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RESUMO E ABSTRACT



RELACAO DA CONCENTRAGAO DO HORMONIO ANTIMULLERIANO COM A
POPULAGAO FOLICULAR E FERTILIDADE EM FEMEAS BOVINAS

RESUMO

O crescimento folicular em bovinos ocorre em um padrao de ondas que
pode variar de 2 a 3 por ciclo estral e caracteriza-se pelo crescimento
sincronico de um grupo de foliculos antrais, onde apenas um se tornara
dominante. A quantidade de foliculos recrutados € variavel entre os animais,
porém apresenta alta repetibilidade entre os individuos. Animais Bos indicus
apresentam maior quantidade de foliculos recrutados por onda que animais
Bos taurus. Objetivou-se com o presente trabalho, (1) identificar fémeas das
racas Nelore (Bos indicus) e Aberdeen Angus (Bos taurus), que possuam
elevado ou reduzido numero de foliculos recrutados por onda e relacionar o
numero de foliculos a concentragdo plasmatica do hormdnio anti-mulleriano
(AMH); (2) relacionar o numero de foliculos antrais a fertilidade de fémeas
Nelore e; (3) determinar se o tratamento superestimulatorio altera as
concentracdes plasmaticas de AMH em vacas Nelore. No experimento 1,
contagem do numero de foliculos antrais das fémeas Nelore (n=20) e Angus
(n=30) foi feita por duas avaliagbes ultrassonograficas (US). Considerando a
meédia + EPM da contagem de foliculos antrais de cada raga, as novilhas foram
classificas em alta contagem folicular (ACF; n= 9 novilhas Nelore e 15 Angus)
ou baixa contagem folicular (BCF; n= 11 novilhas Nelore e 15 Angus). O AMH
foi mensurado por Elisa em uma amostra de sangue coletada durante a ultima
US. No experimento 2, foram utilizadas novilhas da raca Nelore (n=86)
submetidas a um protocolo de inseminagéao artificial em tempo fixo (IATF). As
novilhas foram classificadas (avaliagdo US no DO da IATF) em 3 grupos: ACF
(>40 foliculos; n=29), intermediario (ICF;>20 e <40 foliculos; n=34) e BCF (<20
foliculos; n=23). No experimento 3, foram utilizadas 20 vacas da raca Nelore de
ICF e ACF. Os animais foram separados pela contagem folicular e distribuidos
em 2 grupos: Grupo controle IATF (n=9) e grupo P36 (superestimuladas com
FSH; protocolo P36; n=11). As amostras de sangue para dosagem de AMH
foram obtidas no D5 (P36) e no D8 (IATF e P36; fim do tratamento
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superestimulatorio). No experimento 1, os resultados foram analisados
segundo o modelo de analise das variancias. Para o experimento 2, foi utilizada
analise de variancia para determinagao do numero de foliculos dentro de cada
classificagdo (ACF, ICF e BCF). Para as comparagdes da concentragdo de
AMH para o experimento 3 o teste t-student. Foi ajustado um modelo de
regressao logistica para determinar a influéncia do numero de foliculos na taxa
de prenhez. No experimento 1 a contagem de foliculos antrais foi maior
(P<0.05) nas fémeas Nelore (34.4 £ 5.4 foliculos) em relagao as fémeas Angus
(20 £ 2.6 foliculos). A concentragdo plasmatica de AMH nas fémeas Nelore (0.4
+ 0.21 ng/ml) também foi maior (P<0.01) que nas fémeas Angus (0.13 + 0.01
ng/ml). A concentragcdo plasmatica de AMH nas fémeas de ACF (59.66 + 3
foliculos; 0.52 + 0.07 ng/ml) diferiram (P<0.04) das fémeas de BCF (13.7 = 1
foliculos; 0.27 + 0.07 ng/ml) na raca Nelore. Nas fémeas Angus, houve uma
tendéncia (P=0.064) da concentragdo de AMH ser maior nos animais de ACF
(26.9 £ 1.4 e foliculos; 0.165 + 0.02 ng/ml) em relagao as fémeas BCF (9.3
0.9 foliculos; 0.11 + 0.02 ng/ml). No experimento 2, a taxa de prenhez nao
diferiu entre os grupos ACF (39%), ICF (23%) e BCF(38%). As vacas
submetidas ao protocolo de superestimulacido ovariana no experimento 3
apresentaram maior (P<0.001) concentracdo de AMH no D8 (0.99 + 0.38
ng/ml) quando comparada ao D5 (0.39 + 0.2 ng/ml). Além disso, vacas nao
superestimuladas nao sofreram alteragao da concentragcao plasmatica de AMH
ao fim do protocolo de IATF (D8, 0.33 + 0.15 ng/ml) em relagdo ao D5 do
protocolo P36. Conclui-se que: a) fémeas Nelore possuem maior numero de
foliculos em relagao as Angus e que a populacgao folicular esta relacionada aos
niveis plasmaticos de AMH, b) a fertiidade ndo esta correlacionada com o
numero de foliculos antrais de novilhas Nelore, c¢) o tratamento

superestimulatério aumenta as concentracdes plasmaticas de AMH

Palavras-chave: Nelore, Angus, foliculos, AMH e fertilidade.
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ABSTRACT

In bovines follicular development happens in a wave pattern that
can vary from two to three waves per estral cycle with a group of follicles
growing simultaneously but with only ano becoming the dominat follicle. The
number of recruited follicle is highly variable between animal; however it is
highly repeatable within an animal. Bos indicus animals present greater number
of follicles per wave than Bos taurus animals. The objective of the present study
was 1) identify animals from the Nelore and Abeerden Angus breed that have
high or low number of follicles recruited per follicle wave and relate the number
of follicles with AMH concentration; 2) to relate the number of antral follicles with
the fertility of Nelore females; 3) to determine if the superstimulatory treatment
alters the plasmatic concentrations of AMH. In experiment 1 the follicle count in
Nelore and Angus heifers was done through two ultrasound examinations (US).
Considering the mean + SEM of the follicle count in each breed, the heifers
were grouped in high (HFC) or low (LFC) follicle count. Plasmatic AMH was
measured in a blood smple drawn at the last US. In Experiment 2, there were
used Nelore heifers submitted to a TFAI protocol. Heifers were grouped in HFC
(>40 follicles), intermediary (>20 an <40 follicle) and LFC (<20 follicle). In
experiment 3, Nelore cows with high and intermediary follicles counts were
used. Animals were separated in control TFAI group and P36 group. Blood
samples for AMH measurement were collected on day 5 (P36) and on day 8
(TFAI and P36). Result from experiment 1 were analyzed using ANOVA.
Experiment 2 was analyzed using a logistic regression and experiment 3 was
analyzed using t-student. In experiment 1, follicle count was higher (p<0.005) in
Nelore heifers (34.4 + 5.4 follicles) when compared with Angus heifers (20 +
2.6). Plasmatic AMH concentration was higher (p<0.04) in HFC Nelore heifers(
59.66 £ 3 follicles; 0.52 + 0.07 ng/ml) when compared to LFC Nelore heifers
(13.7 = 1 follicles; 0.27 + 0.07 ng/ml). In the Angus heifers, there was a
tendency (P=0.064) for the concentration of AMH to be higher in the higher in
the HFC group (26.9 + 1.4 follicles; 0.165 + 0.02 ng/ml) comparing with the LFC
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group BCF (9.3 £ 0.9 follicles; 0.11 + 0.02 ng/ml) In experiment2, pregnancy
rate did not differ between HFC (39%), IFC (23%) or LFC (38%). The cows
submitted to the superstimulatory protocol in experiment 3 presentes higher
(P<0.001) AMH concentration at Day 8 (0.99 + 0.38 ng/ml) when compared with
Day 5 (0.39 + 0.2ng/ml). Furthermore, non superstimulated cows did not
change AMH concentrations at the end of TFAI protocol (0.33 + 0.15ng/ml)
comparing with Day 5 P36 protocol. In conclusion a) Nelore heifers have a
higher number of follicles when compared with Angus heifers and follicle
population can be associated with plasmatic AMH concentrations, b)the number
of follicles is not related to fertility in Nelore heifers, c) superstimulatory

treatment increases the plasmatic AMH concentration.

Keywords: Nelore, Angus, Follicles, AMH and Fertility
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INTRODUCAO



1- INTRODUGAO

A foliculogénese se inicia durante a vida fetal, quando as células
germinativas primordiais migram do saco vitelino para as gbnadas em
formagao, dando origem as obgonias. Estas se diferenciam em odcitos (iniciam
o processo de divisdo meidtica, que é interrompida na préfase | da meiose | até
o momento da ovulagéo), os quais, associados com as células da granulosa,
constituem os foliculos primordiais, representando um grande pool de reserva
ovariana e a fonte da qual serdo recrutados os foliculos durante toda a vida
(Erickson, 1966). O inicio e a regulagdo do desenvolvimento folicular pré-antral
sdo predominantemente conduzidos por fatores de crescimento produzidos
localmente (Mcnatty et al., 1999), sendo o o0d6cito responsavel pela
coordenacao da proliferagdo e diferenciagdo das células da granulosa ao seu
redor (Gilchrist, Ritter e Armstrong, 2004).

Quando o foliculo apresenta o antro folicular, este ja se encontra em
outro estagio de desenvolvimento. Neste estagio os foliculos apresentam
multiplas camadas de células da granulosa e sao responsivos a agao das
gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH). O desenvolvimento dos foliculos
antrais compreende as fases de crescimento, recrutamento, selecdo e
dominancia (Van Den Hurk e Zhao, 2005).

A utilizacdo da ultrassonografia na area da reprodugdo permitiu um
estudo mais detalhado da dinémica folicular em bovinos. O numero de ondas
de crescimento folicular pode variar de 2 a 4 durante o ciclo estral, sendo mais
comum a ocorréncia de 2 ondas durante o ciclo de fémeas Bos taurus (Sirois e
Fortune, 1988) e de 3 ondas para as fémeas Bos indicus (Figueiredo et al.,
1997; Viana Jhm, 2000; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2007). A
emergéncia da onda de crescimento folicular coincide com um aumento nos
niveis plasmaticos de FSH (Lucy et al.,, 1992), que €& responsavel pelo
recrutamento de um grupo de pequenos foliculos (Fortune et al., 2001) e com
crescimento comum por cerca de 2 a 3 dias (Ginther et al., 2003; Sartorelli et
al., 2005; Bastos et al., 2010).

A medida que esses foliculos se desenvolvem, ocorre uma queda
gradativa nas concentragdes circulantes de FSH (Mihm e Austin, 2002),
culminando na atresia de muitos foliculos (Ginther et al., 1996). Quando as
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concentragcbes de FSH atingem niveis basais, ocorre a maior diferenga na taxa
de crescimento entre os dois maiores foliculos da onda, momento denominado
de desvio do crescimento folicular (Ginther et al., 1997). Apds o desvio, na
presencga de altos niveis de progesterona o foliculo dominante entra em atresia,
iniciando uma nova onda de crescimento folicular (Ginther, Knopf e Kastelic,
1989). Entretanto, se o foliculo dominante estiver presente no momento da
regressao luteinica (baixos niveis de progesterona), ocorrera a ovulagéo
(Fortune, Rivera e Yang, 2004).

Além do melhor conhecimento da dinamica folicular, observou-se
também que a populacao folicular varia enormemente entre os animais. Em
média, o numero de foliculos recrutados durante a emergéncia da onda
folicular pode variar de 24 foliculos para novilhas Holandesas (Ginther et al.,
1996) a 45 para novilhas Nelore (Buratini et al., 2000). Contudo, a variagao no
numero de foliculos € uma caracteristica de alta repetibilidade entre fémeas
taurinas (Burns et al.,, 2005), sendo possivel classificar animais de alta,
intermediaria e baixa contagem folicular. Essa alta variagdo pode refletir na
fertilidade e consequentemente interferir nos resultados das biotecnologias da
reproducao, visto que animais classificados como de baixa contagem folicular,
apresentam caracteristicas usualmente associadas a fungdo ovariana
diminuida em animais velhos, na qual reflete a idade ovariana e uma possivel
infertilidade (Evans et al., 2012).

O horménio anti-mulleriano (AMH) é uma glicoproteina pertencente a
familia do fator de crescimento transformante tipo beta (TGFB), € expresso
pelas células da granulosa de foliculos saudaveis, apresentando maior
expressao nos foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais, diminuindo
sua expressao em foliculos maiores (Durlinger, Visser e Themmen, 2002), em
diversos mamiferos, como em ratas (Kevenaar et al., 2006), mulheres (Van
Rooij et al., 2005) e vacas (Ireland et al., 2008). Este hormbnio promove um
efeito inibidor no recrutamento de foliculos primordiais por diminuicdo da
sensibilidade destes ao FSH (Durlinger et al.,, 1999). Em ratas, a presenca
desse hormoénio foi relacionada negativamente com o numero de foliculos

primordiais recrutados (Visser et al., 2006).
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Diversos estudos demonstram que por ser mais expresso em foliculos
pré-antrais e pequenos foliculos antrais em crescimento, as concentragdes
plasmaticas de AMH tém sido utilizadas como marcado da reserva ovariano em
mulher (La Marca et al., 2012) em vacas (Rico et al., 2011). Além disso, o AMH
pode ser correlacionado com o numero de foliculos antrais (Van Rooij et al.,
2005; Ireland et al., 2008). Assim como ocorre a variagdo no numero de
foliculos entre os animais, as concentragdes de AMH apresentam variagao
entre os animais, porém com pouca variagdo durante o ciclo estral de um
mesmo animal (lreland et al., 2008; Rico et al., 2009; Ireland et al., 2011).
Através dessas observagdes, a concentragdo de AMH passou a ser
considerado como possivel marcador da resposta ao tratamento
superestimulatorio, podendo prever a produgcao de embrides individualmente,
tanto em mulheres (La Marca et al., 2007) quanto em vacas (Rico et al., 2009;
Monniaux et al., 2010; Ireland et al., 2011; Rico et al., 2011).

Os animais de raga zebuinos (Bos indicus) por serem mais resistentes e
adaptados as condi¢des climaticas compdem, em grande maioria, o rebanho
bovino brasileiro. Visto que todos os estudos mencionados acima foram
realizados em bovinos Bos taurus e sabendo das diferengas no
desenvolvimento folicular e fisiologia ovariana existente entre essas racgas,
identificar os niveis séricos de AMH em animais Bos indicus e tracar uma
relacdo com a populacao de foliculos ovarianos e a fertilidade desses animais
seria interessante, quer pelo conhecimento fisiolégico e pelo potencial

econdmico desses animais na pecuaria brasileira.
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HIPOTESE E OBJETIVOS



2 — HIPOTESES

A concentragao plasmatica de AMH esta associada a quantidade de
foliculos antrais presentes nos ovarios de fémeas Nelores e Aberdeen Angus.

A fertilidade de fémeas da raga Nelore esta correlacionada a populagao
folicular.

A concentragado plasmatica de AMH ¢é alterada apos superestimulagao

ovariana com FSH.

3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a concentragao de AMH entre as ragas Nelore (Bos indicus)
e Aberdeen Angus (Bos taurus), e correlacionar com animais de alta e baixa
contagem folicular por onda.

- Comparar a concentragdo de AMH antes e apdés o tratamento
superestimulatorio.

- Relacionar a populagéo folicular com a taxa de prenhes em novilhas da

raca Nelore (Bos indicus).
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4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1 - Foliculogénese

A foliculogénese se inicia durante a vida fetal, quando as células
germinativas primordiais migram do saco vitelino para as gbnadas em
formagéo, dando origem as obgonias. Estas se diferenciam em odcitos (iniciam
0 processo de divisdo meidtica, que € interrompida na préfase | da meiose | até
o momento da ovulagéo), os quais, associados com as células da granulosa,
constituem os foliculos primordiais, representando um grande pool de reserva
ovariana e a fonte da qual serdo recrutados os foliculos durante toda a vida
(Erickson, 1966).

O desenvolvimento dos foliculos ovarianos é coordenado por um
mecanismo de comunicacdo celular enddcrino (gonadotrofinas) e paracrino
(fatores de crescimento). O papel das gonadotrofinas no controle do
desenvolvimento pré-antral € controverso. Receptores do horménio foliculo
estimulante (FSHR) podem ser detectados em foliculos primarios bovinos
(Wandji, Pelletier e Sirard, 1992) e a estimulagao do desenvolvimento folicular
pré-antral pode ser alcancado pela adicdo de FSH ao meio de cultura.
Entretanto, considera-se que o FSH desempenhe um papel permissivo ao
invés de regulador neste estagio de desenvolvimento (Webb et al., 2003). O
inicio e a regulacio do desenvolvimento folicular pré-antral séao
predominantemente conduzidos por fatores de crescimento produzidos
localmente (Mcnatty et al., 1999), sendo o o0d6cito responsavel pela
coordenacao da proliferacéo e diferenciagdo das células da granulosa ao seu
redor (Gilchrist, Ritter e Armstrong, 2004).

O foliculo passa da fase de primordial para primario, quando uma unica
camada das células da granulosa com formato cuboide circundam o odécito.
(Eppig, 2001). Esta etapa é classificada mais como uma fase de maturagao
lenta do que como um processo de crescimento, uma vez que o didametro do
oocito ndo apresenta grandes alteragbes (Van Den Hurk e Zhao, 2005). No
estagio de foliculo secundario, o oécito entra em extensiva fase de crescimento
e €& circundado por mais de uma camada de células da granulosa. Essas
células sao dependentes principalmente do suporte de FSH para sua

manutengao e estimulagdo das jungdes gap, que permitem a transferéncia de
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fatores de crescimento (GDF9, BMP15, Kitl) importantes para o
desenvolvimento do oécito (Van Den Hurk e Zhao, 2005). Neste estagio, ja é
observado um pequeno antro folicular (Fair et al., 1997) e também a formagéao
de uma membrana glicoproteica ao redor do odcito, a zona pelucida,
constituida de 3 glicoproteinas: ZP1, ZP2 e ZP3 (Anderson e Albertini, 1976).

O préoximo estagio de desenvolvimento é o de foliculo terciario ou antral.
O antro folicular é constituido por um fluido que serve como fonte de
substancias derivadas das células foliculares e do sangue, como
gonadotrofinas, esteroides, fatores decrescimento e lipoproteinas. Os sinais
para a formacgao do antro ndo sao totalmente conhecidos. Estudos in vitro com
roedores, mostram que o FSH (Mao et al., 2002), LH (Cortvrindt, Hu e Smitz,
1998), activina (Zhao et al.,, 2001) e Kitl (Driancourt et al., 2000) sdo os
possiveis candidatos para esse papel, além do EGF. Neste estagio os foliculos
apresentam multiplas camadas de células da granulosa e s&do responsivos a
acao das gonadotrofinas hipofisarias (FSH e LH). Em bovinos, o oécito alcanca
didmetro de 120 ym em foliculos antrais iniciais e adquire a capacidade de
reiniciar a meiose. O desenvolvimento dos foliculos antrais compreende as
fases de crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia (Van Den Hurk e
Zhao, 2005).

4.2 - Dinamica Folicular

O ciclo estral consiste em uma serie de eventos que envolvem o
crescimento e a regressao de foliculos que levam de 17 a 24 dias (Bo, Baruselli
e Martinez, 2003; Sartori et al., 2004). Durante o ciclo estral, o crescimento e
regressao de um grupo de foliculos ovarianos ocorrem em um padrao de ondas
(Sirois e Fortune, 1988; Ginther, Knopf e Kastelic, 1989). Estudos realizados
em vacas Holandesas descreveram a ocorréncia de duas e trés (Sartori et al.,
2004) ondas de crescimento folicular, com maior prevaléncia de duas ondas,
podendo chegar a quatro ondas de crescimento folicular (Sirois e Fortune,
1988). Outros estudos em fémeas zebuinas, (Figueiredo et al., 1997; Viana
Jhm, 2000; Sartorelli et al., 2005; Castilho et al.,, 2007; Mollo Mr, 2007),
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observaram animais com duas, quatro e até mesmo cinco ondas durante o
ciclo estral, com o maior predominio de trés ondas por ciclo estral

A emergéncia da onda de crescimento folicular coincide com um
aumento nos niveis plasmaticos de FSH (Lucy et al., 1992), que é responsavel
pelo recrutamento de um grupo de foliculos menores que 4 mm de diametro
(Fortune et al., 2001) e com crescimento comum por cerca de 2 a 3 dias
(Ginther et al., 2003; Sartorelli et al., 2005; Bastos et al., 2010). Em média, o
numero de foliculos recrutados durante a emergéncia da onda folicular pode
variar de 24 foliculos para novilhas Holandesas (Ginther et al., 1996) a 45 para
novilhas Nelore (Buratini et al., 2000).

A medida que esses foliculos se desenvolvem, secretam quantidades
crescentes de inibina e estradiol (Wright e Malmo, 1992), levando a uma queda
gradativa nas concentragdes circulantes de FSH (Mihm e Austin, 2002),
culminando na atresia de muitos foliculos (Ginther et al., 1996).

O momento em que ocorre a maior diferenga na taxa de crescimento
entre os dois maiores foliculos da onda é denominado de desvio do
crescimento folicular (Ginther et al., 1997). Para as fémeas taurinas o0 momento
do desvio folicular é caracterizado quando o maior foliculo atinge 8,5 mm de
didmetro (2,8 dias) (Ginther et al.,, 1996), ao passo que para as zebuinas o
maior foliculo apresenta 5,4 mm em novilhas (Barros Cm, 2008) e 7 mm em
vacas (Sartorelli et al., 2005). Entretanto em ambas as ragas o desvio acontece
no mesmo periodo do cilco estral.

Os mecanismos envolvidos no processo de desvio folicular sao
complexos e nao compreendidos completamente. Sabe-se que neste momento
as concentragdes de FSH encontram-se em niveis basais (Ginther et al., 1997).
Fatores intrafoliculares sdo candidatos a ativacao deste processo, tais como o
sistema IGF (fator de crescimento semelhante a insulina), esterdides, os
peptideos ativina Alinibina A, receptores para gonadotrofinas entre outros
(Berisha, Sinowatz e Schams, 2004; Fortune, Rivera e Yang, 2004; Ireland et
al., 2004). Porém, uma das hipoteses para este evento € a aquisicao de
receptores para LH (LHr) nas células da granulosa (Ginther et al., 1996).

O momento em que as células da granulosa expressa o LHr funcional é

controverso. Enquanto alguns autores sugerem que a aquisicao de LHr nas
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células da granulosa, no momento do desvio folicular, seja um fator primordial
para a dominancia folicular (Ginther et al., 2003), outros afirmam ser um evento
decorrente da dominancia ja instalada (Austin et al., 2001; Fortune et al., 2001).
Barros CM, (2008) avaliaram, através de RT-PCR, 0 momento em que ocorre a
expressao do LHr em foliculos de novilhas Nelore em 3 momentos distintos da
dindmica folicular: antes (2 dias apds a ovulacdo), durante (2,5 dias ap0s a
ovulacao) e apos (3 dias apos a ovulacdo). Neste estudo, a expressao do LHr
foi detectada a partir do momento do desvio folicular, indicando que a
dominancia folicular possivelmente seja uma condicdo ja determinada no
momento da emergéncia da onda.

Apos o desvio, o foliculo selecionado dominante continua seu
crescimento, ao passo que todos 0os seus contemporaneos entram em atresia.
Porém, na presenca de altos niveis de progesterona, na fase de diestro, o
foliculo dominante também entra em atresia, perde sua dominancia e entao se
inicia uma nova onda de crescimento folicular (Ginther, Knopf e Kastelic, 1989).
Entretanto, se o foliculo dominante estiver presente no momento da regressao
luteinica (baixos niveis de progesterona), ocorrera a ovulagao (Fortune, Rivera
e Yang, 2004).

4.3 - POPULAGAO FOLICULAR

O numero de odécito no ovario de mamiferos é altamente variavel no
nascimento. Sabe-se que em mulheres esses numeros variam de 350 mil a 1
milhdo (Gougeon, Ecochard e Thalabard, 1994) e aproximadamente 14 mil a
250 mil em vacas (Erickson, 1966). Com o envelhecimento, o nimero de
foliculos primarios, que corresponde a maior parcela da reserva ovariana,
diminui rapidamente e essas reservas nunca sao reestabelecidas.

Segundo Burns et al. (2005), a quantidade de foliculos antrais € variavel
entre os individuos. Neste estudo observou-se uma variagao de 7 vezes na
quantidade de foliculos antrais entre os animais (variagado: 8-56 foliculos),
porém com alta repetibilidade entre os individuos (0,84-0,95, 1=perfeito). Apos
estas observagdes pode-se classificar as fémeas bovinas em trés grupos: de

baixa (BCF), intermediaria (ICF) e alta contagem folicular (ACF) (Burns et al.,
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2005; Ireland et al., 2007; Ireland et al., 2008; Ireland et al., 2009; Jimenez-
Krassel et al., 2009; Mossa et al., 2010; Mossa et al., 2012).

As fémeas de BCF apresentam ovario 60% menor (3.05+0.33 g) quando
comparado as fémeas ACF (7.11+0.41 g) bem como menor quantidade de
foliculos e consequentemente, de odcitos (88.960+27.515 vs 829.185+248.327;
(Ireland et al., 2008). Além de serem quantitativamente inferiores, as férmeas
de BCF também o sdo em relagcdo a qualidade de seus foliculos e odcitos
quando comparadas as fémeas de ACF. Corroborando esta afirmacgao, Ireland
et al. (2009) observaram que a expressao de catepsina (enzima relacionada a
apoptose celular) estava aumentada de 2 a 6 vezes nas células do cumulus de
animais de BCF, quando comparada com as de vacas de ACF, alem de uma
menor expressao de genes indicadores de qualidade. Além disso, Ireland et
al.(2008) observaram um maior numero de odcitos saudaveis (40.960) em
vacas com ACF em relagao as vacas de BCF (1.920) Uma possivel explicagéo
para esses resultados seria a maior concentragao circulante de FSH em vacas
com baixa quantidade de foliculos por ciclo estral (Malhi, Adams e Singh,
2005). Niveis elevados de FSH podem ser deletérios para os odcitos, pois
causam um aumento na expressao génica para aromatase nas células da
granulosa e também de receptores para estrégeno nas células do cumulus,
proporcionando niveis mais elevados de estradiol intrafolicular e
consequentemente bloqueio na maturagao oocitaria (Ireland et al., 2009).

Uma possivel redugao na fertilidade de animais de BCF também pode
estar relacionada a produgao de progesterona desses animais. Sabe-se que
este esteroide tem uma relagao positiva com a fungao uterina, desenvolvimento
embrionario e fertilidade em espécies monovulares. Baixos niveis plasmaticos
de progesterona implicam em morte embrionaria e infertilidade em vacas
(Diskin e Morris, 2008). Jimenez-Krassel et al. (2009) investigaram a possivel
relacdo da populagao folicular e os niveis circulantes de progesterona. Os
resultados demonstraram que as fémeas de BCF apresentaram uma reducao
na quantidade da enzima STAR (enzima envolvida no transporte do colesterol
para membrana mitocrondrial) e também uma redugdo na capacidade das
células da granulosa do foliculo dominante de se luteinizarem, promovendo

assim a menor produgéo (30-50% menor) de progesterona quando comparada
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com as fémeas de ACF. Nesse mesmo estudo, o desenvolvimento endometrial
dos animais de BCF foi menor (menor espessura) nos DO e D6 do ciclo estral,
0 que poderia comprometer a porcentagem de prenhes desses animais.

A possivel subfertilidade de animais de BCF foi demonstrada em alguns
estudos. Cushman (Cushman et al., 2009) observaram em novilhas de corte
Bos taurus submetidas a uma estacdo monta com uma IA e 60 dias com touro,
demonstrou maior taxa de prenhes para os animais de ACF. Recentemente,
Mossa et al. (2012) verificaram que vacas holandesas de ACF apresentaram
maior taxa de prenhes, menor intervalo entre partos e menor numero de
servicos durante uma estacdo de monta quando comparadas com vacas
holandesa de baixa BCF.

Algumas hipoteses tentam explicar o porqué da variagdo da populagao
folicular de fémeas de uma mesma raca. Existem estudos em humanos,
relatando que condicbes ambientais podem interferir na vida fetal,
comprometendo o desenvolvimento, metabolismo, aumentando as chances de
doengas na vida adulta (Barker, 2007). Outros estudos correlacionam a ma
nutricdo materna com doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes no feto
(Mcmillen e Robinson, 2005; De Boo e Harding, 2006), porém poucos
exploraram esta correlacdo com a reproducao. Em estudo recente Mossa et al.
(2013) demonstraram que a restricdo alimentar da mé&e durante o primeiro
trimestre gestacional interfere na colonizagado ovariana do feto. O numero de
foliculos antrais das proles de novilhas que sofreram restricdo nutricional foi
menor em todas as avaliagbes ultrassonografica, antes da puberdade (7
semanas de idade) e apds a puberdade (86 semanas de idade), em relagao as
filhas de novilhas que nao sofreram restricdo alimentar. Este resultado indica
que a nutricdo maternal é importante para a formagao da reserva ovariana e
posterior fertilidade da prole.

Além da nutricdo, especula-se também que doengas como mastite e
metrite, na fémea adulta, podem alterar a fungdo ovariana, retardando o
crescimento folicular, diminuindo a concentracao circulante e intra-folicular de
estradiol, assim como a duracao da fase Iutea e até a interrupg¢ao da atividade
ciclica (Lavon et al., 2011), podendo persistir mesmo apds a resolugdo da

doenga (Sheldon et al.,, 2009). Com a instalacdo da infecgdo, os tecidos
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acometidos apresentam endotoxina bacteriana, como lipopolissacarideo (LPS),
que estimulam a producdo de mediadores inflamatérios, pela resposta celular
(Moresco, Lavine e Beutler, 2011). Bromfield e Sheldon (2011) demonstraram
que a presenca do receptor de LPS nas células da granulosa de foliculos
antrais compromete o desenvolvimento odcitario. Além disso, em estudo in vitro
(Bromfield e Sheldon, 2013) foi demonstrado que em cultura de 10 pg/ml LPS
houve uma diminui¢ao no pool de foliculos primordiais € um maior acumulo de
mediadores inflamatdérios. Como consequéncia dessa reducgao, foi observado
maior ativagao dos foliculos primordiais, acelerando o processo de deplecéo da
reserva ovariana.

Sabe-se que ha grande diferenca na quantidade de foliculos recrutados
entre as ragas zebuinas e taurinas. De acordo com Alvarez et al. (2000)
fémeas da ragca Brahman apresentaram maior numero de foliculos (39+4), na
emergéncia da onda em relacdo as fémeas Angus (21+4). O mesmo foi
observado por Carvalho et al. (2008), onde novilhas Bos indicus (Nelore e Gir)
recrutaram em meédia 33,4+3,2, enquanto as novilhas Bos taurus (Angus e
Holandesa) recrutaram 25,4+2.5 foliculos. Em outro estudo, vacas Nelore
recrutaram mais foliculos (42.7+5.9) quando comparadas com vacas
Holandesas (19.7+3.2, Bastos et al, 2010).

A diferenga no pool de foliculos recrutados entre as ragas bovinas (e
também em animais de uma mesma raga) pode ser um dos fatores, que
justifiguem as disparidades nos resultados de tratamentos superestimulatérios
descritas por Barros e Nogueira (2001). De fato, Ireland et al. (2007)
observaram que novilhas de BCF apresentaram um numero reduzido de
embrides totais (4.7+0.7) e também menor quantidade de embrides
transferidos (3.8+0.8) em relagédo as novilhas de ACF (10.6+2.7 e 5.4+1.3,
embrides totais e transferiveis, respectivamente).

Ainda nao existe uma explicagdo para a diferenca no numero de
foliculos entre as subespécies, entretanto, Ireland et al. (2008) sugerem que a
variagdo no numero de foliculos antrais esteja ligada ao tamanho reserva
folicular ovariana. Porém, em recente estudo Silva-Santos et al. (2011)
observaram que o maior numero de odcito recuperados através da aspiracao

folicular em fémeas Nelore em relagdo a Angus, n&o foi correlacionado com a
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quantidade de foliculos pré-antral (primordial, primario e secundario) das
reservas ovarianas. Nesse estudo, quando se realizou a contagem de foliculos
pré-antrais, em cortes histologicos dos ovarios de fémeas Nelore e Angus, nao
foi encontrada diferenca nas reservas ovarianas desses animais.

A maior concentragdo circulante de IGF1 (fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo 1) nas fémeas Bos indicus em relagdo as Bos
taurus, talvez possa ser uma outra explicacdo para a diferenga no numero de
foliculos antrais (Alvarez et al., 2000; Bastos et al., 2010). Em sistema de
cultivo, em concentragdes de insulina proximas as fisioldgicas foi observado o
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais (Fortune, Rivera e Yang, 2004). Além
disso, alguns trabalhos (Gong, Bramley e Webb, 1991; Buratini et al., 2000;
Rico et al.,, 2009; Rico et al., 2011), mostraram que o tratamento com
somatrotofina bovina (bST) aumenta a concentragdo plasmatica de IGF1 e

consequentemente o numero de foliculos recrutados por onda.

4.4 - Hormonio Anti-Mulleriano

O hormbnio anti-mulleriano (AMH), € um membro da superfamilia do
fator de crescimento transformante tipo B (TGFp) e foi inicialmente identificado
em fetos do sexo masculino como um fator secretado pelos testiculos
responsavel pela regressdo dos ductos mullerianos (Rico et al., 2009). E
produzido pelas células da granulosa dos foliculos pré-antrais e pequenos
foliculos antrais em crescimento de varios mamiferos (Durlinger et al., 1999;
Rico et al., 2011). Em camundongos (Kevenaar et al., 2006) e também em
mulheres (Van Rooij et al.,, 2005), o avango da senilidade, implica no
decréscimo no numero de foliculos das reservas ovarianas e,
consequentemente as concentragdes de AMH também declinam.

No ovario, este hormdnio promove um efeito inibidor no recrutamento de
foliculos primordiais por diminuicdo da sensibilidade destes ao FSH (Durlinger
et al., 1999). Em ratas, a presenga desse hormdnio foi relacionada
negativamente com o numero de foliculos primordiais ativados (Visser et al.,
2006). A andlise da foliculogénese em camundongas mutantes, que né&o

produziam o AMH, demonstrou que estas apresentavam o numero de
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pequenos foliculos em crescimento trés vezes maior em relacdo as
camundongas normais, acompanhado da diminuicdo do numero de foliculos
primordiais, indicando que a auséncia de AMH aumenta a taxa de recrutamento
de foliculos primordiais (Durlinger et al., 1999).

Em culturas de células da granulosa, o AMH exdgeno inibe a sintese e
diminui a atividade da P450 aromatase, sugerindo que este horménio atua
como um fator paracrino e exerce um feedback negativo no desenvolvimento
folicular e na proliferacdo das células da granulosa (Josso, Di Clemente e
Gouedard, 2001; Takahashi et al., 2008). Além da atuagdo sobre a P450
aromatase, o AMH promove uma reducéo na expressdo mRNA do receptor de
FSH, promovendo a diminuicdo da capacidade de resposta (Pellatt et al.,
2011).

Diversos estudos demonstram que por apresentar esse padrdo de
expressao (foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais), as concentragdes
plasmaticas de AMH tém sido utilizadas como marcado da reserva ovariano em
mulher (La Marca et al., 2012) em vacas (Rico et al., 2011). Além disso, existe
uma forte correlagdo entre as concentracées plasmaticas de AMH e o numero
de foliculos antrais, o que significa que baixas concentragbes de AMH
coincidem com o menor numero de AMH (Van Rooij et al., 2005). Ireland et al.
(2008) demonstraram que o AMH pode ser um possivel marcador do tamanho
da reserva ovariana e do pool de foliculos em crescimento. Neste estudo foram
coletadas amostra de sangue diaria (de 6 a 9 dias anteriores a ovulagéo) para
mensuragao plasmatica de AMH de fémeas Bos taurus (Hereford X Angus X
Charolés) e verificou-se que a concentracdo média deste hormdnio foi de 2 a 6
vezes maiores nos animais de ACF e ICF vs animais BCF, apresentando
correlacao positiva com o numero total de foliculos de cada animal.

Apesar dessa variagao entre os animais, as concentracdes plasmaticas
de AMH apresentaram variagées minimas ao longo do ciclo estral (Ireland et
al., 2008; Rico et al., 2009; Ireland et al., 2011), assim como o ciclo mestrual
(La Marca et al., 2007). Estes estudos claramente demonstram que uma
amostra de sangue coletada em dia aleatdrio do ciclo estral para mensuragao
plasmatica de AMH &, possivelmente, um marcador fenotipico do numero de

foliculos ovariano.
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Trabalhos recentes indicam que o AMH é um marcador da resposta ao
tratamento superestimulatério, sendo util para prever a produgao de embrides,
tanto em vacas (Rico et al., 2009; Monniaux et al., 2010; Ireland et al., 2011;
Rico et al., 2011) quanto em mulheres (La Marca et al., 2007). Rico et al.
(2012) demonstraram que com apenas uma amostra de sangue coletada varios
meses antes do tratamento superestimulatério ou OPU para determinacédo da
concentracdo plasmatica de AMH, é possivel selecionar animais que
responderam melhor a essas biotecnologias. O estabelecimento do perfil
plasmatico de AMH e a possivel relacdo com a produgcao de embrides pode ser
util para selecionar vacas que produzam elevado numero de embrides apds

aplicacao das biotécnias da reproducéo (Ireland et al., 2011; Rico et al., 2012).
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RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho, (1) identificar fémeas Bos indi
Bos taurus, de alta e baixa contagem folicular e relacionar o numero ue
foliculos a concentragcdo plasmatica do horménio anti-mulleriano (AMH); (2)
relacionar o numero de foliculos antrais a fertilidade de fémeas Nelore e; (3)
determinar se o tratamento superestimulatério altera as concentragdes
plasmaticas de AMH em vacas Nelore. No experimento 1, as novilhas foram
classificas em alta contagem folicular ou baixa contagem folicular. Foi coletada
uma amostra de sangue para mensuragao plasmatica de AMH por ELISA .No
experimento 2, foram utilizadas novilhas Bos indicus submetidas a um
protocolo de inseminagao artificial em tempo fixo. As novilhas foram
classificadas em 3 grupos: alta, intermediaria e baixa contagem folicular. No
experimento 3, foram utilizadas vacas Bos indicus de intermediaria e alta
contagem folicular e divididas em dois grupos: Grupo controle (inseminagao
artificial em tempo fixo) e grupo P36 (superestimuladas com FSH; protocolo
P36). As amostras de sangue para dosagem de AMH foram obtidas no inicio
do tratamento P36 (P36) e no final dos protocolos dois grupos. No experimento
1, os resultados foram analisados segundo o modelo de analise das variancias.
No experimento 2, foi utilizada analise de varidncia para determinagdo do
numero de foliculos dentro de cada classificagdo, e um modelo de regresséo
logistica para a influéncia do numero de foliculos na taxa de prenhez. Para as
comparagoes da concentracdao de AMH foi o teste t-student utilizado para o
experimento 3. No experimento 1 a contagem folicular foi maior (P<0.05) nas
fémeas Nelore em relagdo as fémeas Angus, assim como a concentragao
plasmatica de AMH (P<0.0005). A concentragao plasmatica de AMH diferiu
(P<0.04) entre as fémeas Nelore de ACF e BCF. Nas fémeas Angus, houve
uma tendéncia (P=0.064) da concentracdo de AMH ser maior nos animais de
ACF em relacao as fémeas BCF. No experimento 2, a taxa de prenhez nao
diferiu entre as fémeas de baixa, intermediaria e alta contagem folicular. As
vacas do grupo P36 no experimento 3 apresentaram maior (P<0.001)
concentracdao de AMH no final do tratamento quando comparada ao inicio do
tratamento. Além disso, vacas do grupo controle ndo sofreram alteragéo da

concentracido plasmatica de AMH ao fim do protocolo em relagcdo ao inicio do
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protocolo P36. Conclui-se que: a) fémeas Nelore possuem maior numero de
foliculos em relagdo as Angus e que a populagao folicular esta relacionada aos
niveis plasmaticos de AMH, b) ndo ha relagdo do numero de foliculos com a
fertilidade de novilhas Nelore, c) o tratamento superestimulatério aumenta as

concentracdes plasmaticas de AMH.

Palavras-chave: Nelore, Angus, foliculos, AMH e fertilidade.

Introducgao

Nos ultimos anos as biotecnologias da reprodugdo como, inseminagao
artificial em tempo fixo (IATF), transferéncia de embrides (TE) e a producgéo in
vitro (PIV) de embrides, tém sido amplamente utilizadas em bovinos visando
maximizar o potencial genético de animais melhoradores. Entretanto, para que
haja um melhor aproveitamento dessas biotecnologias, faz-se necessario um
conhecimento mais detalhado da fisiologia ovariana das fémeas bovinas.

A utilizagdo da ultrassonografia na area da reprodugdo permitiu um
estudo mais detalhado da dinadmica folicular em bovinos, possibilitando melhor
aproveitamento das biotécnicas reprodutivas. Além do melhor conhecimento da
dindmica folicular, observou-se também que a populagdo folicular varia
enormemente entre 0s animais, mas é de alta repetibilidade entre os animais
[1] ao longo da vida reprodutiva [2]. Essa alta variacdo pode refletir na
fertilidade e consequentemente interferir nos resultados das biotecnologias da
reproducao.

O horménio anti-mulleriano (AMH) é uma glicoproteina pertencente a
familia do fator de crescimento transformante tipo beta (TGFB), € expresso
pelas células da granulosa de foliculos saudaveis, apresentando maior
expressao nos foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais, diminuindo
sua expressdo em foliculos maiores [3]. Por apresentar este padrao de
expressao, a concentracao circulante de AMH é possivelmente associada a
reserva ovariana e ao numero de foliculos antrais em ratas [4], em mulheres [5]
e em vacas [6], podendo ser utilizado como marcador da resposta ovariana ao

tratamento superovulatorio [7].
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Objetivou-se com o presente trabalho: a) correlacionar as concentragdes
plasmaticas de AMH com a populagao folicular de novilhas Nelore (Bos indicus)
e Aberdeen Angus (Bos taurus); b) correlacionar a contagem da populagéo
folicular com a eficiéncia reprodutiva de novilhas Nelore nuliparas submetidas a
IATF (Inseminagao artificial em tempo fixo); e c) verificar se o tratamento
superestimulatério com FSH altera as concentragcdes plasmaticas de AMH em

vacas Nelore.

Material e Método

Experimento 1: Correlagdao entre a concentragao plasmatica de AMH em
novilhas Aberdeen Angus (Bos taurus)e Nelore (Bos indicus) e o numero

de foliculos antrais.

A selecdo das novilhas das ragas Nelore e Angus foi realizada nas
fazendas Esténcia Pau D’Alho (municipio de Vera Cruz, SP) e San Lucas
(municipio de Cacequi, RS). Em dia aleatério do ciclo estral foi realizado exame
ultrassonografico (US, Mindray®, 5-10 MHz, China) dos ovarios em um lote de
100 novilhas para cada raga. Foram selecionadas novilhas que estavam
ciclando (presenca de corpo luteo) e que nao apresentavam foliculos > 5 mm
em nenhum dos ovarios. Nesta primeira avaliagdo foi feita a contagem da
quantidade total de foliculos em ambos os ovarios (para cada novilha) e
calculada a média da populagao folicular de cada raca. Essas novilhas foram
sincronizadas com duas doses de PGF,a (Cloprostenol sodico, 2 ml, IM,
Sincrocio, Ourofino®) administrada em um intervalo de 11 dias. Quatro dias
apos a segunda aplicagdo de PGF,a foi realizada uma segunda avaliagéo
ultrassonografica para confirmagdo do numero total de foliculos em cada
novilha e a coleta de sangue para mensuragdo plasmatica de AMH.
Considerando a média + EPM da populagao folicular do rebanho de cada raca,
as novilhas foram classificas em alta contagem folicular (ACF; novilhas que
possuiam numero total de foliculos acima da média + EPM) ou baixa contagem
folicular (BCF; novilhas que possuiam numero total de foliculos abaixo da
médiat EPM) Selecionou-se 20 novilhas da ragca Nelore, sendo 9 animais de

ACF e 11 de BCF e 30 novilhas da raga Angus, sendo 15 de ACF e 15 de BCF.
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Experimento 2: Correlagao entre o numero de foliculos antrais e a taxa de

prenhez de novilhas Nelore submetidas a IATF.

O experimento foi realizado durante a estagdo de monta de 2012-2013,
na Fazenda Cristal (municipio de Campos Novos Paulista-SP). Foram
utilizadas 86 novilhas nuliparas da raga Nelore com aproximadamente 24
meses de idade, mantidas em pastagem de Brachiaria brizantha, com acesso a
agua e sal mineralizado ad libitum.

No inicio do protocolo de IATF (DO0), dia aleatério do ciclo estral foi
realizado um exame ultrasonograficos (US, Mindray®, 5-10 MHz, China), para
a contagem do numero total de foliculos = 3mm presentes nos ovarios de todos
os animais. Mediante a obten¢cdo da média (31,8+1,72) do pool folicular, as
novilhas foram classificadas em 3 grupo: alta (ACF; numero de foliculos >40;
n=29), intermediaria (ICF; contagem folicular intermediaria; numero de foliculos
>20 e <40; n=34) e baixa (BCF; <20 foliculos; n=23) contagem de foliculos
antrais.

Todas as fémeas foram submetidas ao mesmo protocolo de IATF
(Figura 3). Em dia aleatorio do ciclo estral (D0O), os animais receberam um
dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIP, 1g, Cronipress®)
juntamente com benzoato de estradiol (BE 2mg, IM, BIOESTROGEN?®,
Biogénesis Bago, Argentina). Oito dias mais tarde (D8, as 9h da manha) o DIP
foi removido, e também foram administrada PGF,a (0,15mg de cloprostenol.
IM,CRONIBEN®, Biogénesis Bago, Argentina), outra de cepionato de estradiol
(5mg, IM, E.C.P.®, Pfizer) e uma dose eCG (300Ul, Novormon®, Syntex,.
Argentina). No D10 pela manha, foi realizado a IATF e 30 dias mais tarde foi

feito o diagndstico de gestagéo.
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Figura 1: Protocolo de IATF. BE= Benzoato de estradiol; P4 = insercdo do
dispositivo intravaginal; US = ultrassonografia realizada no inicio do protocolo
para contagem folicular; -P4 = retirada do dispositivo intravaginal; PGF,a =
prostaglandina F,a; ECP = cipionato de estradiol; eCG = gonadotrofina

coribnica equina; IATF = inseminagao artificial em tempo fixo.

Experimento 3: Concentragées plasmaticas de AMH antes e apdés o

tratamento superovulatoério.

Utilizou-se vacas Nelore, primiparas (n=20) do Sitio Santo Antonio
(Municipio de Ribeirdo do Sul, SP), mantidas em pastagem de Brachiaria
brizantha, com acesso a agua e sal mineralizado ad libitum, durante os meses
de setembro a novembro de 2012.

Considerando a média da populacdo folicular das novilhas do
experimento 1, foram selecionadas 20 vacas com contagem folicular
intermediaria e alta. Os animais foram separadas aleatoriamente em 2 grupos:
Grupo controle IATF (n=9) e grupo P36 (n=11)

Em dia aleatério do ciclo estral (D0), os animais do grupo P36 (figura 1)
receberam um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIP, 1g,
PRIMER®, Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) juntamente com a aplicagéo de 3 ml
de benzoato de estradiol (BE, 3mg, IM, RIC-BE®, Syntex, Buenos Aires,
Argentina). Cinco dias mais tarde (D5) foi iniciado o tratamento
superestimulatério com pFSH (200mg, FoIItropin-V®, IM), 2 vezes ao dia,
durante 4 dias consecutivos, em doses decrescentes. No D8 pela manha foi

administrada uma dose de um analogo da PGFa (150ug, de d-cloprostenol,
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IM, Prolise®). Trinta e seis horas ap6s (D9, as 19 h), o DIP foi removido. No
D10 (manha), a ovulagdo foi induzida pela aplicagdo de uma dose de LH
(Lutropin®, 12,5mg, IM, Bioniche Animal Health, Ontario, Canada). As amostras
de sangue para mensuragao plasmaticas de AMH foram obtidas no inicio (D5)
e no final do tratamento superestimulatério (D8).

As vacas do grupo controle, receberam em dia aleatorio do ciclo estral
(D0), um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (DIP, 1g, PRIMER®,
Tecnopec, Sao Paulo, Brasil) juntamente com a aplicagdo de 3 ml de benzoato
de estradiol (BE, 3mg, IM, RIC-BE®, Syntex, Buenos Aires, Argentina ). No D7
(manha), 36 horas antes da retirada do implante, as vacas receberam uma
dose de PGF2a (150upg, d-Cloprostenol, Prolise®, Tecnopec, Sao Paulo,
Brasil). No D8, as 19 h, o DIP foi removido (Figura 2). Neste grupo a coleta de

sangue foi realizada apenas no D8.

PGF2a
7:00h

FSH

PROGESTERONA
DO D7 D8
+P4 e BE -P4 +CS

Figura 2: Tratamento superestimulatério utilizado no grupo P36. +P4 =

insercdo do dispositivo intravaginal; -P4 = retirada do dispositivo intravaginal;
BE = benzoato de estradiol; FSH = 200mg em doses decrescentes (D5 40%;
D6 30%; D7 20%; D8 10%), em duas aplicagdes diarias; US = ultrassonografia
realizada no D5 para confirmagao da sincronizacdo da onda folicular; PGF.a =

prostaglandina F.a; CS = coleta de sangue.
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Figura 3: Protocolo de IATF, utilizado no grupo controle. BE= Benzoato de

estradiol; P4 = inser¢do do dispositivo intravaginal; -P4 = retirada do dispositivo
intravaginal; IATF = inseminac&o artificial em tempo fixo; PGFa =

prostaglandina F.a; CS = coleta de sangue.

Coleta de sangue

As coletas de sangue foram realizadas somente nos experimentos 1 e 3,
nos dias especificos para cada experimento, pela veia coccigea, com tubo
vacuntainer heparinizado,. Apdés a coleta, o sangue foi centrifugado (900Xg
durante 15 minutos) para a retirada do plasma, que foi armazenado em freezer

a -80 °C até a realizagao das analises.

Determinag¢ao da concentragao plasmatica de AMH

As concentragdes plasmaticas de AMH foram determinadas por meio do
Kit Elisa MIS/AMH humano (DSL 10 14400-Beckman-Coulter Inc.), seguindo as
instrucdes do fabricante, previamente validado para plasma bovino [6]. A
concentracao de AMH foi determinada em 40ul de plasma nao diluido, somente
para o experimento 1 e 3. O coeficiente de variagdo do inter-ensaio foi de

7,45% e 11,9% para o intraensaio.

Analise estatistica
A comparacdo da populagao folicular e concentracdo plasmatica de
AMH entre as ragas e os animais de ACF e BCF no experimento 1, foi

analisada segundo o modelo de analise das variancias. Para as comparacdes
da concentragdo de AMH entre os grupos de ACF e BCF foi utilizado o teste de

54



probabilidade de diferencas individuais. No experimento 2, a concentracéo
plasmatica de AMH antes (D5) e apds (D8) o tratamento superovulatério e do
grupo controle (D8) com o P36 (D5), foram comparadas segundo a aplicagao
de teste t-student para amostras pareadas. Para o experimento 3, foi utilizada
analise de variancia para determinagado do numero de foliculos dentro de cada
classificacdo (ACF, ICF e BCF). Afim de, avaliar a influéncia do numero de
foliculos na taxa de prenhez, foi ajustado um modelo de regressao logistica

tomando como resposta prenhez observada e prenhez n&o observada.

RESULTADOS

Experimento 1: Correlagdao entre a concentragao plasmatica de AMH em
novilhas Aberdeen Angus (Bos taurus)e Nelore (Bos indicus) e o numero

de foliculos antrais.

As novilhas Nelore apresentaram maior populagao folicular em relagao
as novilhas Angus (P<0.05; 34,4 + 5,4 vs 20 £ 2,6 foliculos, respectivamente).
As concentragdes plasmaticas de AMH diferiram entre as racas (P=0,0004;
Grafico 1). Novilhas Nelore apresentaram maior concentracdo em relagao as

novilhas Angus, 0,4 + 0,21 ng/ml vs 0,135 + 0,01ng/ml, respectivamente.

0,6 -

AMH ng/ml
o o o o
3] W =N 8]

o
—
|

Nelore Angus

GRAFICO 1: Média da concentragdo plasmatica de AMH (ng/ml; eixo das ordenadas,
y) das novilhas Nelore e Aberdeen Angus (eixo das abscissa, x). * indica diferenca
estatistica P=0,0004.
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O numero de foliculos nos animais no grupo de ACF foi de 59,66 + 2,8
e 26,9 + 1,46 para a raga Nelore e Angus, respectivamente. Enquanto que o
numero de foliculos nos animais do grupo de BCF foi de 13,7 + 1 e 9,3 £ 0,9

para a raga Nelore e Angus, respectivamente.

GRAFICO 2: Média da concentragdo plasmatica de AMH (ng/ml; eixo das ordenadas,
y) das novilhas de alta e baixa contagem de foliculos antrais da raca Nelore. ? Letras

diferetes indicam diferenca estatistica entre os grupos. P<0,04.

A concentragcdo de AMH foi maior (P<0,04; Grafico 2) nas novilhas
Nelore do grupo de ACF (0,52 + 0,07) quando comparados aos do grupo de
BCF (0,27 + 0,07). Nos animais da raga Angus houve uma tendéncia (P=0,064;
Grafico 3) da concentracdo de AMH ser maior nos animais de ACF (0,17 +
0,024) quando comparados aos de BCF (0,12 + 0,03).
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GRAFICO 3: Média da concentracdo plasmatica de AMH (ng/ml; eixo das ordenadas,
y) das novilhas de alta e baixa contagem de foliculos antrais da raga Angus. ® Letras

diferetes indicam diferenca estatistica entre os grupos. P=0,064.

Experimento 2: Correlagao entre o numero de foliculos antrais e a taxa de

prenhez de novilhas Nelore submetidas a IATF.

Para esse rebanho, a média da populacgao folicular foi de 31,8 + 1,72 e a
taxa de prenhez total do lote foi igual a 32,56%. A classificagdo dos animais em
relacdo ao numero total de foliculos nao interferiu na proporcédo de vacas

prenhez (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da classificagdo das novilhas na porcentagem de prenhez.

Grupo Numero de Média do numero de Porcentagem de
animais Foliculos prenhez
BCF 23 14,6 + 3,7 39% (23/9)?
ICF 34 275+6,2 23% (34/8) 2
ACF 29 50,5 +9,2 38% (29/11)°

% |etras diferentes indicam diferenca estatistica. P=0.357
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Experimento 3: Concentragdées plasmaticas de AMH antes e apés o

tratamento superovulatoério.

Houve efeito do tratamento superestimulatério sobre as concentragdes de
AMH para o grupo P36 (p <0.001): no grupo P36, as concentragbes
plasmaticas de AMH aumentaram de 0,39 + 0.23 ng/ml (D5) para 0,99 + 0.38
ng/ml (D8). Nao houve diferengca (P=0,5544) na concentragdo plasmatica de
AMH nos animais do grupo controle (0,33 + 0.15 ng/ml; amostra coletada no
D8 do protocolo de IATF) em relagdo a concentragdo plasmatica de AMH no
D5 (inicio do tratamento superestimulatério) do grupo P36 (0,39 + 0.23 ng/mi;
Grafico 4).

GRAFICO 4: Concentragdo plasmatica de AMH (ng/ml) em vacas primiparas da raca
Nelore submetidas ao protocolo de IATF (Controle) e ao protocolo de

superestimulagao (P36). Letras diferetes indicam diferenca estatistica.

DISCUSSAO

No presente trabalho observou-se maior quantidade de foliculos antrais
nas novilhas da raga Nelore em relacdo as da raga Angus. Também foi
observado que as concentragdes plasmaticas de AMH podem ser relacionadas
ao numero de foliculos antrais das fémeas bovinas.

O numero de foliculos antrais contados nos exames ultrassonograficos
das novilhas Nelore e Angus deste experimento corroboram estudos anteriores
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em racgas zebuinas (Nelore, Brahman e Gir) e taurinas (Holandesa e Angus),
em que fémeas Bos indicus apresentaram maior numero de foliculos na
emergéncia da onda quando comparadas as Bos taurus [8-11].

A diferenga na quantidade de foliculos antrais presentes nos ovarios de
novilhas Nelores e Angus talvez possam ser explicadas por diferengas
fisiologicas entre essas duas ragas. Uma delas seria a menor concentragao de
FSH circulante encontrada em fémeas zebuinas quando comparadas com as
taurinas. Alvarez et al. (2000) [8] verificaram que vacas da raga Brahman
apresentaram maior numero de foliculos e menores concentracées de FSH que
as vacas Angus. Esses mesmo autores verificaram que além das diferencas
nas concentragcdes de FSH, os niveis plasmaticos de IGF-1 circulantes foram
maiores nas vacas Brahman. O mesmo resultado foi observado em vacas
Nelore em relagdo as vacas Holandesas [10]. Outros estudos demonstram que
a utilizagcdo de bST (somatrotofina bovina) aumenta os niveis circulantes de
IGF-1 e também o numero de foliculos recrutados [11, 12], confirmando a
hipétese da participacado do sistema IGF na quantidade de foliculos recrutados
por onda. Sugere-se que o maior numero de foliculos antrais observados em
vacas zebuinas, embora apresentem menores concentragbes de FSH, seja
devido as maiores concentracées de IGF-1, quando comparados as taurinas
[8].

Nossos resultados demonstraram que é possivel classificar novilhas
Nelore e Angus em animais de ACF e BCF. Em 2 avaliacdes
ultrassonograficas, realizadas a cada 15 dias, observou-se que nao houve
variacdo na quantidade de foliculos contados, confirmando a alta repetibilidade
deste fendtipo na espécie bovina.

Outros autores [1, 6] ja haviam demonstrado esta variagdo entre
animais da mesma raga (variagao: 8-56 foliculos) e a alta repetibilidade de
cada individuo. Através dessas observagdes, a contagem de foliculos antrais
passou a ser considerada uma caracteristica fenotipica de cada animal,
tornando possivel a classificacao de fémeas bovinas em BCF, ICF e ACF.

Esta variagao na contagem folicular que ocorre entre os individuos de
uma mesma raga, pode ser uma consequéncia do ambiente uterino materno.

Em estudo recente, Mossa et al., 2013 [13] observaram que fémeas que
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passaram restricdo alimentar no terco inicial da gestagao, apresentavam maior
concentracdo de testosterona, além disso, produziram proles com menor
numero de foliculos quando comparado com produtos oriundos de maes sem
restricdo alimentar. Adicionalmente, estudos in vitro [14] ou in vivo em ovelhas
[15, 16], camundongas [17] e macacas [18] mostraram que um aumento na
concentracido de testosterona causa ativacdo dos foliculos primordiais e
deplegao precoce da reserva ovariana.

Nosso trabalho comparou, pela primeira vez, a concentragao
plasmatica de AMH de novilhas Bos indicus com a de novilhas Bos taurus. As
concentragdes plasmaticas de AMH foram maiores em novilhas da raga Nelore
quando comparadas as Angus. Além disso, também foi observada uma
diferenca na concentracao plasmatica deste hormdnio entre as fémeas de ACF
(maior concentragdo) e BCF (menor concentracdo) da raga Nelore. Nas
novilhas da raca Angus foi observada uma tendéncia de aumento para as
fémeas de ACF.

Esses resultados ja eram esperados, pois a secre¢cao de AMH ocorre,
nas ceélulas da granulosa, preferencialmente nos foliculos em crescimento, a
partir de 1,5 até 5 mm de didmetro, no estagio pré-antral e pequenos foliculos
antrais [6, 19], e consequentemente, os animais com maior quantidade de
foliculos ao exame ultrassonografico, teriam maiores concentracdes
circulantes de AMH. Vale ressaltar que o intervalo para o estabelecimento dos
grupos de BCF e ACF foi menor nos animais da raga Angus (15<23) quando
comparados aos animais da raca Nelore (20<44), talvez por isso nao tenha
sido observado uma diferencga estatisticamente significante na concentragao de
AMH entre os grupos da ragca Angus.

A quantidade de foliculos recrutados por onda parece néo interferir na
fertiidade de animais submetidos aos protocolos de IATF. Nas novilhas Nelore
nao houve diferenga na taxa de prenhez entre os animais de ACF, ICF e BCF.
Este resultado também foi confirmado por Starbuck-Clemmer et al., 2007 [20]
que observaram influéncia do numero de foliculos >4 mm de didmetro na taxa
de prenhez. Mossa et al., 2012 [21] relataram que, ao primeiro servi¢o, a taxa
de prenhez foi igual entre fémeas de ACF e BCF. Entretanto, ao final da
estacdo reprodutiva as fémeas de BCF apresentaram maior numero de servigo
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por prenhez, maior intervalo entre partos e menor taxa de prenhez em relagao
as de alta contagem de foliculos antrais. O fato de utilizar a observag¢ao de cio
e 12 horas mais tarde realizar a |IA possa ter aumentado a taxa de prenhez nos
animais ACF em relacdo aos animais de BCF, enquanto o protocolo de IATF
possa favorecido os animais de BCF por sincronizar a onda de crescimento
folicular e consequentemente a ovulagao.

Com relagdo as concentragbes plasmaticas de AMH de vacas
superestimuladas, observamos que houve variacdo na concentragcdo de AMH
durante o tratamento superestimulatorio. No grupo P36 a concentragcéo
plasmatica AMH no primeiro dia do tratamento com FSH foi estatisticamente
inferior em relacdo a concentracdo plasmatica de AMH no ultimo dia do
tratamento com FSH. A concentragdo plasmatica de AMH do grupo controle
(sem tratamento superestimulatério) foi semelhante a concentragdo no inicio do
tratamento superestimulatério e diferente da concentracdo do ultimo dia do
tratamento com FSH. Corroborando nossos resultados Rico et al., 2009 [7]
observaram um aumento no AMH plasmatico da primeira aplicagcdo de FSH
(0.025 a 0.228 ng/ml) para o estro (0.049 a 0.359 ng/ml) em novilhas
Holandesas.

Uma possivel explicagdo para o aumento nas concentragdes
plasmaticas de AMH, do inicio para o final do tratamento superestimulatério,
seria a aplicagdo de FSH, no momento da emergéncia da onda, aumentando o
numero de foliculos em desenvolvimento, momento em que eles estdo no apice
da producdo de AMH [19, 22]. Essa concentragdo elevada de AMH pode
influenciar negativamente o recrutamento de foliculos nas ondas subsequentes.
Como a meia vida deste horménio é de aproximadamente 8 dias, em mulheres
[23], especula-se que seus efeitos possam perdurar durante a fase de transicao
de foliculo primario a antral, que € em torno de 90 dias [24] o que poderia
comprometer as respostas em sucessivos tratamentos superestimulatérios.

Conclui-se que: a) a diferenga na concentragdo plasmatica de AMH
pode ser utilizada como indicador do numero de foliculos antrais, b) a
contagem de foliculos antrais n&o influencia a taxa de prenhez apés IATF, c)
animais submetidos a tratamento superestimulatério apresentaram um

aumento na concentragao plasmatica de AMH.
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