,719 0,028

Analisando a correlagao entre concentragao de progesterona e expressado génica
(Tabela 8) verificamos uma correlagao média para os genes LHR, 33-HSD e P450arom, ja

para STAR e P450scc a correlacao foi baixa.

Tabela 8 — Correlagdo concentragado de progesterona e expressao génica

P4abate grupos DS e P4dS (grupo
Correlacio D6 P proestro) P
LHR - 0,539 0,017 - 0,341 0,367
3p-HSD - 0,506 0,027 -0,619 0,075
STAR -0,278 0,262 - 0,287 0,452
P450scc -0,37 0,118 - 0,309 0,418

P450arom - 0,659 0,002 - 0,176 0,649
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Analisando a correlacdo do didmetro do Foliculo Dominante com a expressao
génica (Tabela 9), encontramos forte correlagdo com 3p3-HSD (r = 0,719; P = 0,0001),
correlagdo média para LHR (r=0,561; P = 0,0019) e STAR (r = 0,605; P = 0,0008), baixa
correlagdo para P450scc (r = 0,247; P = 0,204) e P450arom (r = 0,132; P = 0,5). Isto
comprova que o gene 3B3-HSD pode ser utilizado como um marcador de didmetro do

Foliculo Dominante (FD).

Tabela 9 — Correlagédo diametro folicular com expresséo génica

Correlacao FD P

LHR 0,561 0,0019
3p-HSD 0,719 0,0001
STAR 0,605 0,0008
P450scc 0,247 0,204

P450arom 0,132 0,5
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4. DISCUSSAO

O importante achado deste experimento foi que a alta progesterona afeta
negativamente o desenvolvimento folicular por reduzir a expressdo de RNAm do receptor
de LH e de enzimas esteroidogénicas como 3p3-HSD e P450 aromatase, afetando assim a
producado de estradiol pelas células foliculares. Alta progesterona afeta negativamente o
didmetro folicular e estes achados sugerem que o efeito negativo se prolongue até a
formacao do corpo luteo, uma vez que evidéncias mostraram que um corpo luteo normal
seja dependente de niveis adequados de LHR em células da granulosa (Garverick e
Smith, 1986).

Spicer et al. (1986b) propuseram que a aquisicdo de maior expresséo de LHR e
maior secrecdo de estradiol sdo fatores criticos para o periodo pré-ovulatério e fatores
limitantes para adequada funcdo do corpo luteo. Aquisicdo de certa quantidade de
receptores de LH e capacidade esteroidogénica permitem que o foliculo ovule e luteinize
em resposta ao pico de LH. Mais receptores de LH e uma maior secrecao de estradiol sdo

necessarios para o foliculo se tornar um corpo luteo funcional (Inskeep et al., 1988).

A reduzida frequéncia dos pulsos de LH esta associada a uma reducdo na
esteroidogénese e no tamanho do foliculo (Badinga et al., 1992). Assim, o LH pode
influenciar a expressao de enzimas esteroidogénicas em foliculos dominantes. Foliculos
de segunda onda folicular apresentam maior crescimento e expressdao de enzimas
esteroidogénicas, influenciado por pulsos de LH. Sabemos que a P4 pode afetar o
didmetro do foliculo dominante (Martins et al., 2014) e com base em nossos resultados

influenciar a expressao de enzimas esteroidogénicas (3-HSD e aromatase) e LHR.

Com base nos dados de Martins et al. (2014) que mostraram o didmetro folicular no
dia 7 do protocolo, 7 dias apds aplicacao de BE (CIDR1: 6,54 mm vs. CIDR3: 7,33 mm)
sugerimos que esta diferenca seja causada pela diferente concentragdo de progesterona.
E provavel que a maioria dos foliculos j& atingisse a dominancia no dia 7 do protocolo e
este momento é afetado negativamente pela alta concentracdo de progesterona (Ginther
et al., 1996).

Como em nossos dados a baixa progesterona permitiu um maior tamanho do
foliculo dominante e foi relatado que o foliculo de maior didmetro se tornara um corpo

luteo com maior producdo de progesterona (Peres et al., 2009; Perry et al., 2007;
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Vasconcelos et al., 2001), nossos resultados sugerem que este aumento na producao de
progesterona pelo corpo luteo possa ocorrer devido a maior expressdao de LHR nas

células da granulosa que sofrem o processo de luteinizagao.

Foliculos pequenos apresentam diminuicdo na taxa de concepcédo e ovulacédo e
estdo associados com diminuicdo da concentracdo de E2 pré-ovulatorio e a diminuicao
das concentracdes circulantes de P4 no diestro subsequente (Perry et al, 2005;.
Vasconcelos et al., 2001). Diminuicdo na taxa de ovulacdo em novilhas com foliculos
pequenos na IATF é consistente com achados por Gimenes et al. (2008). Assim, a
ovulacdo de foliculos dominantes com status adequado parece ser critica para a
fertilidade. Com base nestes dados, foliculos menores que 10,7 mm apresentaram
menores taxas de prenhez, mesmo quando administrado E2 exdgeno (Martins et al.,
2014), sugerimos que isso ocorra devido a menor expressao de LHR, menor expressao
de enzimas esteroidogénicas e uma producdo de estradiol deficiente. Mesmo com
aplicacao de E2 exdgeno, o mais importante foi o didametro folicular (Martins et al., 2014),

confirmando ser mais importante a maturidade folicular estimulada pela baixa P4.

Vacas em anestro, quando tratadas com progesterona apresentaram aumento nas
concentragdes circulantes e intrafolicular de estradiol, aumento nos pulsos de LH e
aumento no numero de LHR nas células da granulosa e teca (Inskeep et al., 1988;
Rhodes et al., 2002; Baruselli et al., 2004) que contribuiram para maior porcentagem de
animais expressando estro ap6s retirada do CIDR (S& Filho et al., 2010). E evidente a
relacdo negativa da alta progesterona com fertilidade principalmente em novilhas Nelore.
Nossos dados mostram que esta alta progesterona afeta negativamente a expressao
principalmente de LHR independente da duracao do tratamento. Dados de expressao de
estro foram apresentados por Claro Junior et al. (2010) em que animais tratados com
baixa P4 apresentaram maior percentual de estro. Relacionamos assim menor expressao
de LHR com menor atividade esteroidogénica (pela redugao de 33-HSD e principalmente
aromatase), sendo entao este foliculo menos capaz de produzir estradiol suficiente para

expressao do estro.

Nossos dados ndo mostraram diferenga quanto a duragdo do tratamento, apenas
para a expressdo de RNAm da enzima aromatase que é aumentada com a maturidade e
desenvolvimento folicular sendo mais sensivel as mudancas foliculares e relacionando

com produgao de estradiol. Martins et al. (2014) mostraram que maior duragédo do
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tratamento com CIDR (9 vs. 7 dias, apds aplicacdo de BE) reduziu o intervalo entre
remocao do CIDR e estro, melhorando a taxa de concepcéao e prenhez. Ainda mostraram
que o intervalo entre remogao de CIDR e estro foi negativamente correlacionado com
didmetro folicular, assim quanto maior didmetro folicular, menor o intervalo para o estro.
Estes foliculos estariam em um estagio mais avangcado do desenvolvimento e
apresentaram assim melhores indices, em nosso experimento a diferenca em um dia de
duracdo aumentou a aromatase, podendo ser o primeiro fator a explicar melhor
preparacao folicular. Porém, como o efeito principal foi relacionado a progesterona,
foliculos expostos a baixa progesterona apresentam maior maturidade folicular
(expressao de LHR, enzimas esteroidogénicas e concentracao de estradiol) refletindo em

melhores indices reprodutivos.

Roberson et al. (1989) observaram maiores concentracbes de E2 em vacas que
receberam niveis subnormais de P4. Isto sugere estagio de maturacao folicular avancado
em vacas que receberam niveis subnormais de P4. As populacdes de foliculos ovarianos
presentes no inicio da fase folicular, apdés a remogdo do dispositivo intravaginal de
progesterona, apresentaram maturidade mais avangada nas vacas que receberam niveis
subnormais de P4. Isso explica por que os grupos submetidos a baixa progesterona
apresentaram niveis mais elevados de LHR, 3B-HSD e P450arom em comparagao com
grupos de alta progesterona, sugerindo estagio de desenvolvimento folicular mais

avancado.

Em nosso estudo a correlagdo entre tamanho folicular e expressdao de RNAm de
LHR foi de r = 0,56 (P = 0,0019). Estudos anteriores indicaram que o aumento do
didmetro folicular esta relacionado com o aumento de LHR (Ireland e Roche, 1983; Spicer
et al, 1995; Webb et al., 1992). Com base na correlagdo mediana encontrada em nossos
dados, entendemos que o principal efeito na expressao génica do foliculo dominante &
baseado no nivel de progesterona o qual este foliculo foi submetido durante seu
desenvolvimento. A expressdo de LHR n&o estaria apenas relacionada ao didmetro,
assim mesmo foliculos de mesmo tamanho apresentariam diferentes expressdes de LHR,
sendo quando submetidos a baixa progesterona apresentam maior expressdo e

consequentemente melhor qualidade.

O primeiro foliculo que adquire LHR nas células da granulosa se torna dominante

(Xu et al., 1995), isto pode explicar que talvez em ambiente de baixa progesterona a
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dominancia ocorra mais cedo, preparando o foliculo e o odcito mais precocemente. A alta

progesterona atrasa este processo.

Em bovinos, a maioria das evidéncias sugerem que as células da granulosa
expressam LHR apos o foliculo se tornar dominante. Nogueira et al. (2007) demonstraram
que LHR n&o era detectavel em células da granulosa de foliculos <7 mm de didmetro (ndo
dominantes). Estes dados sugerem que as células da granulosa nao adquirem LHR
funcional até o processo de selecdo do foliculo dominante ocorrer. Ereno et al. (2015)
sugeriram que a expressdo de RNAm do LHR nas células da granulosa é estabelecida
ap6s o desvio folicular ocorrer. Nossos dados levantam a hipotese de que a alta
progesterona atrasa o processo de selecéo e por isso apresentaram expressao reduzida
de LHR no inicio da dominancia folicular. Simdes et al. (2012) demonstraram que a
capacidade ovulatéria em Nelore é relacionada com maior didmetro folicular e expressao

de LHR nas células da granulosa.

Claro Junior et al. (2010) demonstraram que ocorre diferenca no didametro folicular
entre animais tratados com CIDR1 vs. CIDR4. Nossos dados mostram que a
concentracado de progesterona ao qual o foliculo é exposto durante o desenvolvimento
interfere na expressao de LHR, a alta P4 afeta negativamente esta expressao, porém,
foliculos submetidos a baixa P4 ao final do desenvolvimento (proestro), poderia acelerar o
desenvolvimento de foliculos expostos a alta P4, contudo em nossos dados a
concentragcao de P4 foi o principal fator, mesmo a diferengca sendo reduzida com um dia
de proestro (LHR entre alta e baixa P4; Modelo 1: P = 0,0034; Modelo 2: P = 0,0573). O
proestro neutralizou o efeito da P4 na expressdo de aromatase (aromatase entre alta e
baixa P4; Modelo 1: P = 0,005; Modelo 2: P = 0,171) . Estes resultados explicam a taxa de
crescimento folicular encontrada nos dados de Martins et al., (2014) em que animais
submetidos a alta progesterona durante o protocolo apresentaram maior taxa de
crescimento folicular apds a retirada do implante intravaginal de progesterona. Portanto,
alta progesterona interfere negativamente a expressdo de LHR nas células da granulosa
de foliculos dominantes, porém estes foliculos quando submetidos a baixa progesterona
ao final do desenvolvimento (proestro) apresentam um desenvolvimento acelerado. Como
em nosso estudo os animais foram submetidos apenas a um dia de proestro, nao foi

suficiente para apresentar diferengas significativas no LHR, mostrando a concentragao de
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P4 ser o principal regulador da qualidade folicular e a aromatase sendo sensivel a

duracéo, nivel de P4 e proestro.

Antagonista GnRH e hipotese LH - LHR

Nos dados de Luo et al. (2011) ndo houve diferenca na expressao de FSHr, apenas
para LHR. Surgiu assim a hipotese de que o LH estimula a expressdo do seu proprio
receptor, podendo ser diretamente, ou indiretamente através da regulacao de fatores nas
células da teca, culminando na producdo de androstenediona e consequentemente
estradiol, que afetaria estes receptores. Nossos dados em Novilhas Nelore mostram que
baixa P4 permite maior didmetro folicular, e confirmamos nossa hipdtese de que a
progesterona influencia a expressado de LHR e enzimas esteroidogénicas como 33-HSD e
aromatase, estes relacionados com o desenvolvimento folicular.

Nas células da granulosa, LH regula as concentragbes de RNAmM de numerosos
genes que funcionam na esteroidogénese, sinalizagdo autdcrina e paracrina, na
transducao de sinal intracelular, na regulagdo do citoesqueleto e apoptose (Sekar et al.,
2000;. Sasson et al., 2004.). Entdo, LH estimula a expressdao de enzimas
esteroidogénicas em células da teca, incluindo StAR, CYP11 e CYP17. Hampton et al.
(2004) mostraram que o LH estimula a expressdo de CYP17 nas células da teca,
refletindo uma maior producao de androstenediona e maior concentragao de estradiol no
liquido folicular. Em nosso experimento demonstramos que baixa progesterona estimula a
expressao principalmente de 3B-HSD, LHR e P450arom em células da granulosa
(aromatase tempo dependente, sendo afetada também pela duragdo, diminuindo a
diferengca quando os foliculos foram submetidos ao proestro). Ainda, Beg et al. (2001)
apresentaram dados em que a aquisicdo de LHR se inicia antes de diferencas na
concentracdo de estradiol e como sendo importante no estabelecimento do didmetro e
desvio folicular.

As agbes do GnRHa nos dados de Luo et al. (2011) foram provavelmente mediadas
pela redugdo no pulsos de LH. Em nosso experimento, a progesterona influenciou a
concentragao de estradiol no fluido folicular, encontramos grande diferenga na expressao
de LHR e 3B-HSD em células da granulosa .A aromatase foi afetada pela duragdo do
tratamento, pela concentragdo de progesterona e pelo proestro. A alta progesterona

afetou negativamente as enzimas esteroidogénicas e LHR e, consequentemente, a
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producao de estradiol pelas células da granulosa. Desta forma, a alta progesterona afeta
negativamente o desenvolvimento folicular e produgcdo de estradiol pelas células da
granulosa, comprometendo a fun¢ao do futuro corpo luteo.

Com estes dados e resultados de nosso grupo de pesquisa (Martins et al., 2014)
conclui-se com nosso experimento que a concentragdo de progesterona influencia a
expressao de LHR e algumas enzimas esteroidogénicas em células da granulosa de
novilhas da raca Nelore. Os nossos dados comprovaram que o estimulo com baixa
progesterona aumentou a expressdo de LHR e consequentemente a qualidade do
foliculo. Soumano et al. (1996) apresentaram evidéncias que sugerem que a expressao
de aromatase possa ser regulada pela atividade do LH. Em nosso estudo mostramos que
a P4 afeta a expresséao desta enzima importante para a esteroidogénese.

Orisaca et al. (2006) avaliaram os mesmos genes avaliados em nosso experimento
e mostraram a importancia das células da teca influenciando a producao de estradiol
através da producao de androstenediona. A injegcdo de FSH estimulou a expressao de
aromatase, mas nao a producao de estradiol. As células da teca n&o foram o foco do
nosso trabalho, porém, foliculos expostos a diferentes niveis de progesterona
apresentaram diferentes concentragdes de estradiol. Desta forma, propomos que a baixa
P4 estimula a expressdo do LHR, 3B-HSD e aromatase, que estimulam o
desenvolvimento folicular e produgao de estradiol.

Richards e Rolfes (1980) mostraram que o estradiol € também responsavel por
facilitar a diferenciagdo de células da granulosa, incluindo a indugao de receptores de
FSH, LH e prolactina. Em conjunto com o LH e FSH, estradiol estimula o acumulo de
AMPc (Richards et al., 1979) e aumenta o numero de sitios de ligacdo de AMPc em
células da granulosa (Richards & Rolfes, 1980). Eles sugeriram que o estradiol estimula a
aquisicao de receptor de LH, nossos dados nao estabelecem o mecanismo especifico,
mas provamos que o nivel de progesterona é capaz de afetar tanto a produgdo de
estradiol pelo foliculo quanto a expressao de LHR e enzimas esteroidogénicas (38-HSD e
aromatase), porém nao podemos afirmar qual acontece primeiro ou se € um processo que

acontece simultaneamente.
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P450scc

Fortune (1986) mostrou que andrégeno proveniente da teca (que é estimulada por
LH) pode aumentar a capacidade de células da granulosa em produzir pregnenolona e
explicar o efeito estimulador do LH sobre a secre¢cdo de pregnenolona pela parede do
foliculo (Com influéncia do P450scc). Os resultados apresentados acima fornecem
evidéncias de que as células da granulosa secretam pregnenolona e assim aumentam a
producdo de androstenediona pela teca através do fornecimento de precursor.
Experimentos em que pregnenolona e progesterona foram adicionadas a cultivo de
células da teca demonstraram que a pregnenolona é o substrato preferido para a sintese
de androstenediona pelas células da teca. Desta forma, P450scc é importante pois
converte o colesterol em pregnenolona, € a 3B-HSD converte pregnenolona em
progesterona, que é um importante substrato para as células teca.

Adicdo de Hormoénio Luteinizante aumentou a produgido de pregnenolona pela
parede do foliculo, mas néo pelas células da granulosa isoladas (Fortune, 1986). Isto
sugere que um produto das células da teca, estimulada pelo LH, pode aumentar a
capacidade de células da granulosa para produzir pregnenolona. Esta hipotese foi
suportada pela observagédo de que os niveis mais elevados de pregnenolona foram
secretados por células da granulosa cultivadas com testosterona exdgena.

Em resumo, Fortune (1986) sugere que as células da granulosa desempenham um
papel na sintese de androgeno, fornecendo progestinas como precursor as ceélulas da
teca. Em nossos dados nao houve nenhum efeito sobre a expressao de P450scc que
afetaria a conversdao do colesterol em pregnenolona, portanto esta etapa da
esteroidogénese nao foi influenciada pela progesterona, mostrando que o efeito
encontrado é especifico da progesterona na expressdo de outros genes relacionados a
esteroidogénese e desenvolvimento folicular. Esta enzima ndo foi afetada pelos
tratamentos por ser normalmente instavel e dificimente ha alteracbes em resposta a
tratamentos.

O nivel de progesterona, duragao do tratamento ou exposi¢céo ao proestro no estao
envolvidos na regulagdo da P450scc. Isso porque nao encontramos diferenga na
expressao destes genes em animais submetidos a elevada vs. baixas concentracbes de

progesterona (P = 0,963 para P450scc).
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Enzimas esteroidogénicas e o LH

Os niveis de expressao de RNAm para receptores de gonadotrofinas (LHR e
FSHR), enzimas esteroidogénicas (P450scc, P450c17, P450arom, e 33-HSD), e StAR em
células da teca e (ou) células da granulosa geralmente aumentam durante a fase de
crescimento dos foliculos e diminui durante a atresia (Bao et al., 1997a, b, ¢). Em geral,
LHR, P450scc, P450c17, 33-HSD, e StAR nas células da teca sdo expressas a partir do
momento da formacdo da camada de células da teca e decresce com a atresia. Em
contraste com as células da teca, a expressdo destes genes em células da granulosa &
dependente do estagio de desenvolvimento folicular. Expressdo de LHR e 33-HSD em
células da granulosa foi detectado apds o inicio da onda em torno do momento de selegéo
do foliculo dominante. Nossos resultados mostram que a baixa de progesterona estimula
a maior expressdo destes genes. Ja em alta progesterona esta expresséo € reduzida,
sugerindo assim que mesmo com o didmetro de um foliculo dominante, alta progesterona
influencia negativamente a expresséo destes genes.

O efeito do tratamento com antagonista de GnRH forneceu evidéncias de que a
inducao de aromatase durante a selecéo do foliculo ndo é mediada pela acao de LH nas
células da granulosa (Luo et al.,, 2011). Os nossos resultados mostram diferenga na
expressao da aromatase relacionadas a duragdo do tratamento, sendo maior nos
tratamentos com maior duragdo. Ainda a baixa progesterona afetaria positivamente sua
expressao. O proestro também foi capaz de estimular a expressdo de aromatase,
neutralizando o efeito da alta P4, sugerindo esta ser uma enzima mais sensivel as
mudancas foliculares. Portanto, estes achados evidenciam que a estimulacdo da
aromatase ocorre de diferente maneira comparado ao LHR e 3B3-HSD. Enquanto estes
foram diretamente influenciados pelos niveis de P4, aromatase seria influenciada por
diversos fatores como idade, nivel de P4 durante o desenvolvimento e em estagios mais
avangados (proestro). Luo et al. (2011) indicaram que o mecanismo de indugédo da
aromatase seria diferente ao de inducao do LHR, isto devido a diferente resposta proximo
ao momento de selegao e quando tratados com GnRHa.

Para foliculos maiores que 10,5 mm ndo houve diferenca na expressdo de
aromatase entre o D5 e D6, porém, para foliculos pequenos (<10,5 mm), a duragdo do
tratamento interferiu na expressao desta enzima, sendo maior com um dia a mais de
tratamento (Aromatase; Fol < 10,5 mm, D5: 0,49 + 0,40 vs. D6: 1,74 £ 0,41; P = 0,021).
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3B-HSD e LHR

Em nosso experimento, encontramos diferenga na concentragao intrafolicular de
estradiol, na expressdo de LHR, P450arom e 3B-HSD. Esta diferenca ocorre devido a
diferente concentracao de progesterona durante o crescimento do foliculo. Com base nos
resultados de Pfeifer et al. (2009) em que a concentragao de progesterona estimula a
pulsatilidade de LH; com base em Luo et al. (2011) que LH poderia estimular a expressao
de seu proprio receptor e analisando dados de Martins et al. (2014) com novilhas Nelore
que respondem com diferentes taxas de crescimento folicular quando submetidas a
diferentes concentracdes de progesterona durante o protocolo, a progesterona interfere
na expressao do LHR e desenvolvimento do foliculo dominante, afetando a producéo de

estradiol e regulagéo na expressao de enzimas esteroidogénicas.

Manikkam et al (2001) demonstraram que a infusdo de LH estimula a expresséo de
3B-HSD em células da granulosa. Apés a lutedlise, ocorre aumento RNAmM de citocromo
P450scc e 3B3-hidroxiesteroide desidrogenase (3B-HSD) (Tian et al., 1995). Esta resposta
pode ser devida a um aumento no numero de pulsos de LH e um aumento no numero de
receptores de LH (Rahe et al., 1980; Ireland e Roche, 1983; Schallenberger et al., 1984).
Os nossos resultados vém confirmando esta influencia, em que a progesterona influencia
a expressao de LHR e, provavelmente, a expressao 3p-HSD, mas ndo a expressao de
P450scc.

A expressao do RNAm da 33-HSD no interior das células da granulosa pode ser
associada com o mecanismo de selecio do foliculo dominante durante uma onda folicular
e pode ser necessaria para a producgao de esteréides durante dominancia folicular (Bao et
al., 1997). Desta forma, a expressdo de 3B-HSD é importante para a produgédo de
estradiol pelo foliculo dominante. A expressao deste gene permaneceu elevada em todos
0s grupos submetidos a tratamento com baixa progesterona. Expressado de 33-HSD em
células da granulosa aumentou com o aumento do tamanho dos foliculos (r = 0,665
P<0,01; Bao et al, 1997c). Em nosso experimento a correlagao entre 33-HSD e didmetro
do foliculo dominante foi alta (r = 0,719, P = 0,0001), confirmando dados de Bao et al.
(1997¢).
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A diferenca que encontramos na expressao de 3B-HSD mostra que a progesterona
interfere no processo de dominancia folicular, com a baixa progesterona estimulando a

conversao de pregnenolona em progesterona por esta enzima em foliculos dominantes.

Correlacao Enzimas e FD

De acordo com dados de Bao et al. (1997b), o tamanho folicular foi positivamente
correlacionado com a expressdao de RNAm para os receptores de gonadotropinas e
enzimas esteroidogénicas. As correlagbes mais fortes com tamanho folicular foram
encontradas na expressdao de RNAm para P450arom, LHR e P450scc nas células da
granulosa. Diferente destes dados, nosso estudo ndo encontrou forte correlagdo entre a
expressao destes genes e o tamanho do foliculo (P450arom r = 0,132, P = 0,5; P450scc r
= 0,247, P = 0,204), porém para outros genes a correlagao foi superior e estatisticamente
significativa (38-HSD r = 0,719, P = 0,0001; StAR r = 0,605, P = 0,0008; LHR r = 0,561, P
=0,0019).

IGF-1

Manikkam e Rajamahendran (1997) relataram que a disponibilidade de IGF-1 nas
células foliculares aumenta a capacidade de resposta para o FSH e LH proporcionando
crescimento adicional e produgcdo aumentada de esteroides, 0os nossos resultados nao
mostraram nenhuma diferenga na concentragéo de IGF-1 livre entre os grupos de alta ou
baixa progesterona, o que mostra que a diferenga nos foliculos foi devido a influéncia da
concentracdo de progesterona na expressdo de LHR e algumas enzimas
esteroidogénicas, pois caso houvesse diferenga na concentragao de IGF-1 poderia ser um
efeito indireto devido ao sinergismo que esse fator proporcionaria a agao do FSH e LH.

O IGF-1 aumenta a capacidade de resposta das células foliculares as
gonadotrofinas para aumentar a secregao de esteroides foliculares, como nossos
resultados ndo mostraram diferenca neste horménio, as diferencas no didmetro do foliculo
que ocorrem quando os foliculos sdo submetidos a diferentes concentragdes de
progesterona é devido ao LHR e enzimas esteroidogénicas que sao alterados pelo efeito

da concentracao de progesterona.

Além disso, Luo et al. (2011) mostraram que o tratamento com antagonista de

GnRH reduziu a expressao de PAPP-A (Proteina Plasmatica Associada a Gestagao- A)
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que é uma protease de IGFBP. IGFBPs combinam com IGF-1 reduzindo a disponibilidade
de IGF-1 livre. Assim, reduzindo a expressdo de PAPP-A permite aumento de IGFBP e,
consequentemente, reduz IGF-1 intrafolicular. Em nosso experimento n&o houve
diferenga nas concentragcbes de IGF-1 livre. Como ndés ndo medimos a expressao de
PAPP-A, caso ocorresse esta diferenca provavelmente seria mais tardia, com base em

que a progesterona nao alterou as concentragdes de IGF-1 livre.

O complexo relacionado com o IGF-1 é importante para o processo de dominancia,
no nosso experimento nao houve diferenca entre os tratamentos alta vs. baixa
progesterona, que mostra que os foliculos estavam realmente na mesma fase de
dominéncia, apresentando algumas enzimas esteroidogénicas e LHR alterados
influenciados pela concentracdo de progesterona. Como Luo et al. (2011) mostraram
diferenga na expressao de PAPPA mas em nossos dados nao houve diferenca em IGF-1,

provavelmente, o efeito deste hormonio seria mais tardio caso ocorra.
StAR

Luo et al. (2011) encontraram reducdo significativa na expressdao da StAR em
células da teca de vacas tratadas com antagonista de GnRH. Nossos dados néao
apresentaram diferengas significativas na StAR quando analisadas nas células da
granulosa, sugerindo que duragédo do tratamento, proestro e nivel de progesterona nao
afetam esta enzima, sendo esta etapa provavelmente regulada por outros fatores
metabdlicos. Esta enzima néo foi afetada pelos tratamentos por ser normalmente instavel

e dificilmente ha alteragdes em resposta a tratamentos.
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Figura 15 — Modelo esquematico da selegdo de genes envolvidos na biossintese de
colesterol e esteroidogénese. Internalizagao do colesterol extracelular na forma de lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e baixa densidade (LDL)através de seus receptores (LDLR e SRB1) na
membrana das células da teca, enquanto colesterol intracelular é obtido através de acidos graxos.
Colesterol livre é entao transportado para a mitocondria pela StAR. Esta € uma etapa limitante para

a formagéo do estradiol nas células da teca e células da granulosa (Walsh et al., 2012).

Este modelo demonstra que a StAR é limitante para a producéo de estradiol. Como
ndo encontramos diferencas entre os tratamentos na expressdo deste gene, foram
calculados a correlagao entre StAR e outros genes e foi encontrada alta correlagéo entre
StAR e 3B-HSD e também correlagao média com o LHR. Foi baixa a correlagéo entre
StAR e P450scc e aromatase. Desta forma, mantém a hipétese de que StAR afeta o
desenvolvimento do foliculo dominante, porém sem relagdo com o nivel de progesterona,
duracdo ou proestro em que o foliculo foi exposto, tendo apenas correlagdo com

expressao de alguns genes independente do grupo tratado.



Tabela 10 - Correlagdo entre StAR e outros genes

Correlacao StAR P
LHR 0,52 0,005
3p-HSD 0,773 <0,0001
P450scc -0,065 0,745
P450arom 0,1 0,618
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Walsh et al. (2012) mostraram que o ambiente metabdlico comprometido diminui a

expressao de StAR e contribui para a reducido da capacidade do foliculo dominante em

produzir estradiol. Este estado metabdlico comprometido poderia estar relacionado com

baixa pulsatilidade de LH fisiolégico e este apresentar um efeito indireto na expressao de

StAR

e outros genes.

Com base no exposto foi avaliada a correlacado entre StAR e IGF-1, E2 e didmetro

folicular, em que verificamos apenas correlagao entre esta enzima e didmetro folicular e

ainda com concentragao de estradiol circulante no momento do abate.

Tabela 11 — Correlagao StAR com FD, IGF-1 e E2

Correlacao StAR P
IGF-1sg 0,17 0,38
IGF-1ff -0,13 0,52
E2a 0,59 0,001
E2ff -0,08 0,68
FD 0,6 0,0008
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Comparacoes P4 x duracio x proestro

-Baixa P4-D5 vs. Alta P4-D6

Comparacao importante foi em animais submetidos a 6 dias de tratamento com
CIDR1 e animais submetidos a 5 dias de tratamento com CIDR3. De acordo com calculos
realizados com os dados de Martins et al. (2014), a taxa de crescimento folicular em
animais CIDR3 é de 1,2mm por dia da emergéncia até o desvio e de 1,01 mm/dia apds o
desvio até a retirada do CIDR, ja o crescimento folicular em animais CIDR1 é de 0,95
mm/dia antes do desvio e 0,85 mm/dia apds desvio até a retirada do CIDR. Assim, era
esperado que animais submetidos a baixa progesterona até o dia 5 tivesse didmetro
folicular proximo a animais com CIDR1 até o dia 6. Assim, verificamos o padrdo de
expressao génica de foliculos com didmetro folicular semelhante, porém submetidos a

diferentes exposicdes de progesterona.

O grupo Baixa P4-D5 apresentou média do didmetro folicular de 13,0 £ 1,51 mm, ja
0 grupo Alta P4-D6 média de 10,25 + 2,01 mm (P=0,6112). Os dados apresentados
mostram que a progesterona influencia a expressao génica e que um ambiente com baixa
progesterona permite um desenvolvimento mais rapido do foliculo dominante. Alta
progesterona apresenta um desenvolvimento mais lento e provavelmente seja necessario
um periodo mais longo para atingir a maturidade folicular. Mesmo sendo um dia mais
novo, foliculos do grupo Baixa P4-D5 apresentaram significativamente maior expressao
de LHR (3,284 + 1,131 vs. 0,330 + 0,188; P = 0,0117) e 33-HSD (2,348 + 0,733 vs. 0,674
+ 0,118; P = 0,0311). Isto demonstra que animais submetidos a alta progesterona durante
0 protocolo necessitam de um periodo maior para ficarem preparados fisiologicamente
para o processo ovulatério, mesmo nao havendo diferenga significativa entre os didmetros

foliculares entre os dois grupos.

- Baixa P4-D6 vs. Alta P4 + PE

Nos grupos tratados por 5 dias com CIDR e abatidos no dia 6 (proestro) foi
observado a diferenga em relagdo a expresséo génica quando comparado a animais que
continuaram com o tratamento até o dia 6, verificando animais com foliculos de mesma
idade, porém diferentes exposigdes a progesterona, verificando o efeito molecular de um
importante manejo utilizado no final de protocolos de IATF que consiste na retirada do

dispositivo intravaginal de progesterona, reduzindo sua concentracdo no proestro. De
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acordo com calculos realizados com dados de Martins et al. (2014), o crescimento
folicular em animais CIDR3 apds a retirada do CIDR é 1,01 mm/dia, ja em animais CIDR1
é 1,33 mm/dia, o que torna importante a comparacao de foliculos com ou sem CIDR nos
estagios finais do crescimento folicular e ainda qual foi o efeito da retirada do CIDR em
animais tratados com CIDR1 vs. CIDR3.

Comparando foliculos do grupo Baixa P4-D6 (média 12,33 + 0,86 mm) com o grupo
Alta P4 + PE (10,66 = 1,83 mm) P = 0,6190, analisamos assim foliculos com mesma
idade, porém submetidos a diferentes concentragbes de progesterona durante o
desenvolvimento porém com o grupo submetido a alta progesterona recebendo o efeito
benéfico do proestro no final do desenvolvimento, ndo houve diferenca significativa no

didametro folicular entre estes grupos.

Estes dados mostram que o proestro foi efetivo em acelerar o desenvolvimento do
foliculo submetido a alta P4, pois nao houve diferenga significativa em relagdo a
expressao de LHR (2,562 = 0,914 vs. 0,718 £ 0,273; P = 0,1878). Por outro lado, a
expressao de 3p3-HSD continuou apresentando diferenca significativa (1,447 + 0,254 vs.
0,562 + 0,138; P = 0,0168), demonstrando que provavelmente seria necessario um maior

periodo de proestro para igualar o estagio de desenvolvimento folicular.
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5. CONCLUSAO

Baseado nos principais resultados encontrados, conclui-se que a concentracido de
P4 em que o foliculo foi exposto foi determinante para a qualidade folicular, sendo a
expressdao de RNAm do LHR e as enzimas esteroidogénicas 3B-HSD e aromatase
negativamente influenciada pela alta concentragdo de progesterona. A duragdo do
tratamento n&o interferiu na qualidade folicular, sendo a enzima aromatase a Uunica
alterada em foliculos de diferentes idades.

Para animais tratados com baixa progesterona o foliculo apresentou maior
expressao génica e maiores niveis de estradiol, essenciais para um adequado processo
ovulatério. A duracao do periodo a partir da emergéncia em que o foliculo se desenvolveu
mostrou ndo ser o principal fator relacionado ao desenvolvimento folicular, sendo o nivel
de progesterona o principal regulador. O proestro seria capaz de minimizar o efeito
negativo da alta progesterona, porém durante o periodo que foi exposto neste estudo, a
progesterona se apresentou como principal fator regulador do desenvolvimento folicular.

Assim, alta progesterona afeta negativamente o desenvolvimento folicular
independentemente da duracio do tratamento e exposicao ao proestro, sendo o LHR, 3[3-
HSD, aromatase e concentracao intrafolicular de estradiol os principais responsaveis pela

deficiente qualidade folicular em animais tratados com alta P4.
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CONSIDERACOES GERAIS E IMPLICACOES

De acordo com a conclusao do experimento em que animais submetidos a baixa
progesterona apresentaram maior expressdao de LHR e das enzimas 3B-HSD e
aromatase, verificamos que novilhas Nelore apresentam fisiologicamente um nivel alto de
progesterona e sabemos que o metabolismo dos mesmos é reduzido, assim quando
submetidos a protocolos de alta progesterona ocorre uma menor expressdo de LHR,
menor producdo de E2 e consequentemente menor P4 apds IATF, sendo que faz-se
necessario utilizacdo de protocolos com baixas concentragdes de P4, através de
implantes previamente utilizados e aplicacdo adiantada de PGF para minimizar o efeito
deletério da alta progesterona. Quando se utiliza protocolos com baixa progesterona,
estes foliculos adquirem expressao de LHR no momento ideal, correlacionando-se com
capacidade ovulatdria e producao de P4 no diestro subsequente, o que é benéfico para os
resultados reprodutivos.

Em contraste, vacas de leite, apresentam baixas concentracbes de progesterona
devido a metabolizagdo hepatica e maior fluxo sanguineo, estes animais apresentam
concentragdes de progesterona muito baixas, e assim provavelmente os foliculos
adquirem LHR precocemente, porém como o desenvolvimento folicular necessita de um
periodo maior para maturidade oocitaria, apresenta assim um efeito negativo da baixa
progesterona nessa categoria animal, sob baixas concentragbes de P4, foliculo pré-
ovulatério e odcito sdo expostos a maior periodo de elevados pulsos de LH que podem
levar a ovulagado de um odcito superestimulado ou prematuramente ativado com reduzida
fertilidade.



