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ERENO, R.L. Expressao génica das isoformas do receptor do hormdnio
luteinizante(LHR) em células da granulosa antes, durante e ap6s o desvio
folicular em novilhas Nelore. Botucatu, 2008, 67p. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a expressédo das isoformas do
LHR nas células da granulosa de novilhas da raca Nelore (Bos taurus indicus),
antes, durante e ap6s o desvio folicular. Para caracterizar o momento do
desvio folicular (Experimento 1, primeira etapa), novilhas Nelore (n=20) foram
submetidas ao seguinte protocolo de sincronizacdo da ovulagdo: no D-10
receberam um dispositivo intravaginal liberador de progesterona (1,0 g, DIB®),
associado a aplicacéo de benzoato de estradiol (BE, 2,5 mg, Estrogin® via IM).
O dispositivo intravaginal foi removido no D-3 e 0s animais receberam uma
aplicacdo de PGF.o. (d-cloprostenol, 500 ug, Prolise®, IM). Vinte e quatro horas
mais tarde administrou-se 1,0 mg de BE (via IM) e a partir deste momento, o
crescimento do foliculo dominante foi acompanhado através de exame ultra-
sonografico (US, Aloka SSD 900; transdutor de 7,5 a 9,0 MHz, Japan),
realizado a cada 12 horas até 144 horas apds a ovulacdo. Na segunda etapa
deste experimento avaliou-se a expressao das isoformas do LHR (M1, M2, M3
e M4) nas células da granulosa de foliculos obtidos antes, durante e apds o
momento esperado para ocorréncia do desvio folicular. As mesmas novilhas
utilizadas anteriormente foram submetidas ao protocolo de sincronizagdo da
ovulacdo descrito acima e separadas em 3 grupos (segunda etapa): Grupo 2
(G2, 2 dias apo0s a ovulacédo, n=7), Grupo 2,5 (G2,5, 2,5 dias apos a ovulacao,
n=7) e Grupo 3 (G3, 3 dias apds a ovulagdo, n =7). Os animais foram abatidos
2,0, 2,5 e 3 dias apés a ovulacdo para remoc¢do dos ovarios e as células da
granulosa, coletadas dos foliculos ovarianos, foram separadas para a extracao
do RNA total com Trizol. A expressdao génica das isoformas de LHR foi
mensurada por RT-PCR semi-quantitativo. No experimento 2, um outro lote de
novilhas Nelore (n=21) foi submetidos aos procedimentos, descritos na
segunda etapa do experimento 1, para aumentar o numero de amostras de

células da granulosa que expressavam as isoformas dos LHRs. No
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experimento 1 (primeira etapa), houve emergéncia de uma nova onda folicular
12 horas antes da ovulagcdo e o momento do desvio folicular ocorreu 2,3 dias
apos a ovulagcao, com o foliculo dominante medindo 5,4 mm e o subordinado
4,9 mm de diametro. Na segunda etapa, (experimentos 1 e 2) nao foi
observada expressdo do LHR em foliculo de 4,5 a 6,7 mm (G2). A expressao
do LHR foi primeiramente detectada em duas amostras de 7 mm (G2,5) sendo
mais acentuada em amostras do G3 (3 dias apdés a ovulagcédo, 63,6%). Em
todas as amostras que expressaram o LHR, as quatro isoformas deste receptor
(M1, M2, M3 e M4) estiveram presentes. Conclui-se que a expressao do LHR
ocorre, nas células da granulosa de foliculos antrais de novilhas Nelore, a partir

do momento do desvio folicular.

Palavras Chaves: expressao génica, LHR, Nelore, RT-PCR, Bos taurus

indicus
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1. INTRODUCAO E OBJETIVO

Com o advento da avaliacédo da atividade ovariana através de ultra-
sonografia transretal, podé-se observar melhor o padrdo de crescimento e
regressdo dos foliculos antrais em formas de onda, durante o ciclo estral das
fémeas bovinas (FORTUNE et al., 1988; LUCY et al., 1992; GINTHER et al.,
1997a). Em espécies monovularatérias, como os bovinos, a emergéncia da
onda de crescimento folicular, coincide com um aumento nas concentracdes
plasmaticas de FSH, responséavel pelo recrutamento de um grupo de foliculos
antrais menores que 4 mm de didmetro (FORTUNE et al., 2001; MIHM &
AUSTIN, 2002), com média de crescimento semelhantes entre si (GASTAL et
al. 2004). Em média, o numero de foliculos recrutados durante a emergéncia
da onda folicular variou 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 & MALMO, 1992;
WILTBANK et al., 1996), levando a uma queda gradativa nas concentracdes de
FSH (MIHM et al., 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 de
crescimento folicular (GINTHER et al., 1997). Nesta fase, o maior foliculo em
crescimento atinge um diametro de 8,3 a 8,5 mm em Bos taurus taurus
(GINTHER et al., 1996) e 6,1 mm em Bos taurus indicus (SARTORELLI et al.,
2005).

Os mecanismos envolvidos no processo de desvio folicular séo
complexos e ndo compreendidos completamente. Sabe-se que neste momento
as concentracdes de FSH encontram-se em niveis basais (GINTHER et al.,
1997). Fatores intrafoliculares também sdo candidatos a ativacdo deste
processo, tais como sistema IGF, esterdides, os peptideos ativina Alinibina A,
receptores para gonadotrofinas entre outros (ARMSTRONG & WEBB, 1997;
BERISHA et al., 2003, FORTUNE et al., 2004, IRELAND et al., 2004). Porém,
uma das hipéteses para este evento € a aquisicado de receptores para LH (LHr)

nas ceélulas da granulosa e aumento nas concentracbes de estradiol
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intrafolicular no foliculo selecionado dominante (GINTHER et al., 1996;
GINTHER, 2000; BEG et al., 2001).

Xu et al. (1995), caracterizaram a importancia da expressao dos
transcritos do LHR nas células da granulosa em bovinos, como ponto chave
para a associacdo da dependéncia de FSH para LH. A expressdo do RNA
mensageiro (MRNA) do LHR foi detectado nas células da granulosa de
foliculos com 8 mm; sendo mais acentuada em foliculos com tamanho médio
de 10,8 mm. Porém em foliculos menores de 8 mm ndo observou-se a
expressao para tais receptores (BAO et al. 1997). Beg et al. (2001), avaliaram a
relacdo entre o desvio folicular e diversas caracteristicas das células da
granulosa e fluido folicular. Neste estudo foi detectado um aumento em mRNA
para LHR aproximadamente 8 horas antes do inicio do desvio folicular ou do
aumento das concentracdes intra-foliculares de estradiol. Porém, em foliculos
de ovarios de vacas Nelore, oriundos de abatedouro, a expressdo do LHR
ocorreu somente em amostras a partir de 7mm de diametro (NOGUEIRA et al.,
2007).

Entretanto, enquanto alguns autores sugerem ser 0 inicio da
expressdo do LHR, nas células da granulosa, a causa para a aquisicdo da
dominancia folicular (GINTHER et al., 2003), outros afirmam ser um evento
decorrente da dominancia ja instalada (AUSTIN et al., 2001, FORTUNE et al.,
2001). Fortune et al. (2001) ndo detectaram a expressdo do LHR, no futuro
foliculo dominante imediatamente antes da selecdo folicular. A primeira
diferenca observada, entre os maiores foliculos (dominante e subordinado), foi
a inducdo — mediada pelo FSH - da protease da IGFBP-4, a PAPP-A (MOGET
et al., 2003), que possibilita aumento de IGF livre (biodisponivel) que, em
sinergismo com o FSH, induziria ao aumento da sintese de estradiol e do
crescimento folicular (selecéo folicular).

A maioria dos trabalhos sobre a expressdo de receptores para
gonadotrofinas, com enfoque no momento do desvio de crescimento folicular,
utilizou como modelos experimentais bovinos europeus (Bos taurus taurus) e
os parametros dos tamanhos foliculares utilizados nestes experimentos, séo
referenciados as imagens obtidas por meio de ultra-sonografia. Portanto, faltam
informacgdes a respeito da expressdo de receptores para LH, nesta fase distinta

da dinamica folicular em fémeas Nelore (Bos taurus indicus).
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Objetiva-se com este trabalho confiormar 0 momento predito para o
desvio de crescimento folicular em novilhas Nelore, avaliar a expressao génica
de LHR nas células da granulosa de foliculos desses animias, antes, durante e
apos este evento e comparar as medidas do tamanho folicular obtido por meio

de ultra-som e paquimetro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A familia dos hormoénios glicoprotéicos € formada pelo hormonio
luteinizante (LH), hormonio foliculo estimulante (FSH), hormdnio estimulante da
tiredide (TSH) e a gonadotrofina coribnica (CG). Sdo heterodimeros e
compostas de uma subunidade oo comum e outra 3, que é horménio especifica.
Todos os mamiferos sintetizam LH, porém a CG tem sido identificada somente
em primatas e eqlideos, sendo o eLH e eCG codificados pelo mesmo gene e
ambos tém a mesma seqiiéncia de aminoacidos (PIERCE & PARSONS, 1981).

O receptor do LH possui dois hormonios ligantes, o LH (pituitario) e o
CG (placental, REISINGER et al., 2007), porém este ultimo com mais afinidade
e especificidade (ZHANG & DUFAU, 2003; PUETT et al., 2007).

O LHR pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina
G, assim como os receptores do FSH e do THS (GETHER, 2000; ASCOLI et
al.; 2002, FREDRIKSSON et al. 2003, ZHANG & DUFAU, 2003). O receptor do
LH possui uma grande regido extracelular (366 aminoacidos codificados pelos
primeiros 10 exons do gene, sendo 11 no total), sete hélices transmembranicas
(tipica dessa familia de receptores), sendo trés hélices extracelular, trés
intracelulares e uma intracelular na regido C terminal (PUETT et al., 2007).

A ligacéo receptor-hormonio esta localizada entre os exons 1-7 no
dominio extracelular do receptor (ZHANG & DUFAU, 2003). Uma sequiéncia de
aminoécidos proxima a primeira das hélices transmembranicas, parece ser
essencial a ativacdo do LHR pelo LH, mas ndo a ligacdo (ALVAREZ et al.
1999). Por outro lado, isoformas de RNAmM que ndo expressam o exon 10 sdo
traduzidos em receptores com a capacidade de serem ativados pelo hCG, mas
n&o pelo LH (; MULLER et al., 2003; REISINGER et al., 2007).

A regido extracelular do LHR possui diferentes afinidades com os
ligantes (hCG e LH), dependendo de sua origem. Existem distintas afinidades
de ligacéo entre o hCG e o LH de origem bovina (bLH) ou humana (hLH) com
os receptores humano e de rato. Nesses estudos, as diferencas de ligacéo
observadas foram relacionadas aos residuos de aminoacidos, no dominio
extracelular do LHR, que diferem entre as espécies estudadas (GALET &
ASCOLI, 2005).
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A proteina G trimérica é acoplada a regido intracelular do LHR
(regido C terminal) e ativada quando ocorre uma alteragédo conformacional do
receptor apos a ligagdo do horménio (LEWIN, 2004). A ativagdo do LHR pode
desencadear vias diferentes de resposta celular, intermediadas por diferentes
proteinas G na ativacdo do LHR. A G;, pela via de ativagdo dos canais de K*, a
Gy, através da fosfolipase C e a Gs ativando a adenil ciclase (SHEMESH,
2001).

A complexidade das vias de ativacdo da proteina G acoplada ao
LHR pode se estender a proteina quinase C. Existem sugestfes que o LHR
possa ativar as proteinas quinase A e C (PKA e PKC). Salvador et al. (2002),
demonstraram que, em cultivo das células da granulosa oriundas de foliculos
pré ovulatérios, a ativagdo do LHR pelo hCG, induziu a resposta celular
(fosforilacdo/ativacdo da p42/44 MAPK) predominantemente mediada pela
proteina quinase A, independente da PKC.

O LHR também pode apresentar mutacdes ativas ou inativas. Nas
mutacdes ativas, mesmo na auséncia de LH circulante ocorre a ativacdo
cronica do receptor. Na inativa, mesmo quando o ligante esta disponivel (LH ou
hCG), ndo ocorre a ativacdo do LHR (HUHTANIEMI, 2000).

2.1. Isoformas de LHR (“Splicing” alternativos)

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

N&ao é totalmente entendido o porqué de alguns genes serem mais
intensamente transcritos sob o evento do “splicing” alternativo que outros

genes. Supbe-se que os mamiferos usem este processo para amplificar a
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sintese de proteinas, mantendo o tamanho do genoma em niveis adequados,
pois um unico gene pode codificar mais de uma proteina funcional (LAREAU et
al., 2004).

O “splicing” alternativo pode participar de um mecanismo de
autocontrole da expresséo génica (LAREAU et al., 2004) ou de regulacao direta
no DNA, em outros RNAs ou mesmo em proteinas, mediante a formacao de
microRNAs a partir do RNA intrénico néo codificante (MATTICK, 2004).

No trabalho de Aatsinki at al. (1992), feito com ovarios de ratas, foi
demonstrado a ocorréncia de 4 transcritos alternativos a forma “full-length”: a)
com a delecdo parcial do éxon 9; b) delecdes dos éxons 3 e 4; c) delecéo
parcial do exon 11; d) delecéo parcial do exon 11 e total do exon 5.

Vérias isoformas do LHR (produtos de “splicing”alternativo) foram
descritas em ovinos e bovinos e nem todas parecem ser funcionais. A
investigacdo da regido comprometida entre os finais dos exons 9 e 11 revelou
delecdo alternativa do exon 10 e parte do exon 11, gerando trés transcrios
alternativos (ABDENNERBI et al., 2002; ROBERT et al., 2003). Kawate & Okuda
(1998) relataram trés isoformas do LHR em corpo lateo bovino, denominadas
de F (completa delecdo do exon 10), B (delecéo final do exon 9 e 11) e G
(comprometimento final do exon 10 e 11). Das trés isoformas encontradas,
apenas a F pode sintetizar um receptor completo (regides extra e intracelular, e
transmembréanica), enquanto que as outras (B e G) produzem uma mudanca na
leitura do RNAm , levando a sintese de receptores truncados. Por outro lado,
delegbes nos exons 4 ou 5 nunca foram citadas (BACICH et al., 1999;
ABDENNESBI et al., 2002, ROBERT et al., 2003; KAWATE, 2004).

Recentemente, a presenca de quatro transcritos alternativos foi
confirmada nas células foliculares de vacas aneloradas. Este estudo revelou a
ocorréncia de delecéo facultativa do exon 3, além das delecfes dos exons 10 e
parte do 11 do LHR (auséncia completa do exon 10 e/ou parcial do exon 11
(NOGUEIRA et al., 2005 e 2007).

Durante o ciclo estral de ovinos, também observou-se a montagem
alternativa dos transcritos de LHR (BACICH et al., 1999), no corpo lateo e
gbnadas fetais equinas (SAINT-DIZIER et al.,, 2004a) e no ovario de ratas
(AATSINKI et al., 1992).
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2.2. LHR e desenvolvimento folicular

As células do foliculo ovariano possuem RNAm para o LHR em
fases distintas do desenvolvimento folicular, isto €&, desde antes do
aparecimento do antro até a fase pré ovulatdria nas células da teca (BAO &
GARVERICK, 1998; BRAW-TAL & ROTH, 2005), ou apenas a partir do desvio
folicular até a fase pré ovulatéria nas células da granulosa (XU et al. 1995, BAO
& GARVERICK, 1998). Essa distincdo entre os dois tipos celulares
provavelmente tem implicacGes, na hipétese para o mecanismo da Unica
ovulacdo que ocorre predominantemente em bovinos (XU et al., 1995; BEG et
al., 2001; GINTHER et al., 2003).

Enquanto alguns autores sugerem ser o inicio da expressédo do LHR,
nas células da granulosa, a causa para a aquisicdo da dominancia folicular
(GINTHER et al.,, 2003), outros sugerem ser um evento decorrente da
dominancia ja instalada (AUSTIN et al., 2001, FORTUNE et al. 2004).

A viabilidade e o grau de capacitacdo atingidos por um foliculo séo,
em grande parte, refletidos pela composicao bioquimica do fluido presente em
sua cavidade antral. Os produtos resultantes do metabolismo das células do
“cumulus oophorus”, da granulosa mural, e mesmo da teca, sédo difundidos pelo
fluido folicular, fornecendo um panorama da atividade esteroidogénica e da
biodisponibilidade de fatores de crescimento (como fator semelhante a insulina
do tipo |, IGF-I; e proteina ligadora do IGF-I do tipo 4, IGFBP-4). Estudos em
foliculos bovinos demonstraram que existe uma alta correlacdo entre as
concentragbes de IGF-I livre, de IGFBP-4, de estradiol e de progesterona,
presentes no fluido, e a capacidade desses foliculos atingirem a dominancia e
a capacitacao final pré-ovulacdo (BEG et al., 2001; GINTHER et al., 2001;
FORTUNE et al.,, 2004). Portanto, uma baixa concentracdo de IGFBP-4
forneceria grandes quantidades de IGF-I biodisponivel para ser utilizado como
promotor de crescimento pelo foliculo, amplificando os efeitos de FSH e
promovendo um aumento na producdo de estradiol. Essa concentracdo
reduzida de IGFBP-4 esta relacionada a uma maior degradacdo especifica
dessa proteina ligadora por uma enzima proteolitica, denominada de proteina
sérica A associada a prenhez (PAPP-A, MONGET et al., 2003) presente nos
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foliculos dominantes desde a fase de recrutamento até o momento pré
ovulatorio (FORTUNE et al., 2004).

Austin et al. (2001), também propuseram que as primeiras
mudancas intrafoliculares que distinguem o foliculo, destinado a tornar-se
dominante, dos outros foliculos da populacdo em crescimento, seria a
capacidade aumentada em produzir estradiol e a manutencdo de baixos niveis
de IGFBPs. Corroborando com essa hipétese, Fortune et al. (2001), nao
detectaram a expressdo do LHR, no futuro foliculo dominante, imediatamente
antes da selecao folicular. A diferenca observada, entre os maiores foliculos do
grupo (futuro dominante e subordinados), foi a inducéo da protease IGFBP-4,
mediada pelo FSH.

O desvio de crescimento folicular esta associado com o declinio nas
concentracfes plasmaticas de FSH, aumento nas concentracdes de LHR nas
células da granulosa (ADAMS et al., 2008) e aumento circulante de estradiol
17B. A partir deste momento, o foliculo dominante tem seu crescimento
direcionado pela secrecao pulsatil de LH (VAN DEN HURK & ZHAO, 2003).

De acordo com Beg et al. (2001), a expressao do LHR foi detectada
em foliculos com 8mm de didmetro, que corresponde a 8 horas antes do
momento previsto para o desvio folicular em taurinos. . No entanto, Bao &
Garverick (1998) sugerem que a expressdo do LHR aumenta com o
progressivo desenvolvimento folicular, atingindo o maximo quando o foliculo
dominante esta proximo do seu maior didmetro. Recentemente, Nogueira et al.
(2007), demonstraram que apenas uma das amostras (n=6) de foliculos, de
vacas Nelore, com 7 mm apresentou expressdao de LHR nas células da
granulosa, enquanto que em foliculos > 8 mm, a ocorréncia foi 87,5% .

Sartori et al. (2001), utilizando vacas Holandesas, demonstraram
que a ovulacdo foi efetiva somente em foliculos com mais de 10 mm de
didmetro, apés a administracdo de LH. Neste mesmo trabalho ndo houve
resposta ovulatoria nos foliculos de 7,0 e 8,5 mm de diametro. Embora um
aumento do LHR nas células da granulosa, seja necessario para a aquisi¢cao de
dominancia folicular, somente este aumento ndo é suficiente para a instalagdo
plena da capacidade ovulatoria. Tal mecanismo, ainda ndo elucidado, parece
ser decorrente de um aumento na quantidade de LHR, associado a alteracdes

nas vias de sinalizacao intracelular que o LHR possui na fase pos divergéncia.
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2.3. Modulagéo das isoformas do LHR

Existem evidéncias de um controle diferenciado da expressao das
isoformas do LHR, em células-alvo presentes nos ovarios de mamiferos
(MENON et al., 2004).

Em ovinos, a modulagdo da expressdo do LHR esta diretamente
relacionada a condicao fisioldgica da atividade ovariana durante a época do
ano, indicando que os estudos dos transcritos alternativos do LHR poderiam
estar parcialmente relacionado & fisiologia reprodutiva das fémeas estudadas
(ABDENNESBI et al., 2002). Neste mesmo estudo, relatou-se que em células da
teca de foliculos antrais ovinos, ha predominancia na expressédo do transcrito
completo (“full-length”) do LHR durante a estacao reprodutiva ou ovulatéria.
Entretando, durante a estacdo de anestro o transcrito mais expresso foi aquele
com delecéo do éxon 10 e parcial do éxon 11

Porém, ao contrario das diferencas observadas em diferentes
estacdes do ano, durante o ciclo estral ovino néo foi observada a modulac&o
dos transcritos do LHR (BACICH et al., 1999). Neste estudo, os autores
detectaram - na expressdao do LHR em foliculos e corpos luteos — uma
predominancia do transcrito com a delecdo parcial do exon 11. Também,
demonstrou-se a traducdo in vivo desse transcrito, mediante a deteccdo da
proteina correspondente ao mMRNA. Os autores sugerem que tal abundancia
nos transcritos alternativos do LHR, concomitante a traducdo pelas células,
deveria representar uma parte do mecanismo pelo qual o LH regula a funcéo
ovariana.

Corroborando resultados observados na espécie ovina, Manikkam et
al. (2001), verificaram que ndo houve diferenca na expressdao do LHR nas
células da teca e da granulosa de bovinos entre a primeira e segunda onda de
crescimento folicular.

Evans et al. (2004) observaram que a expressao do gene LHR, em
células da granulosa de foliculos bovinos, € altamente correlacionada com a
dominancia folicular, ou seja, os genes da aromatase e do LHR foram
expressos nos foliculos dominantes e ndo foram detectados nos subordinados.

Alguns autores observaram correlacdo positiva entre as

concentracOes de estradiol e os receptores de LHR (Berisha et al., 2000; Evans
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et al. 2004) em racas européias. Entretanto, na em animais anelorados,
Nogueira et al. (2007) nado observaram qualquer correlacdo entre
concentragdes foliculares de estradiol e a expressdo de LHR nas células da
granulosa.

Embora se tenha observado relacdo entre a expressao do LHR e a
viabilidade da célula da granulosa no foliculo dominante (EVANS et al., 2004),a
mesma correlacédo nao foi suficiente para predizer a competéncia do odécito em
atingir a fase de blastocisto (ROBERT et al., 2003).Curiosamente, neste
mesmo estudo, odcitos de foliculos que expressaram o LHR nas células da
granulosa apresentaram maior taxa de blastocisto. No entanto, Calder et al.
(2003) e (2005) demonstraram a relagdo entre a qualidade do COC, a
competéncia do odcito e a expressdao do LHR nas células do cumulus
oophorus. Os autores postularam que os transcritos do LHR poderiam ser parte
de genes marcadores para a maturagao oocitaria in vitro.

A expressao do LHR também pode ser modulada diferencialmente
em alguns tecidos. No utero bovino, a expressdo maxima do LHR ocorre
durante a fase de pro-estro/estro, na veia uterina, ou durante a fase luteal no
miométrio, endométrio e cérvix. O tipo de tecido pode modular, inclusive o
produto final da ativagdo do LHR. Embora no utero bovino, a ativagdo do LHR
induza a sintese de COX-2 no endométrio e miométrio, o principal produto
desta enzima é a PGF, no endométrio, e PGE no miométrio (SHEMESH, 2001).

A modulacdo torna-se ainda mais complexa quando € proposta a
existéncia de 2 genes do LHR em humanos, sendo um dos genes expresso
preferentemente nos ovérios (TSAI-MORRIS et al., 1998).

A modulacdo também pode ocorrer na mobilidade do complexo
receptor-ligante na membrana citoplasméatica. Aparentemente, o tipo de ligante
(LH, hCG ou hCG deglicosilado) ou de receptor (LHR funcional ou néo
funcional), induzem diferencas estruturais entre os complexos receptor-ligante
formados (ROESS et al., 2000a).

Horvat et al. (1999), acoplaram uma proteina fluorescente (GFP) ao
LHR do rato formando um complexo (rLHR-GFP) intrinseco fluorescente, e
demonstram que o LHR ndo ocupado ficou distribuido na membrana
plasmatica de maneira dispersa e com difusédo lateral, enquanto que os LHR

ligados ao LH ou ao hCG, formaram agrupamentos com restrita difusdo lateral.

37



Interacbes entre os proprios receptores foram demonstradas para o
LHR. Parece que o mecanismo de dessensibilizagdo ao agonista, observado
com o LHR em células da granulosa em cultivo e nas células foliculares apés o
pico pré-ovulatorio de LH, é mediado por auto-associagdes entre dois ou mais
LHR, a proteina pB-arrestina e regibes da membrana citoplasmaticas
denominadas “raft” (ROESS et al., 2000b, HUNZICKER-DUNN et al., 2003,
ROESS & SMITH, 2003). Nessa série de estudos, foi demonstrado que o
padrdo de agrupamentos de LHR na membrana citoplasmatica (tamanho e
mobilidade lateral) difere quanto ao ligante (LH ou hCG) e o estado funcional
(dessensibilizados ou funcionais).

Herrlich et al., (1996) propuseram um modelo para a ativacao do
LHR no momento da ovulacdo, sendo constituido por duas cascatas de
sinalizagdo (proteinas Gs e Gj) onde a adenilciclase e a fosfolipase C seriam
ativadas, respectivamente. Os autores sugeriram que a concentragéo de LH e
os niveis de LHR deveriam estar suficientemente altos para efetivamente

estimular a adenilciclase e a fosfolipase C.

2.4. Atividade biolégica das isoformas do LHR

Kawate et al. (2002) demonstraram que houve transporte e
posicionamento na superficie celular da isoforma do LHR com a dele¢do do
exon 10. Essa delecao resultou em afinidade diminuida ao LH em relacdo ao
hCG (GROMOLL et al., 2000; MULLER et al., 2003).

Das isoformas detectadas por Kawate et al. (2002) duas traduzem
proteinas funcionais (receptores acoplados a proteina G) com afinidades
distintas em relacdo aos ligantes. A isoforma completa (“full”) tem afinidade
pelo LH e hCG, enquanto que a isoforma com delecdo do exon 10 tem
somente afinidade pelo hCG.

O exon 10 foi considerado essencial para o transporte do LHR
humano até a membrana citoplasmatica (ZHANG et al., 1998). Quando os
transcritos alternativos perdem parte do exon 11, ocorre a sintese de um
receptor truncado pela introdugcédo de um cédon de parada precoce (ROBERT
et al., 2003, KAWATE, 2004). Esse LHR truncado n&o seria transportado até a
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superficie celular, ficando aprisionado no citoplasma. Apesar de conservar a
capacidade de ligacdo, essa isoforma truncada ndo estd corretamente
posicionada na membrana citoplasmatica, além de ndo ser capaz de ativar a
proteina G, portanto € afuncional (KAWATE et al., 2002, KAWATE, 2004).

Hipdéteses de cooperacdo de dimeros, trimeros ou oligbmeros de
receptores, na obtencéo de funcionalidade de receptores acoplados a proteina
G (mediando o transporte da isoforma completa, apresentacdo do ligante ao
receptor, ou o controle da biodisponibilidade do ligante), poderiam incluir uma
funcdo para as isoformas truncadas (ROESS et al.,, 2000a; PIERCE et al.,
2002; ROBERT et al., 20003; NAKAMURA et al., 2004).

A variacao biolégica, na expressado do LHR, inclui até uma linhagem
de primatas (Platyrrhini) em que o exon 10 é naturalmente perdido durante a
transcricdo (GROMOLL et al., 2003). Nao havendo a forma completa (com o
exon 10) e sendo as espécies dessa subclasse sexualmente normais, a
evolucao desses animais produziu um sistema Unico em mamiferos, em que
um hormonio estruturalmente semelhante ao hCG é produzido na hipéfise em
detrimento ao LH. Essa gonadotrofina é responsavel pela manutencdo da
ativacdo do receptor de LH dessa subclasse de animais (LHR tipo II).

Uma tentativa pratica para a ativacdo de qualquer isoforma de LHR,
presente na superficie celular, seria a administracdo de hCG ou de ambos os
ligantes (LH e hCG). Nogueira et al. (2005), induziram a ovulacdo de vacas
superestimuladas com LH (controle) ou LH e hCG (tratado) e ndo observaram

diferencga significativa na producéo total de estruturas ou de embriGes viaveis.

2.5. “Down regulation”do LHR

A “down rwgulation” do LHR, é controlada por uma proteina ligadora
deste receptor (LRBP) que é ativada, ou sintetizada, em resposta ao pico pré
ovulatorio de LH ou de doses farmacoldgicas de hCG (MENON et al., 2004). A
ligacdo da LRBP com a regido codificante do RNAm forma um complexo
ribonucleoprotéico que inibe a tradugdo do LHR (NAIR & MENON, 2005).

Apés a ligagdo do LH, ou do hCG, com o LHR, hd aumento

intracelular de AMPc que promove a ativacao da esteroidogénese e a deplecdo
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do colesterol ovariano. Paralelamente hd aumento da transcricdo de genes
associados a sintese e transporte de colesterol do plasma para o interior da
célula (MENON et al., 2006) ocasionando aumento intracelular do colesterol e
regulacéo da esteroidogénese. Sob esta condi¢cdo, a mevalonato quinase (MVK
enzima descrita como LRBP que participa do metabolismo do colesterol) se liga
ao RNAm que iria traduzir o LHR/hCGR e acelera sua degradagéo promovendo
a “down regulation” do receptor (MENON et al., 2006). A expressdo de RNAmM
de MVK e a proteina MVK foi induzida em resposta a tratamento prévio com
hCG. Segundo este modelo, a “down regulation” é realizada muito mais pela
rapida degradacdo do RNAm do LHR do que pela inibicdo da traducédo do
RNAmM em LHR. Wang et al. (2007), estabeleceram uma participacéo direta da
MVK regulando a expressdo do LHR e sugeriram uma nova relagédo entre o

metabolismo do colesterol e a expressao de LHR no ovario.
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3. MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado no municipio de Ribeirdo do Sul, estado de
Séo Paulo, Brasil (latitude 2247°03” e longitude 49%6'01”). Foram utilizadas
novilhas nuliparas Nelore puras de origem (PO; Bos taurus indicus, n=20), com
faixa etaria entre 20 a 24 meses, peso médio de 450 quilos, suplementadas
(concentrado, PB: 16% e NDT: 60%) 2 vezes ao dia, em regime de pasto
(Coast cross), com uma dieta de manutencdo e acesso irrestrito a 4gua e sal
mineralizado. Para facilitar o manejo durante a caracterizacdo do momento do
desvio folicular, os animais foram numerados a fogo (1-20) e separados em 2
grupos (n=10, em cada grupo), sendo que estes, tiveram tratamentos idénticos.
Dez dias ap6s o término de avaliacdo de um grupo, iniciou-se o estudo do

préximo.

3.1. Experimento 1- Etapa 1: Caracterizagdo do momento do desvio de

crescimento folicular.

Para que todas as novilhas estivessem em estagio de
desenvolvimento folicular similar, foram submetidas ao seguinte protocolo de
sincronizacdo da ovulacdo: no D-10 receberam um dispositivo intravaginal
liberador de progesterona, previamente utilizados por 8 dias (1,0 g, DIB®,
Syntex, Argentina), associado a aplicacdo de benzoato de estradiol (BE, 2,5
mg, Estrogin® via IM). O dispositivo intravaginal foi removido no D-3 e os
animais receberam uma aplicacédo de PGF,o. (d-cloprostenol, 500 ug, Prolise®,
IM). Vinte e quatro horas mais tarde administrou-se 1,0 mg de BE (via IM) e a
partir deste momento, o crescimento do foliculo dominante foi acompanhado

através de exame ultra-sonografico (US), realizado a cada 12 horas (Figura 1)
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|DIB 1 DIB
BE PGF,a BE Ovulagéo

D -10 D-3 D-2 DO D6
US 12/12 h

Figura 1. Protocolo de sincronizagcdo da ovulacdo e acompanhamento do
desenvolvimento folicular ovariano em novilhas Nelore (DIB = Dispositivo
Intravaginal Bovino, BE = Benzoato de estradiol, PGF,a = Prostaglandina Fq,
D = Dia, US = Exame Ultra-sonogréfico, | = insercéo e 1 = retirada.

3.1.2. Ultra-sonografia

Apos a ultima aplicacdo de BE (D-2) o desenvolvimento dos foliculos
>1 mm de diametro foi acompanhado mediante US, realizada a cada 12 horas,
até o sexto dia ap0s a ovulacéo, de forma a permitir a identificacéo do inicio do
desvio folicular.

Considerou-se como 0 momento da ovulagcdo a média entre a ultima
vez que o foliculo ovulatério foi visto e a primeira ocasidao em que 0 mesmo nao
foi detectado no monitor do ultra-som.

O transdutor de ultra-som (Aloka SSD 900; transdutor de 7,5 a 9,0
MHz) foi movimentado sobre a superficie dos ovarios e, quando necessério, a
imagem do monitor foi congelada para mensuragdo do tamanho dos foliculos (=
1mm). Duas imagens diferentes de cada foliculo foram congeladas e
mensuradas. Quando se observou acentuada diferenca entre as mensuracoes,
obteve-se uma terceira imagem para confirmar o tamanho correto do foliculo.
Apés cada exame, foram desenhados diagramas da posicéo dos foliculos em
relacdo a outras estruturas ovarianas, de forma a permitir a identificacdo de

cada foliculo durante dias sucessivos.
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O momento do desvio de crescimento folicular foi caracterizado
como 0 momento em que ocorreu a maior diferenca na taxa de crescimento

entre os dois maiores foliculos da onda.

3.2. Etapa 2: Abate e remocédo dos ovarios e avaliagcdo da expresséo do
LHR

ApOs a caracterizacdo do desvio de crescimento folicular no
experimento 1, as novilhas foram novamente sincronizadas com o protocolo
citado acima e acompanhados por US para identificar o momento da ovulacéo
e separadas em 3 grupos: Grupo 2 dias apés a ovulacao (G2, n=6), 2,5 dias
apos a ovulacdo (G2,5, n=7) e 3 dias apos a ovulacdo (G3, n=7). Nas novilhas
do Grupo 2,5 e 3, o protocolo de sincroniza¢do da ovulacdo teve inicio 12 e 24
horas mais tarde em relagéo as novilhas dos grupos 2, respectivamente, para
permitir que os ovarios dos animais pudessem ser removidos nos dias 2,0, 2,5
e 3,0 pés-ovulacao.

As novilhas utilizadas no Experimento 2, ndo foram as mesmas
descritas na caracterizacdo do desvio folicular (Experimento 1, realizado no
periodo entre dezembro/06 e margo/07). Neste experimento 1, apdés a
obtencdo dos ovarios das novilhas utilizadas no estudo do desvio folicular, a
obtencdo das células da granulosa foi realizada por meio de raspagem, com
pipeta de Pasteur adaptada, da cavidade folicular. Quando as amostras de
células da granulosa foram analisadas por RT-PCR, observou-se que a maioria
estava contaminada com células da teca, restando apenas o material de 4
novilhas que compunham o grupo 3. Portanto, outro lote composto por 21
novilhas Nelore PO foi utilizado para a analise da expressdo do LHR
(Experimento 2, outubro/07).

As novilhas do experimento 2 foram abatidas, durante 3 dias
consecutivos no Frigorifico Beira Rio, municipio de Santa Cruz do Rio Pardo-
SP, para a obtencdo dos ovarios no seguinte esquema: primeiro dia, G2 (12
horas antes do momento previsto para a ocorréncia do desvio folicular, ou seja
2 dias ap6s a ovulagcdo), segundo dia, G2,5 (proximo ao momento do

divergéncia folicular, 2,5 dias apds a ovulacdo) e no terceiro dia, G3 (12 horas
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apo6s este momento, sendo que 2 novilhas (S e T) deste grupo, estavam a 5
dias apos a ovulacdo, por terem antecipado a ovulacdo. Os animais foram

embarcados as 4 horas e abatidos as 6 horas da manha do mesmo dia.

3.2.1. Classificacgéo folicular

Os foliculos foram agrupados em 3 classes de acordo com o estagio do
desenvolvimento folicular em que se encontravam no momento do abate: pré
desvio , proximo ao momento do desvio e pdés desvio folicular. Para cada
novilha foram dissecados os dois ou trés maiores foliculos presentes em

ambos os ovarios.

3.2.2. Dissecacao dos foliculos

Os ovérios foram acondicionados em sacos plasticos contendo solucéo
fisiologica resfriada (4°C), colocados dentro de uma caixa térmica e levados ao
laboratério (a 10 minutos do abatedouro). No laboratério, os foliculos foram
dissecados com o auxilio de pincas e tesouras lavadas em tubos corning de 50
mL contendo sequencialmente: agua destilada, solucdo RNaseZap Ambion® e
agua destilada novamente. Cada foliculo foi mensurado com um paquimetro,

avaliando-se o didmetro médio entre a altura e o comprimento.

3.2.3. Obtencéao do fluido folicular

O fluido folicular foi aspirado com agulha de calibre 25x10 mm
acoplada a seringa de 1,0 mL, e congelado inicialmente a -196°C, e
posteriormente em freezer (Forma Scientific®) a -80°C para posterior analise
das concentracbes de esterdides (estradiol e progesterona) por
radioimunoensaio. Estas analises serdo realizadas posteriormente a

apresentacao deste trabalho, devido ao atraso na entrega do KIT Estradiol
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DSL-4400 (Diagnostics Systems Laboratoris, Texas, USA) e Progesterona DSL
3400 (Diagnostics Systems Laboratoris, Texas, USA).

3.2.4. Isolamento das células da granulosa

As células da granulosa foram isoladas por centrifugacdo do fluido
folicular e lavagem da cavidade folicular. O fluido folicular foi aspirado com
agulha de calibre 25x10 mm acoplada a seringa de 1,0 mL A seguir, solucdo
fisiolégica estéril foi injetada e retirada da cavidade folicular repetidamente
(cerca de 8 vezes) para recuperacdo das células murais e 0 “cumuls oophorus”
(COC). Posteriormente, a solugao foi centrifugada (3.300xg por 2 min) para
concentrar as células e possibilitar a remocéo da solucéo fisiologica. O “pellet”
de células resultante foi imerso em 1 mL de solucdo Trizol, homogeneizado
(homogeneizador de tecidos Polytron — UltraTurrax/T-25) por 1 minuto e
congelado a -80°C para posterior extracdo de RNA total através do protocolo
Trizol (Invitrogen®). A concentragcdo do RNA total recuperado foi mensurada

por espectrofotometria (Biophotometer-Eppendorf®).

3.3. Extracdo do RNA total

Assim que as amostras foram descongeladas, adicionou-se 200ul de
cloroférmio nos tubos contendo o0 RNA com 1,0 mL de Trizol®. Apds 15
segundos de agitacdo amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
2,5 minutos e centrifugadas a 7.300xg por 15 minutos a 4°C. O clorof6rmio foi
utilizado para separar a amostra em duas fases: uma organica e outra
inorganica ou aquosa. O halo branco € formado por proteinas e o rosa por
DNA. O RNA total permanece solubilizado exclusivamente na fase aquosa,
representada pelo sobrenadante transparente resultante da centrifugacéo.

Na etapa de precipitagio do RNA total, a fase aquosa obtida

anteriormente foi transferida para outro tubo (polipropileno de 1,5 mL -
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Eppendorf®), acrescida de 0,5 mL de &lcool isopropilico e incubada a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida foi centrifugada a 7.300xg
durante 10 minutos a 4°C, formando um “pellet”.

O sobrenadante foi removido e o RNA foi lavado com 1 mL de etanol a
75% e novamente centrifugado a 7.300xg por 5 minutos a 4°C.

Apos a retirada do excesso de liquido do tubo com auxilio de uma
pipeta, o0 RNA foi dissolvido em 10 pL de agua GIBCO® e incubado por 10
minutos & 60°C (Bloco aquecedor — Thermolyne Type 17600®) para finalmente

ser armazenado a - 80°C.

3.4. RT-PCR

A expressdo do RNAm codificador do LHR foi investigada por reacao
de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
em células da granulosa. A expressdo do gene constitutivamente expresso
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizada como controle
interno da RT-PCR. Antes da reacéo de transcricdo reversa, a fim de evitar que
contaminagao com DNA gendmico interferisse nos resultados, amostras de 1ug
de RNA total foram incubadas com DNAse (Invitrogen®). A reacdo de
transcricdo reversa foi realizada utilizando-se iniciador (“primer”) oligo (dt), de

acordo com o protocolo SuperScript lll (Invitrogen®).

3.4.1. Protocolo DNAse |

Conforme as instrugbes do protocolo DNAse | - Amplification Grade
(Invitrogen®), o RNA total destinado a reacdo de transcricdo reversa foi
transferido para microtubo estéril, onde acrescentou-se 1 yL de tampéao (Buffer
Kit DNAse), 1 uL de DNAse | (1 U/uL) e agua destilada tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato) e autoclavada na quantidade suficiente para completar 10
pL de solucdo. Essa solugdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15

minutos e, em seguida, foi acrescida de 1 uL de EDTA (25 mM) e incubada a
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65°C por 10 minutos. ApoOs a incubacgdo, as amostras foram transferidas para

gelo e imediatamente submetidas a reacado de transcricao reversa.

3.4.2. Reacgéo de transcricao reversa (RT)

Para a reacgdo de transcrigcao reversa, foi utilizado o kit SuperScript IlI
(Invitrogen®), cujo protocolo iniciou-se pela adicdo em microtubo estéril de 8uL
da solugdo de RNA total tratada com DNAse | (contendo 1ug de RNA total
proveniente das células da granulosa), 1 uL de oligonucleotideo iniciador Oligo
(DT) (500 pg/mL) e 1 uL de dNTP Mix (10 mM). Esta solucéo foi incubada a
65°C por 5 minutos e, em seguida, incubada em gelo por 1 minuto e meio.
Ap6s a ultima incubacéo, adicionou-se a solucéo 4 uL de tampéao “First Strand”
5X, 1 uL de DTT (0,1M), 1 ul de “RNAseOUT Inhibitor” (40 U/uL) e 1ul (200 U)
de SuperScript Il RT (transcriptase reversa). Na sequéncia, a solucédo foi
incubada a 50°C por 50 minutos, seguida de 70°C por 15 minutos e, finalmente,
em gelo por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram mantidas em gelo para

utilizacao imediata no PCR ou armazenadas a -20°C.

3.4.3. Reagédo em cadeia da polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do LHR
foram delineados com base na seqiiéncia para o gene bovino disponivel no
GenBank (acesso MM_174381, descrito por NOGUEIRA et al., 2007, Tabela 1).
O oligonucleotideo iniciador “sense” foi posicionado no exon 9 e o “anti-sense”
no exon 11 (Figura 2), a fim de amplificar todas as regides do receptor. As 4
isoformas do LHRB pesquisadas foram: M1 (forma completa do gene “full
length”), M2 (delegcéo do exon 10), M3 (dele¢&o da porgao proximal do exon 11)
e M4 (delecdo do exon 10 e parte da porcdo proximal do exon 11). “Primers”
para o gene GAPDH foram incluidos no RT-PCR, ja que a expressao deste gene

foi utilizada como referéncia para a quantificacdo da expressédo dos receptores
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de LH (técnica semiquantitativa). A fim de detectar a contaminagdo das amostras
de células da granulosa com as da teca, investigou-se a expressao da CYP17,
caracteristica das ceélulas da teca (Tabela 1). As amostras que apresentaram
contaminacao foram descartadas do experimento de quantificacdo da expressao
génica do LHR (Figura 6).

Para a amplificacdo desses transcritos pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizou-se o protocolo Platinum TagDNA Polimerase
Invitrogen®. Ao produto (0,5 uL cDNA) foi acrescido: 2,5 uL de tampéo PCR
10X (fornecido no Kit - Invitrogen®); 0,75 uL de MgCl, (50mM); 0,5 uL de dNTP
Mix (0,2mM); oligonucleotideos iniciadores “sense” e “antisense”; 1,25 uL de
Platinum Tag DNA polimerase; agua destilada autoclavada para completar 25
uL. Na seqliéncia, as amostras foram desnaturadas a 94°C por 3 minutos no
termociclador (MJ Research PTC 200®), as temperaturas e tempos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo, especificas para cada gene foram

descritas por Nogueira et al., (2007).

LHRBC:

LHRBC

Figura 2- Estrutura e disposicdo dos exons no gene codificador do LHR. Os
nameros (1 a 11) indicam os exons; TM = dominio transmembranico; IC =

regido intracelular; UTR = regido nao traduzida.
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificagdo do GAPDH, M1, M2. M3 e M4 e da 17a hidroxilase.

Gene Alvo Sequéncia Fragmento

S 5'tgt tce agt atg att cca ccc 3
GAPDH 850 pb
A 5’'tcc acc acc ctg ttg ctg 3’

1240 pb (M1)

LHR S H'aaa ctt gcc aac aaa cga 3’ 1159 pb (M2)
A 5’ata gca agt ctt gtc cag ga 3’ 975 pb (M3)
894 pb (M4)
17ahidroxilase S 5’gaa tgc ctt tgc cct gtt ca3’
(CYP 17) A 5’cgc gtt tga aca caa ccc tt3’ 330pb

S =*“sense”; A = “antisense”; pb = pares de bases.

3.4.5. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese (100V por 4
horas) em gel de agarose a 3,0% em tampéao Buffer. O gel foi corado em
solucéo de brometo de etidio (1ug/mL) durante 30 minutos. O “DNA ladder
100bp” (Invitrogen®) foi utilizado como referéncia para avaliar o tamanho dos
fragmentos amplificados. As imagens dos géis foram visualizadas mediante
exposicao do gel a luz UV e digitalizados no equipamento ImageMaster

(PharmaciaBiotech®) para posterior analise por densitometria das bandas.

3.5 Comparacdo entre as medidas foliculares obtidas pelo US e

paquimetro

Para comparar os diametros foliculares obtidos através de exames

ultra-sonograficos com aqueles oriundos de mensuracdes realizadas com
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um paquimetro, foliculos provenientes de ovarios de abatedouro foram
dissecados e mensurados pelos dois métodos. Cada ovario (n=14) foi
colocado dentro de um saco plastico transparente contendo gel (Carbogel® ,
Brasil) e o transdutor era movimentado sobre a superficie do saco plastico
para obtencdo das imagens e mensuracao do diametro folicular. Os foliculo
selecionados foram divididos em 2 grupos: grupo F5 (diametro folicular 4,9 +
0,34mm, n =7) e grupo F9 (didametro folicular 9,1 + 0,36mm, n=7). A sequir,
os mesmos foliculos utilizados na ultra-sonografia foram dissecados e o

didametro dos mesmos foi aferido com um paquimetro (com escala de 1 mm).

3.6 Andlise Estatistica

A determinacdo do momento esperado para a ocorréncia do desvio ou
divergéncia folicular, bem como o diametro dos dois maiores foliculos neste
momento, foi realizado de duas formas: 1) através de andlise visual do gréafico
de cada novilha, contendo os dados sobre o crescimento dos dois maiores
foliculos ovarianos e 2) por meio do modelo matematico de Regresséao Linear
Segmentada descrito por BERGFELT et al. (2003). Para testar se houve
diferenga estatistica ou ndo entre os resultados obtidos através da analise
visual (1) ou por meio do modelo matematico (2) e a taxa de crescimento entre
os dois maiores foliculos antes do momento do desvio, utilizou-se o Test-t de
Student. Para as comparacfes entre as medidas foliculares obtidas pelo US e
o paquimetro foi utilizado o Test-t de Student

Para a expressao dos receptores do LH, as comparacdes foram feitas
entre 0s grupos 2,5 e 3,0, uma vez que no grupo 2 essa expressao foi nula. A
comparacao entre os grupos 2,5 e 3,0 foi realizada por meio de analise de
variancia e os dados transformados em Log (X+0,1). As comparacdes entre as
quatro isoformas do LHR foram feitas através de analise de medidas repetidas.
Foram consideradas significativas as diferencas com valor de p<0,05. A analise

foi realizada utilizando o programa SAS (Intitute, Cary, NC).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do momento do desvio folicular (experimentol)

Das 20 novilhas utilizadas inicialmente no experimento 1, 5 néo
ovularam e 5 perderam condi¢&o corporal (aproximadamente 1 ponto de escore
corporal, na escala 1-5, LOWMAN, 1976) durante as avaliacbes ultra-
sonograficas, consequentemente, foram excluidas do experimento.

O uso do método grafico forneceu resultados semelhantes aos obtidos
por meio de regressao linear segmentada (Tabela 2). Ao analisar
retrospectivamente os diagramas de cada novilha (n=10), observou-se o
surgimento de um grupo de foliculos (em média 10,2 + 4,08 foliculos por
novilha), doze horas antes da ovulacéo, caracterizando a emergéncia de uma
onda folicular. Neste momento, os didmetros médios do maior foliculo e dos
demais foliculos, foram de 2,7 £ 0,11 mm e 2,2 £ 0,21 mm No momento da
ovulacao (ou seja, 12 horas ap0s a observacdo da emergéncia), o numero de
foliculos recrutados aumentou para 14,9 + 2,96.

Em 80% (8) das novilhas o futuro foliculo dominante era maior foliculo
(2,67+£0,09mm) que os subordinados (2,02 = 0,1mm, p<0,001) ja na
emergéncia da onda, ou seja, 12 horas apds a ovulagao.

O desvio de crescimento folicular ocorreu 2,3 = 0,21 dias apods a
ovulacédo e os diametros foliculares foram de 5,3 + 0,21 e de 4,9 + 0,05 mm,
para o foliculo dominante e subordinado, respectivamente (regressao linear
segmentada, Figura 3 e Tabela 2). Nas novilhas 6 e 5, a ocorréncia da
divergéncia folicular foi atipica em relacdo as demais, ocorrendo 1,5 e 4 dias
apos a ovulacédo, respectivamente.

A taxa de crescimento, determinada a partir de 12 horas antes da
ovulacdo até o momento do desvio folicular, foi semelhante entre o futuro
foliculo dominante (0,53 = 0,15 mm) e o maior foliculo subordinado (0,53 + 0,22

mm).
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Diametro folicular (mm)

212 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Horas em relacéo a ovulagéo

Figura 3 - Diametro (x EPM) dos dois maiores foliculos (F1 = foliculo
dominante e F2 = foliculo subordinado) da onda de crescimento folicular, a
partir de 12 horas antes da ovulacao (- 12) até 132 horas ap6s. Momento do
desvio de crescimento folicular indicado pela seta.
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Tabela 2- Momento do desvio (dias apds a ovulacéo) e diametro folicular (mm)
determinados pelo método grafico ou por regressao linear segmentada, em

novilhas Nelore. FD = foliculo dominante, EPM = erro padrdo da média.

Método grafico Regresséao linear segmentada
Novilha dias FD dias FD
apos ovulacao (mm) apo6s ovulacao (mm)
2 2,5 4,7 2 4,6
4 2 5,6 1,9 5,6
5 4 6,3 3,8 6,4
6 15 4,3 1,5 4,2
9 2 6,5 2 6,5
10 2 5 2 51
11 2 6,5 2 6,5
12 2,5 5 2,4 4,8
14 2,5 5,2 2,6 5
15 2 4,4 2,2 4,6
MédiatEPM 2,3+£0,21 5,310,21 2,24+0,19 5,36%0,27

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (método gréafico vs regresséao linear
segmentada), Teste-t (p>0,05)
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4.2. Avaliacédo da expresséo do LHR (experimentos 1 e 2)

O grupo 2 era composto por 6 novilhas, porém, o animal S, antecipou a
ovulacdo em 48 horas e passou para o grupo 3. Portanto, restaram 5 novilhas
neste grupo. Das 7 novilhas do grupo 2,5, 2 ndo ovularam e as amostras dos
foliculos de outra ndo expressaram GAPDH e foram excluidas do experimento
(restaram 4 novilhas neste grupo). Das 8 novilhas do grupo 3, as amostras de
duas delas foram negativas para o0 GAPDH e, conseqientemente, essa
novilhas foram retiradas do grupo. Além das amostras da novilha 13, as de
outras 4 novilhas oriundas do experimento 1 (novilhas N, O, P e Q), foram
incluidas neste grupo (nimero total de novilhas do grupo 3 = 11).

No grupo 2 néo foi detectada expressédo de nenhuma isoforrma de LHR
nos 6 foliculos oriundos dos 5 animais deste grupo apesar destes foliculos
expressarem o GAPDH. J& nos animais do grupo 2,5 (n=4), dos 8 foliculos
examinados, 4 foram classificados como dominantes e destes, dois (50%)
expressaram LHR. Por outro lado, 63,63% dos foliculos do grupo 3
classificados como dominantes (n=11) expressaram LHR (Tabela 03 e Figura
7).

Nos foliculos classificados como dominantes, de acordo com o exame
ultra-sonografico realizado no dia da ovulagdo, ndo houve diferenca
significativa na porcentagem de foliculos que expressarm do RNAmM do LHR
(p=0,74) nos foliculos provenientes dos grupos 2,5 e 3,0 (Figura 4).

Em todas as outras amostras foliculares que expressaram o receptor
do LH, as quatro isoformas estiveram presentes, exceto um foliculo da novilha
N, que nao expressou a isoforma M4 (Tabela 3).

A expressdo das isoformas M1 e M3 foi detectada com maior
intensidade do que as M2 e M4 (p < 0,001, Figura 5).
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Tabela 3- Identificacdo da novilha, grupo experimental, diametro folicular (mm)
e porcentagem de expressao relativa ao GAPDH das isoformas do LHR (M1 a
M4) nas células da granulosa, obtidas de novilhas da raga Nelore sacrificadas
2 (G2), 2,5 (G 2,5 e 3,0 (G3) dias apos a ovulacao.

Isoformas do LHR

Novilha Grupo Foliculo(mm) M1 M2 M3 M4
A 2 55 - - - -
B 2 55 - - - -
B 2 4,5 - - - -
C 2 55 - - - -
D 2 5 - - - -
E 2 6,7 - - - -
F 2,5 7 60,23 17,09 51,70 8,09
F 2,5 6 - - - -
G 2,5 7 20,26 2,97 15,08 2,88
G 2,5 5 - - - -
H 2,5 7 - - - -
H 2,5 6 - - - -
I 2,5 7 - - - -
I 2,5 6,2 - - - -
J 3 7 - - - -
J 3 9 35,25 17,55 26,91 12,95
K 3 9 - - - -
L 3 7 - - - -
L 3 8 37,40 12,40 32,71 11,40
M 3 7 - - - -
N* 3 10 13 1 7 0
N* 3 5 - - - -
oM 3 8,5 57 16 47 7
o* 3 6 - - - -
P* 3 6,5 - - - -
P* 3 8,2 - - - -
Q" 3 7,5 10 3 6 1
Q" 3 5 - - - -
R 3 10 59,15 25,97 55,68 22,53
R 3 7 - - - -
S 3 14 100,64 19,13 63,61 14,06
S 3 8 11,40 3,03 5,82 2,82
T 3 11 - - - -
T 3 6 - - - -

" Novilhas provenientes do experimento 1
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Figura 4 — Total de foliculos por grupo de novilhas da raca Nelore sacrificadas
2 (G2), 2,5 (G 2,5 e 3,0 (G3) dias ap6s a ovulacao e quantidade de foliculos
que expressaram LHR (p=0,74).
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Isoformas do LHR

Figura 5 — Porcentagem relativa acumulada da expressdo das quatro
isoformas do LHR (M1, M2, M3 e M4) nas células da granulosa dos foliculos
dos Grupos de novilhas da raca Nelore sacrificadas 2 (G2), 2,5 (G 2,5 e 3,0
(G3) dias ap6s a ovulagao.

* A expresséao das isoformas M1 e M3 foi detectada com maior intensidade do
que as M2 e M4 (p < 0,001).
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4.3. Comparacao entre as medidas foliculares obtidas por meio de ultra-

sonografia vs paquimetro

Os foliculos selecionados pela ultra-sonografia foram divididos em 2
grupos: grupo F5 (diametro folicular = 4,9+0,34mm, n =7) e grupo F9 (diametro
folicular= 9,1+0,36mm, n=7) e, a sequir, foram dissecados e mensurados com
o auxilio de um paquimetro. Os diametros foliculares determinados por meio de
ultra-sonografia foram significantemente inferiores aos determinados com

paquimetro (Tabela 4).

Tabela 4- Grupos de foliculos (F5 e F9), diametro folicular (mm) obtido por
meio de ultra-sonografia (US) ou com auxilio de um paquimetro e, diferenca
(mm) entre as mensuracgdes obtidas pela US e pelo paquimetro.

GRUPO F5 GRUPO F9
us Paquimetro Diferenca us Paquimetro Diferenca
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

4 5,3 1,3 10,1 11,2 11
4,1 5,6 1,5 9,7 10,5 0,8
4.8 6 1,2 8,8 10,3 15
6,2 7,5 1,3 7,5 9 1,5
5,3 59 0,6 8.4 10 1,6
5,9 7 1,1 9,5 10,6 11

4 5,3 1,3 10,1 11,2 11

*4,9+0,34°  60,32°  1,18+0,10° 9,1+0,36" 10,4+0,28° 1,24+0,10°
*‘Média tEPM

&€ Valores com sobrescritos diferentes, diferem entre si (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Neste experimento, a emergéncia da onda de crescimento folicular
ocorreu 12 horas antes da ovulacdo, caracterizada pelo recrutamento de um
grupo de foliculos 21,8 mm. De maneira semelhante, Jaiswal et al. (2004),
observaram o aparecimento de um grupo de foliculos de 1 a 3 mm, 48 horas
antes da ovulagao. Entretanto, estudos anteriores, definem como emergéncia
da onda, o momento da visualizagdo de foliculos 23 mm, 24 horas apos a
ovulacdo (GINTHER et al., 1996; SARTORELI et al., 2005; CASTILHO et al.,
2007). A disparidade entre esses dados pode ser explicada pelos aparelhos de
ultra-som utilizados nos experimentos anteriores. Tanto neste experimento,
como no de Jaiswal et al. (2004), os exames ultrasonograficos foram realizados
com transdutor de 9,0 MHz que permite a visualizacao de foliculos com = 1,0
mm, 0 que ndo é possivel com aparelhos com probes de 5 a 7,5 MHz,
utilizados nos outros estudos.

A deteccdo do grupo de foliculos de 1 a 3 mm, descritos por
Jaiswal et al. (2004) coincidiu com o inicio do aumento das concentracdes de
FSH. De fato, a emergéncia da primeira onda folicular ocorre antes da
ovulagao, pois, segundo Adams et al. (1992) o aumento nas concentragoes de
FSH, inicia-se entre 2 e 4 dias (~48 a 96 h) antes da detecc¢édo ultra-sonogréfica
de foliculos = 4mm, Além disso, varios trabalhos, in vitro, ttm demonstrado que
pequenos foliculos antrais, com apenas uma camada de células da granulosa
sao responsivos ao FSH (RICHARDS & MIDGLEY, 1976, FRICKE et al., 1997;
TANAKA et al., 2001).

O intervalo entre a ovulagdo e o desvio folicular encontrado neste
estudo foi de 2,3 dias, com o maior foliculo medindo 5,3mm e o0 segundo maior
4,9mm. Estes dados estdo de acordos com 0s descritos anteriormente na raca
Nelore, (desvio folicular 2,4 a 2,8 dias ap6s ovulacdo e maior foliculo medindo
entre 5,4 a 6,2 mm; SARTORELLI et al.,, 2005; CASTILHO et al., 2007,
GIMENES et al., 2008). Entretanto, em novilhas da raca Holandesa (Bos taurus
taurus) apesar do desvio folicular ocorrer 2 a 3 dias apdés a ovulacdo, o
didmetro do maior foliculo (futuro foliculo dominante = 8,5 mm) é cerca de 2,5
mm maior que o observado na raca Nelore, enquanto que o segundo maior

foliculo possui 7,2 mm no momento do desvio (GINTHER et al., 1996).
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No presente trabalho, na emergéncia da onda folicular, o futuro foliculo
dominante, ja era maior (2,67mm) que os demais foliculos (2,02mm) da onda, o
que lhe garantiu, no momento do desvio, uma vantagem de 0,4mm de
didmetro. De maneira semelhante, em novilhas Hereford cruzadas, o futuro
foliculo dominante, foi detectado com 1 mm no momento da emergéncia antes
gue os demais do grupo fossem visualizados; e no momento do desvio, 0
diametro deste foliculo foi 0,7 mm maior do que os demais foliculos (JAISWAL
et al., 2004). No entanto, em novilhas Nelore, Castilho et al. (2007), n&o
observaram diferenca em tamanho nos dois maiores foliculos da onda no
momento de desvio (5,4 vs 5,3 mm).

A média de crescimento (0,5 mm a cada 12 h) foi semelhante entre o
futuro foliculo dominante e seu subordinado até o momento do desvio. Dados
semelhantes sdo mencionados em estudos com a raca Nelore (SARTORELLI
et al.,, 2005; CASTILHO et al., 2007). Em novilhas Holandesas, a média de
crescimento foi de 0,5 mm a cada 8 horas (GINTHER et al., 2003).

As disparidades encontradas entre zebuinos e taurinos, quanto ao
tamanho folicular e 0 momento do desvio, ndo estdo bem elucidadas, porém
podem ser decorrentes de interferéncias de fatores raciais, climaticos,
nutricionais.

Existem evidéncias na literatura de que a aquisicdo de receptores de
LH (LHR, BODENSTEINER et al., 1996, BEG et al., 2001) é importante para a
manutencdo do foliculo selecionado apds a diminuicdo nos niveis sanguineos
de FSH. Além disso, discute-se também a possivel participacdo do LH no inicio
do processo de desvio folicular. Segundo Ginther et al. (2001), as células da
granulosa do futuro foliculo dominante adquirem receptores de LH pouco antes
do inicio do desvio, 0s quais poderiam ser ativados pelo aumento transitorio de
LH .

Nos foliculos do Grupo 2 (4,5 a 6,7 mm de diametro), ndo se detectou a
expressdo de LHR nas células da granulosa (0/6). Essa expressédo, foi
primeiramente detectada em 2 amostras provenientes de foliculos com 7 mm
de diametro, de duas novilhas (F e G) do grupo G2,5. Entretanto, é provavel
gue nestas novilhas o momento do desvio tenha ocorrido antes do momento
esperado (2,3-2,8 dias), a exemplo do que ocorreu com a novilha 6

(Experimento 1, 1,5 dias), e, consequentemente, estes animais ja teriam
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passado a fase de desvio folicular. Reforcando essa hipétese, a diferenca de
tamanho encontrada entre os dois maiores foliculos na novilha G foi de 2 mm,
indicando que a dominéancia morfologica ja estava bem definida, no momento
da obtencdo de seus foliculos. Por outro lado, as células da granulosa dos
foliculos das novilhas H e | (ambos com 7 mm), ndo expressaram LHR,
possivelmente por ainda ndo terem atingido o momento do desvio folicular.
Estas suposicbes poderdo ser comprovadas apdés a determinacdo das
concentracOes de estradiol e progesterona no fluido folicular, uma vez que a
relacdo estradiol/progesterona permite distinguir os foliculos dominantes dos
atrésicos.

No presente trabalho, o fato de n&o se ter observado a expressao do
LHR em nenhuma amostra do grupo 2 (0/6), evidencia que a aquisicdo de tais
receptores, nas células da granulosa, ocorre somente em foliculos com = 7
mm. Estes dados corroboram os ja descritos em animais anelorados (a
expressdo do LHR foi primeiramente detectada em foliculos de 7mm;
NOGUEIRA et al. 2007) e também em novilhas Hereford (expressao ocorrendo
em foliculos a partir de 9mm, XU et al.,, 1995). No entanto, contrariam a
hipétese levantada por Beg et al. (2001), segundos os quais a expressao dos
receptores de LH nas células da granulosa do futuro foliculo dominante
ocorreria cerca de 8 h antes do desvio folicular. Considerando-se esta hipétese
(Beg et al., 2001), no presente trabalho a expressdo do LHR deveria estar
ocorrendo 8 h antes do desvio, ou seja, em foliculos com diametro inferior a 5,4
mm, que corresponderia as amostras do Grupo 2. Entretanto, como as
mensurac¢des dos diametros dos foliculos utilizados para detecgdo do LHR,
foram feitas com paquimetro, que forneceu resultados em média 1,18 mm
maiores que as obtidos pelo ultra-som, o diametro de 5,4 mm obtido por meio
de ultra-sonografia corresponderia a 6,6 mm do paquimetro, ou seja, apos
ocorréncia do desvio folicular em novilhas Nelore.

Ainda existe controvérsia na literatura com relacdo ao papel do LH no
processo de desvio folicular. Parte do problema se deve as diferentes técnicas
utilizadas para detectar o RNAm para LHR (hibridizacao in situ vs RT-PCR) e a
validacdo das mesmas para as diferentes isoformas do receptor de LH. Evans
& Fortune (1996), ndo observaram o RNAmM do LHR nas células da granulosa

do foliculo dominante ou do maior foliculo subordinado no segundo e terceiro
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dias da onda folicular (momento do desvio), ao utilizarem técnica de
hibridizagcdo in situ. Utilizando esta mesma técnica, Yuan et al. (1998)
observaram expressao de LHR somente em foliculos 29mm, 60 horas apds a
emergéncia da onda. Entretanto, por RT-PCR, a expressdo do LHR foi
confirmada em foliculos com 8 mm de diametro, o que corresponde, a 8 horas
antes do momento esperado para a ocorréncia do desvio de crescimento
folicular em taurinos (BEG et al., 2001).

Apesar do mecanismo preciso para a sele¢do do foliculo dominante
ainda ndo estar completamente elucidado, sabe-se que durante este evento
além do possivel papel do LH e seus receptores, estdo também envolvidos os
fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs), que parecem
desempenhar papel critico neste processo. Os IGFs sdo sinérgicos ao FSH na
promocédo de crescimento folicular e producédo de estradiol (FORTUNE et al.,
2004). O aumento nas concentracdes intrafoliculares deste esterdide, bem
como os de ativina A e a diminuicdo dos niveis de IGFBP-2 e -4, estdo
relacionados a dominancia folicular (GINTHER et al., 2002; KOJIMA et al.,
2003).

A reducéo das proteinas ligantes de IGF (IGBPs) tem sido associada a
aumento da atividade proteolitica da proteina sérica A associada a prenhez
(PAPP-A, MONGET et al., 2003) e a expressdo de seu RNAmM é mais
abundante no foliculo dominante em crescimento nos bovinos do que em
foliculo pequenos nao selecionados (FAYAD et al., 2004, FORTUNE et al.,
2004). Além disso, a PAPP-A é responsavel pela degradacdo de IGFBP-2,
levando ao aumento da biodisponibilidade de IGF (MONGET et al., 2003).
Embora ndo se tenha encontrado diferencas nas concentracdes de IGF total de
foliculos dominantes em relacéo aos subordinados (DE LA SOTA et al., 1996),
a concentracdo de IGF-I livre foi maior no fluido folicular do maior foliculo
comparado ao segundo maior da mesma onda, mesmo antes da observacéo
de diferencas no diametro e na concentracédo de estradiol (BEG et al., 2002).
Essas observacdes, sugerem a existéncia de um sistema modulador da
disponibilidade de IGF intra-folicular, diferencialmente regulado em foliculos
dominantes e subordinados, o que permitiia ao maior foliculo, ter uma
dominancia bioquimica antes do estabelecimento da dominancia morfologica
(FORTUNE et al., 2004).
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O fato da expressdo do LHR ter ocorrido nas células da granulosa de
foliculos = 7mm, refor¢ca a hipotese de que a capacidade ovulatoria folicular é
adquirida ap0s o desvio de crescimento folicular. Sartori et al. (2001),
observaram que em vacas Holandesas, a administracéo de LH induziu 80% de
ovulacdo nos animais com foliculos = 10mm e nenhum resposta nas vacas com
foliculos de 7 ou 8,5 mm. No grupo de vacas com foliculos de 7 e 8,5mm
(tamanho folicular proximo ao momento de desvio) ndo houve ovulagcdo. Em
estudo similar realizado com a raga Nelore, a administracdo de LH exdgeno
promoveu ovulacdo em 90, 80 e 33% das novilhas com foliculos > 10 mm, de
8,5a 10 mm e de 7 a 8,4 mm, respectivamente (GIMENES et al., 2008). Em
vacas Nelore, a administragdo de LH induziu ovulagdo em 90% dos animais
com foliculos entre 9 e 10 mm e 20% nas vacas com foliculos entre 7,5 e 8,0
mm de didmetro (comunicacéo pessoal, SIMOES, R.A.L.)

Nas novilhas abatidas 3 dias apos a ovulacéo (grupo 3, pés-desvio), foi
possivel determinar, de acordo com o diametro folicular, quais eram os foliculos
dominantes e subordinados. Nestes animais, 63,63% (7/11) dos foliculos
classificados como dominantes (7,5 a 14 mm) expressaram as 4 isoformas de
LHR. Curiosamente, duas amostras de uma mesma novilha (novilha S),
obtidas de um foliculos de 8 e outro de 14 mm, expressaram o LHR. No
entanto, quando se compara a concentracdo das isoformas (M1 a M4)
presentes em ambos, nota-se que no menor foliculo (8 mm) a intensidade de
expressao foi menos acentuada em relagcdo ao maior (14 mm). Uma possivel
explicagéo para este achado surpreendente seria a ocorréncia de um processo
de dominéncia apenas parcial, exercida pelo foliculo de 14 mm, resultando
numa atresia mais tardia do foliculo de 8mm. Por outro lado, no foliculo de 11
mm da novilha T, ndo foi detectada expressdo de LHR. Este foliculo poderia
estar em atresia caso o animal apresentasse ciclo estral de trés ou quatro
ondas foliculares.

A presenca dos 4 transcritos do LHR foi confirmada em todas as
amostras que expressaram este receptor, exceto um foliculo na novilha N, que
ndo expressou a isoforma M4. Além disso, as isoformas M1 e M3
apresentaram maior intensidade de expressdo em relacdo as M2 e M4, a
semelhanca dos resultados obtidos por Nogueira (2005a). O significado

bioldgico deste predominio de expresséo das isoformas M1 e M3 ainda néo €
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conhecido. Entretanto, ABDENNEBI et al. (2002) relataram que em ovinos o
transcrito com delecédo do exon 10 e parcial do 11 (M4), foi mais expresso
durante o anestro estacional, enquanto que durante a fase reprodutiva
predominou a expressao do transcrito completo (M1) e sugeriram que esses
dados poderiam explicar a estacionalidade reprodutiva na espécie ovina. Por
outro lado, em primatas observou-se uma variagéo biolégica, na expressdo do
LHR, em que o exon 10 é naturalmente perdido durante a transcricdo
(GROMOLL et al., 2003). A isoforma que apresenta delecdo do exon 10 (M2),
resulta em afinidade diminuida ao LH em relacdo ao hCG (Muller et al., 2003).
O exon 10 foi considerado essencial para o transporte do LHR humano até a
membrana citoplasmética (ZHANG et al.,, 1998). Quando os transcritos
alternativos perdem parte do exon 11 (M3 e M4), ocorre a sintese de um
receptor truncado pela introducdo de um cédon de parada precoce (ROBERT
et al., 2003, KAWATE, 2004). Esse LHR truncado néo seria transpostado até a
superficie celular, ficando aprisionado no citoplasma. Apesar de conservar a
capacidade de ligacdo, essa isoforma truncada ndo esta corretamente
posicionada na membrana citoplasmatica, além de ndo ser capaz de ativar a
proteina G, portanto é afuncional (KAWATE et al., 2002, KAWATE, 2004).
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6. CONCLUSOES

1) Em novilhas Nelore, a emergéncia da onda de crescimento folicular
ocorre 12 horas antes da ovulacéo, sendo que neste momento o futuro foliculo
dominante ja era 0,4mm maior em relacdo aos seus contemporaneos.

2) O desvio de crescimento folicular ocorre em média, 2,3 dias apoés a
ovulacdo e os didmetros do maior e do segundo maior foliculos neste
momento, foram de 5,4 e 4,9mm, respectivamente.

3) As medidas foliculares obtidas por meio de paquimetro, sdo em
média, 1,18mm maiores daquelas obtidas por ultrasonografia.

4) A expressédo das isoformas de LHR ocorre nas células da granulosa

de foliculos antrais, a partir do momento do desvio folicular.
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Isoforms of luteinizing hormone receptor (LHR) gene expression in granulosa
cells before, during and after follicular deviation in Nelore heifers.

Abstract

The main objective of the present work was to evaluate the expression of LHR
isoforms in granulosa cells from Nelore heifers, before, during and after follicule
deviation. To characterize the time of follicle deviation (Experiment 1, phase 1),
Nellore heifers (n=20) were submitted to the following synchronization protocol:
at Day -10 (D -10) they received an intravaginal progesterone releasing device
(1.0 g, DIB®) and estradiol benzoate (BE, 2.5 mg, Estrogin®, i.m.). Intravaginal
device was removed on D -3 and animals received PGF,a. (d-cloprostenol, 500
ug, Prolise®, i.m.). Twenty four hours afterwards 1.0 mg de BE (i.m.) was
administered and follicular growth of the dominant follicle was registered by
ultrasonography (US, Aloka SSD 900; 7.5 to 9.0 MHz probe) performed every
12 h until 144 h after ovulation. In the second phase of this experiment
expression of isoforms of LH receptors (M1, M2, M3 and M4) from granullosa
cells obtained from follicles before, during and after the expected time of follicle
deviation, were evaluated. The same heifers used on phase 1 were submitted
to the protocol described above to synchronize ovulation, and randomly
allocated in three groups (phase 2): Group 2 (G2, 2 days after ovulation, i.e.,
before the expect time of deviation, n=7), Group 2.5 (G2.5, 2.5 days after
ovulation, i.e., during deviation, n=7) and Group 3 (G3, 3 days after ovulation,
i.e., after deviation). The animals were slaughtered 2.0, 2.5, and 3 days after
ovulation to remove the ovaries, and granullosa cells from ovarian follicles were
separated for total RNA extraction with Trizol. Gene expression of LHR
isoforms were determined by RT-PCR. In experiment 2, another group of
Nellore heifers (n=21) was exposed to the same procedures described in the
second phase of experiment 1, to increase the number of samples from
granullosa cells that expressed LHR isoforms. In experiment 1 (phase 1), a
new follicular wave emerged 12 h before ovulation, and deviation occurred 2.3
days after ovulation (at this time the diameter of dominant and subordinate
follicles were 5.4 and 4.9 mm, respectively). In the second phase (experiments
1 and 2), there was no expression of LHR in follicles with 4.5 to 6.7 mm (G2).
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LHR expression was first detected in two samples from 7 mm follicles (G2.5),
and was more evident in samples from G3 (3 days after ovulation). It is
concluded that LHR expression, in granulosa cells from Nelore heifers, occurs

during and after follicle deviation.

Key words: gene expression, LHR, Nelore, RT-PCR, Bos taurus indicus
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