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RESUMO

YOKOMIZO, Deborah Nakayama. Imunomarcagao de receptores gonadotréficos
em foliculos ovarianos de fémeas Bos indicus de alta e baixa contagem de
foliculos antrais. 2024. 49 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A contagem de foliculos antrais (CFA) € uma caracteristica de alta repetibilidade
individual e possui relagao positiva com a fertilidade de vacas Bos taurus de alta CFA,
porém o mesmo n&o ocorre no gado Bos indicus de alta CFA. Os mecanismos pelos
quais vacas zebuinas com baixa CFA apresentam melhor capacidade reprodutiva e
respostas as biotécnicas reprodutivas como a inseminacao artificial em tempo fixo, até
este momento ndo é€ bem compreendido. Um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de um foliculo e pela divergéncia folicular para a formagado de um
foliculo dominante séo os receptores gonadotroficos. Desta forma, o objetivo desse
estudo foi avaliar a imunoexpressao de receptores de FSH (FSHr) e LH (LHr) nos
foliculos ovarianos de vacas de alta e baixa CFA. Para isso, foram coletados ovarios
de 20 vacas Nelore ciclicas de um frigorifico local, realizada a classificagdo da CFA (=
3 mm) e separado o grupo de alta CFA (=30 foliculos antrais, n=10) e baixa CFA (15
foliculos antrais, n=10). Posteriormente, realizou-se a imuno-histoquimica para
receptores de FSH e de LH, e a analise da intensidade de imunomarcagéo por meio
da extensado IHC profiler do software Image J nos foliculos pré-antrais (foliculo
primordial, primario e secundario) e foliculos antrais. A intensidade de imunomarcagao
dos receptores foi avaliada através da ANOVA com efeito misto ajustado, tendo como
fatores fixos o grupo CFA (alta e baixa) e o estagio de desenvolvimento (foliculos pré-
antrais e antrais). O teste de Tukey foi aplicado como teste de média post hoc em caso
de efeito significativo. Foi considerado diferenga significativa quando P < 0,05. Todas
as categorias de desenvolvimento folicular foram imunomarcadas independente dos
receptores. A intensidade de imunomarcagao para FSHr teve interagao entre o grupo
CFA e o estagio de desenvolvimento folicular, em que os foliculos pré-antrais de baixa
CFA apresentaram uma maior intensidade de imunomarcac¢ao (120,74 + 2,20 vs
139,46 + 1,74, P = 0,026). A intensidade de imunomarcacao para receptor de FSH
dos foliculos antrais do grupo de baixa CFA foi maior em relagdo ao grupo de alta CFA
(135,69 + 2,88 vs 152,38 £ 2,27, P = 0,032). Houve uma maior intensidade de
imunomarcacao para LHr de vacas do grupo de baixa CFA em relagdo ao grupo de
alta CFA (115,54 + 1,72 vs 129,38 £ 1,40, P = 0,05). Em conclusao, vacas Bos indicus
de baixa CFA apresentaram imunomarcag¢ao mais intensa de receptores de FSH e LH
em seus foliculos ovarianos.

Palavras-chaves: Desenvolvimento folicular; Receptor de FSH; Receptor de LH;
Bovinos; Imunomarcacao;



ABSTRACT

YOKOMIZO, Deborah Nakayama. Immunostaining of gonadotropic receptors of
Bos indicus cows with high and low antral follicle count. 2024. 49 p. Dissertation
(Master’s degree in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2024.

The antral follicle count (AFC) is a highly repeatable individual characteristic and is
positively related to the fertility of Bos taurus cows with high AFC. However, the same
does not occur in Bos indicus cattle with high AFC. The mechanisms by which zebu
cows with low AFC exhibit better fertility, reproductive capacity, and responses to
reproductive biotechnologies such as fixed-time artificial insemination are not well
understood at this point. One of the factors responsible for follicular development and
follicular divergence leading to the formation of a dominant follicle is gonadotropin
receptors. Therefore, this study aimed to assess the difference in immunostained
intensity of FSH (FSHr) and LH (LHr) receptors in ovarian follicles of Bos indicus cows
with high and low antral follicle count (AFC). For this purpose, ovaries from twenty
cyclic Nelore cows were collected from a local abattoir, AFC classification (= 3 mm)
was performed, and the high (=30 antral follicles, n=10) and low (<15 antral follicles,
n=10) AFC groups were separated. Subsequently, immunohistochemistry for FSH and
LH receptors was conducted, and the intensity of immunostaining was analyzed using
the IHC profiler extension of the Image J software in pre-antral follicles (primordial,
primary, and secondary follicles) and antral follicles. The immunostaining intensity of
the receptors was evaluated using mixed-effects ANOVA, with the AFC group (high
and low) and developmental stage (pre-antral and antral follicles) as fixed factors.
Tukey's test was applied as a post hoc mean test in case of a significant effect. A
significant difference was considered when P < 0.05. All follicular development
categories were immunolabeled regardless of the receptors. The immunostaining
intensity for FSHr had an interaction between the AFC group and follicular
developmental stage, where pre-antral follicles with low AFC showed higher
immunostaining intensity (120.74 + 2.20 vs 13946 = 1.74, P = 0.026). The
immunostaining intensity for FSH receptors in antral follicles of the low AFC group was
higher compared to the high AFC group (135.69 £ 2.88 vs 152.38 £ 2.27, P = 0.032).
There was a higher immunostaining intensity for LHr in cows with low AFC compared
to those with high AFC (115.54 £ 1.72 vs 129.38 £+ 1.40, P = 0.05). In conclusion, Bos
indicus cows with low AFC showed more intense immunostaining of FSH and LH
receptors in their ovarian follicles.

Key-words: Follicular development; FSH receptor; LH receptor; Cattle;
Immunostaining.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA,
2023), o Brasil é o terceiro maior produtor de gado do mundo e o maior exportador de
carne. A exportacdo de carne prevista para 2024 de 3,40 milhdes de toneladas
métricas (MMT), 30% de toda a producéo total de carne bovina do pais. Em 2022, o
rebanho bovino chegou ao recorde de 234,4 milhdes de animas, representando
grande importancia para a economia brasileira (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE, 2023). Este crescimento é viabilizado por meio de melhorias na
nutricdo, manejo e aplicacdo de biotécnicas reprodutivas como, por exemplo, a
inseminacao artificial (BARUSELLI et al., 2019).

Visto tal demanda, desafios como contornar a subfertilidade e a atingir
a maior eficiéncia de producdo sdo almejados. Nesse contexto, a contagem de
foliculos antrais (CFA), uma caracteristica de alta repetibilidade individual, vem sendo
estudada como forma de auxiliar na selecdo de fémeas para a reproducdo. Sendo
possivel categorizar as fémeas em grupos de alta, baixa e intermediaria CFA (BURNS
et al., 2005). Muitos estudos relacionaram animais Bos taurus de baixa CFA com uma
baixa performance reprodutiva (CUSHMAN et al., 2009; IRELAND et al., 2007,
MOSSA et al., 2012). Contudo, pesquisas envolvendo a subespécie Bos indicus
relataram melhor capacidade reprodutiva quando aplicado a inseminacéao artificial em
tempo fixo (IATF) (MOROTTI et al., 2022). Além disso, foi relatado um maior diametro
de foliculo dominante e maior concentracdo de progesterona em vacas com baixa
CFA em comparagao com as de alta CFA (LIMA et al, 2020). Diante disso, cabe
ressaltar que o estudo de Ribeiro Filho e colaboradores (2013) relatou a associacao
de melhores resultados na taxa de concepc¢éo de fémeas que tiveram maior diametro
folicular no momento da IATF.

Dentre os fatores regulatérios para o desenvolvimento folicular, estdo
as gonadotrofinas hipofisarias: o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio
luteinizante (LH) e seus respectivos receptores (BEG; GINTHER, 2006). Os foliculos
gue se desenvolvem como dominantes demonstraram ser mais sensiveis ao FSH e
capazes de utiliza-los em baixas concentragfes, e a expressao de receptores para LH

foi maior nos foliculos dominantes, portanto a presenca desses receptores indica uma
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importancia na selecédo de dominancia e evolucao (BEG et al., 2001; GINTHER et al.,
2001; ROCHE, 2004).

O desenvolvimento adequado das células foliculares sdo fatores
importantes na fertilidade e qualidade do odcito, e apesar dos estudos estarem em
ascensao, este tema é complexo e ainda € pouco compreendido (FIGUEIREDO et al.,
2019). Até o momento ndo encontramos estudos que identificaram a diferenca na
presenca de receptores gonadotroficos entre os grupos de alta e baixa CFA de vacas
Bos indicus. Sendo assim, de forma que possa contribuir para a compreensao das
diferencas fisiol6gicas e permitir uma maior eficiéncia no uso da classificacdo da CFA,
o objetivo do trabalho foi avaliar a diferenca na imunoexpresséo de receptores de FSH
e LH nos foliculos ovarianos de vacas da raca Nelore (Bos indicus) de alta e baixa

contagem de foliculos antrais (CFA).



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Morfologia ovariana

Os ovarios sdo orgaos do sistema reprodutivo feminino originados
pelo espessamento do epitélio celomatico localizados proximos a parede abdominal
ventral nos ruminantes (SMITH; WILHELM; RODGERS, 2014). Sdo responsaveis
pela producgéo dos principais hormonios reprodutivos (progesterona e estrégeno), que
atuam no desenvolvimento e maturacao dos odécitos, além das caracteristicas sexuais
femininas secundarias e manutengdo da prenhez (MCGEE; HSUEH, 2000; KONIG;
LIEBICH, 2016; REECE, 2017).

A superficie do ovério € recoberta pelo epitélio germinativo, de epitélio
pavimentoso ou cubico simples, seguido pela tdnica albuginea, um tecido conjuntivo
denso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O ovario da vaca (Figura 1) é dividido em
regido cortical, a porcdo mais externa, onde encontra-se os foliculos ovarianos e 0s
corpos lateos, envoltos pelo estroma (FIGUEIREDO, et al., 2019). A regidao medular,
porcao mais interna do ovario, € composta por vasos sanguineos e linfatico, musculo
liso e tecido conjuntivo frouxo, sem uma separacdo muito definida entre a regido
cortical e medular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; KONIG; LIEBICH, 2016; REECE,
2017).

Figura 1- llustracéo representativa de ovario bovino.
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Corpo Luteo

Regiao
Medular

Regiao
Cortical

Foliculos ovarianos

Fonte: Adaptado de Konig; Liebich (2016).

2.2 Foliculos ovarianos

O desenvolvimento folicular e ovariano ocorre ainda na vida
embrionaria, com as sucessivas mitoses das células germinativas primordiais (CGP)
e 0 seu desenvolvimento em 0dcitos, 0s quais iniciam o seu crescimento até a préfase
da primeira meiose. Esses 006citos sdo envoltos por uma camada de células da
granulosa pavimentosas, de origem mesonéfrica (FAIR, 2003).

Os foliculos ovarianos podem ser classificados em foliculos pre-
antrais, grupo composto por foliculos primordiais, primarios e secundarios, e 0s
foliculos antrais (FIGUEIREDO et al., 2019). O foliculo primordial, consiste no oécito
imaturo (quiescente em proéfase 1), envolto por uma camada de células da granulosa
pavimentosa, de aproximadamente 40 um de diametro, sem a presenca da zona
pelucida (ZP) (MELLO et al., 2013).

Os foliculos primérios sao formados por uma camada de células da
granulosas cuboides e com o inicio da formacédo da ZP. A multiplicacdo das células
da granulosa e o aumento do volume do odcito (aproximadamente 200 pum) conforme
seu desenvolvimento, d& origem ao foliculo secundério (LIMA-VERDE; ROSSETTO,;
FIGUEIREDO, 2011). E por fim, com o desenvolvimento e a organiza¢gédo das células
da granulosa, h4 a formacdo de uma cavidade preenchida por liquido folicular,
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denominada de antro, e inicio da diferenciacdo das células da teca interna e externa,
o foliculo é entéo classificado como foliculo antral ou terciario (FIGUEIREDO et al.,
2011; LIMA-VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011; MELLO et al., 2013, Figura
2).

Figura 2 — llustracdo dos estagios de desenvolvimento folicular.

Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
Primordial Primario Secundario Antral

Fonte: Adaptado de Uju; Unniappan, 2024.

2.3 Desenvolvimento folicular

O padréao de crescimento folicular em bovinos foi primeiramente
sugerido como um padrdo de ondas em 1960 por Rajakoski, e varios outros estudos
relataram o mesmo modelo de desenvolvimento (GINTHER; KASTELIC; KNOPF,
1989; ROCHE, 2004). Ha diferencas entre o0 nimero de ondas de desenvolvimento
folicular entre as subespécies Bos taurus e Bos indicus. Em fémeas taurinas (Bos
taurus) é relatado uma predominancia de duas a trés ondas de crescimento folicular
durante o ciclo estral (GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989; ROCHE, 2004), ja em
fémeas zebuinas (Bos indicus) apresentam predominantemente trés ondas, podendo
chegar a quatro ondas por ciclo (FIGUEIREDO et al., 1997).

No decorrer de uma onda folicular, ha a ativacdo de um grupo de
foliculos quiescentes (recrutamento ou emergéncia folicular), que iniciam seu
desenvolvimento (GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989). No momento chamado de

divergéncia folicular desse grupo de foliculos, apenas um foliculo (foliculo dominante)
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€ selecionado e continua o seu desenvolvimento, enquanto os outros foliculos deixam
de se desenvolver e sofrem atresia (foliculos subordinados) (KNOPF et al., 1989;
GINTHER et al., 2001). Dependendo do momento em que este foliculo dominante
diverge, pode se tornar um foliculo anovulatério, quando ndo h& o pulso suficiente do
hormonio luteinizante (LH), e assim sofrer atresia, permitindo um novo recrutamento
folicular (WEBB et al., 1995). Entretando, quando o foliculo dominante estiver presente
e haver a regressao luteinica, permitindo o pico de LH, ocorre a ovulacdo (WEBB et
al., 1995; WEBB; CAMPBELL, 2007; FIGUEIREDO et al., 2018).

Existem algumas particularidades entre as subespécies Bos taurus e
Bos indicus. Além do numero de ondas, observou um recrutamento folicular maior em
vacas zebuinas em relacdo as vacas taurinas (CARVALHO et al., 2008). O maior
recrutamento folicular pode estar relacionado aos fatores de crescimento semelhante
ainsulina (IGF), j& que as concentracdes plasmaticas de IGF-I sdo maiores em vacas
zebuinas (SIMPSON et al., 1994; ALVAREZ et al., 2000). Compreender as diferentes
caracteristicas fisioldgicas e reprodutivas entre essas subespécies, possibilita
aumentar a eficiéncia do uso de técnicas como OPU/PIV e TE (BARUSELLI;
GIMENES; SALES, 2007).

Outra diferenca fisiolégica estd em relacdo ao diametro do foliculo
dominante e o didmetro méaximo alcancado. Alguns autores descreveram que 0
didmetro do FD no momento do desvio foi de 5 e 6 mm, e o didmetro maximo foi de
10 a 11 mm para vacas Bos taurus (SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007;
GIMENES et al., 2008). Enquanto para Bos indicus, o diametro € bem maior, podendo
chegar a 8 e 9 mm no momento do desvio, e de 13 a 14 mm de diametro maximo
(GINTHER; KASTELIC; KNOPF, 1989; SARTORI et al., 2001).

2.4 Gonadotrofinas

Diversos fatores hormonais estdo envolvidos no desenvolvimento
folicular durante o ciclo estral bovino, e sdo modulados pelo eixo hipotalamo-hipéfise
gonadal, como o hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), horménio foliculo
estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estrogeno, progesterona, inibina,
prostaglandina F2a (PGF2a) entre outros (ROCHE, 1996). As gonadotrofinas (FSH e

LH) sdo os principais hormonios envolvidos nas func¢des reprodutivas de mamiferos.
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Sao glicoproteinas liberadas pela adeno-hip6fise ao ser estimulada pelo GnRH
(DUFAU et al., 1995; KADOKAWA et al., 2014; STAMATIADES; KAISER, 2018).

O FSH e o LH atuam por meio de receptores de membranas
especificos, acoplados a proteina G, presentes nas células da granulosa e células da
teca (DUFAU et al., 1995; SIMONI; GROMOLL; NIESCHLAG, 1997). Sao receptores
de estruturas semelhantes, porém a unido da gonadotrofina ao dominio extracelular &
especifica para cada horménio (SARAIVA et al., 2010). Com a ocorréncia da ligacao
do ligante ao receptor, promove-se a ativacao da proteina G, que ao gerar o AMP
ciclico (cCAMP) aciona a cascata de fosforilacdo de proteinas quinases (PK-A),

controlando diversos aspectos da funcao celular (SARAIVA et al., 2010, Figura 3)

Figura 3 — Esquema ilustrativo da acao dos receptores de FSH e LH.

Gonadotrofina

Extracelular

Adenilato
Ciclase

m‘m. = \. cunl

Proteina Quinase _ > Proteina Quinase
A inativada A ativada

l

Resposta celular

Adaptada de Saraiva et al. (2010)

Aligacéo entre o FSH e o seu receptor estimula reagdes intracelulares
que envolvem a expressao de diversos genes associados a proliferagdo celular,
diferenciacdo das células da granulosa, sintese de esteroides, expressao de
receptores dos fatores de crescimento, como o fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), e a inducéo a formacao do antro (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005;
HUNZICKER-DUNN MAIZELS, 2006; SARAIVA et al., 2010). Ademais, o FSH faz
parte da regulacdo da ocorréncia das ondas foliculares (duas ou trés ondas) em

fémeas bovinas, visto que o surgimento da onda esta relacionado ao aumento
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transitério das concentracdes plasmaticas de FSH (ADAMS et al., 1992; HAMILTON
et al., 1995; ROCHE, 2004).

Ao longo dos anos, estudos demonstraram a importancia do FSH
durante o desenvolvimento folicular inicial (TURZILLO; FORTUNE, 1990; ADAMS et
al., 1992; TARU SHARMA; DUBEY; SAI KUMAR, 2011). Adams e colaboradores
(1992) observaram que a queda das concentracfes plasmaticas de FSH atrasou o
inicio da emergéncia folicular, detectado ao ultrassom. Neste mesmo estudo,
identificou-se que o foliculo dominante néo foi afetado pela queda das concentragfes
plasmaticas de FSH, o que o autor sugeriu o fato do foliculo dominante ser menos
dependente a essa gonadotrofina, ou ser mais sensivel devido ao aumento do nimero
de receptores (ADAMS et al., 1992).

Quando aplicado ao cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de bufalas,
0 grupo de pesquisa de Taru Sharma (2011), verificou um aumento na taxa de
sobrevivéncia e no diametro de foliculos pré-antrais apos a adicdo de 1 pg/ml de FSH
no meio, em dez dias de cultivo. Além disso, o FSH também esta envolvido na
estimulacdo da expresséo de receptores de LH durante o desenvolvimento folicular
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

O horménio luteinizante (LH) tem como principal funcdo o
desenvolvimento folicular, desvio e dominancia folicular, estimulacdo da enzima
esteroidogénica (aromatase p450) de foliculos ndo ovulatérios, na luteinizacdo das
células da granulosa e teca interna, e viabilizar a ovulagcdo (FORTUNE et al., 1991;
RHODES et al., 1995; GINTHER et al., 1996; GONG et al., 1996; EPPIG et al., 1997,
GINTHER, 2000;). O LH assim como o FSH, atua por meio de receptor especifico,
acoplado a proteina G. A aquisi¢ao dos receptores de LH tem um papel importante no
desvio e manutencéo da dominéancia folicular (XU et al., 1995). O foliculo dominante
esperado tem um aumento na concentracdo de mRNA dos receptores de LH, além da
maior producéo de esteroides em relacado aos subordinados (LUO et al., 2011). Do
mesmo modo, o LH aumenta a sensibilidade das células da granulosa em responder
ao FSH, e esta envolvido na supresséao da atresia folicular e apoptose das células da
granulosa (HATTORI et al., 2018). Portanto, o desenvolvimento dos foliculos, desde
a sua ativacao e maturacéo dependem da agao conjunta de FSH e LH (GRUENBERG,;
STEGER; PELUSO, 1983).
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2.5 Contagem de foliculos antrais

A contagem de foliculos antrais (CFA) foi estudada e proposta como
uma caracteristica reprodutiva pela primeira vez em 2005 por Burns e colaboradores,
0s quais avaliaram o namero de foliculos antrais de vacas Holandesas e constataram
uma alta variabilidade entre os individuos, e alta repetibilidade (0,95) no mesmo
animal. Diversos outros estudos verificaram que o0 parametro se repetia
independentemente de raga, numero de ondas foliculares, momento do ciclo estral,
idade, condicbes de manejo, condi¢ao corporal e estado reprodutivo (BURNS et al.,
2005; IRELAND et al., 2007; CUSHMAN et al., 2009; MORAES et al., 2019).

A CFA pode ser avaliada através da ultrassonografia transretal a partir
da contagem de foliculos antrais com didmetro = 3 mm dos ovérios (BURNS et al.,
2005; MOROTTI et al., 2018) ou, na condi¢do post mortem, pela avaliagao visual dos
foliculos na superficie do ovario (CUSHMAN et al., 2009; ROSA et al., 2018).

Morotti e colaboradores (2022) avaliaram trés métodos de
classificacdo da CFA: média e desvio padrdo, quartil e de escore (I: baixa < 15
foliculos; II: intermediario 16 a 30 foliculos; Ill: alta 31 a 40 foliculos e IV: super alta 2
30 foliculos), sendo o método de classificacdo por escore o mais indicado por esses

autores para facilitar e padronizar a CFA.

2.5.1 Influéncia reprodutiva da CFA

A CFA esté ligada a diversos estudos relacionados a fertilidade. Vacas
com alta CFA respondem melhor a superovulacdo (IRELAND et al., 2007), possuem
uma maior taxa de prenhez ao serem submetidas a inseminacéo artificial (CUSHMAN
et al., 2009; MOSSA et al., 2012), maior concentracdo de hormonio anti-mulleriano
(AMH) (IRELAND et al.,, 2008), além de melhores resultados na producdo de
embrides, tanto in vivo quanto in vitro (IRELAND et al., 2007; JIMENEZ-KRASSEL et
al., 2009; SILVA-SANTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2016). De maneira oposta,
vacas Bos taurus de baixa CFA foram associadas a baixa fertilidade (MOSSA et al.,
2012) e baixa capacidade em responder ao FSH (IRELAND et al., 2007; SCHEETZ et
al., 2012).
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Apesar disso, estudos com fémeas Nelore de baixa CFA indicaram
uma melhor taxa de concepcdo (SANTOS et al.,, 2016; MOROTTI, et al.,, 2018;
MOROTTI et al., 2022). Sobretudo, os o6citos e complexo cumulus-o6citos (CCO)
apresentaram maior expressao de genes para o crescimento folicular (o6cito: IGFBP2;
CCO: GSK3A, IGF1R e IGFBP2), resposta ao estresse (odcito: HSF; CCO:
HSP90AALl, HSPA5, HSPD1, SOD1 e PRDX3), comunicacdo intercelular (odcitos:
BMP15, HAS2 e EGFR; CCO: EGFR), e controle meiotico (o6citos e CCO: NPR2 e
NPR3) (DE LIMA et al., 2020).

Animais de baixa CFA apresentam maior didmetro de foliculo
dominante e foliculo pré-ovulatério (MOROTTI et al., 2018; DE LIMA et al., 2020;
MOROTTI et al., 2022). Ribeiro Filho e colaboradores (2013) identificaram em um
estudo com 348 vacas Nelore, um maior diametro folicular no momento da IATF
relacionado a melhores resultados nas taxas de concepcao (diametro folicular no
momento da IATF de fémeas que ficaram gestantes 13,33+ 2,40 mm vs 11,27+2,75
mm nao gestantes, P = 0,0001).

Outra diferenca fisiologica também descrita entre animais com alta e
baixa CFA, foi que animais com um menor numero de foliculos antrais tiveram maiores
concentracbes de FSH (BURNS et al., 2005; IRELAND et al., 2008; MOSSA et al.,
2010). E apesar da melhor resposta a superovulagdo em vacas de alta CFA, a
proporgéo de embrides transferiveis foi melhor em vacas classificadas em baixa CFA
(IRELAND et al., 2008). Em relacdo a estratégias farmacologicas, a CFA influenciou
também na resposta ovariana de doadoras sujeitas a multipla ovulagéo e transferéncia
de embrides (MOET) na dose administrada de FSH, em que vacas de baixa CFA
tiveram performance semelhante a vacas de alta CFA com a maior dose de FSH (300
Ul) (LOLLATO et al.,, 2022). Desta maneira, mais estudos s&0 necessarios para
compreender as diferencas relacionadas a fisiologia desses animais, visto a
importancia das gonadotrofinas e a presenca dos seus receptores para a regulagéo
das atividades intraovarianas e desenvolvimento folicular (UJU; UNNIAPPAN, 2024).
Desse modo, vislumbra-se a perspectiva de ajustes farmacoldgicos mais precisos,
para melhorar a performance e destinacdo a diferentes finalidades dependendo da
CFA dos animais. (MOROTTI et al., 2021; LOLLATO et al., 2022).
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4 HIPOTESE

Vacas Bos indicus com baixa CFA possuem uma maior
imunoexpressdo de receptores das gonadotrofinas (FSH e LH) em seus foliculos
ovarianos em comparacao as de alta CFA.

5 OBJETIVO

5.1 Objetivo geral

Avaliar as diferencas na intensidade de imunomarcacgao de receptores
de FSH e LH nos foliculos ovarianos de vacas Bos indicus de baixa e alta contagem
de foliculos antrais (CFA).

5.2 Objetivos especificos

e Comparar a imunomarcacao de receptores de FSH e LH nos foliculos
ovarianos de vacas de alta e baixa CFA;

e Avaliar a intensidade de imunomarcacéo de receptores de FSH e LH em
foliculos pré-antrais e antrais de alta e baixa CFA;

e Avaliar a imunomarcacéao de receptores de FSH e LH nas células da granulosa

e da teca de foliculos antrais de animais de alta e baixa CFA.
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6 ARTIGO PARA PUBLICACAO

IMUNOMARCACAO DE RECEPTORES GONADOTROFICOS EM FOLICULOS
OVARIANOS DE FEMEAS Bos indicus DE ALTA E BAIXA CONTAGEM DE
FOLICULOS ANTRAIS

IMMUNOSTAINING OF GONADOTROPIN RECEPTORS OF Bos indicus COWS WITH
HIGH AND LOW ANTRAL FOLLICLE COUNT

Deborah Nakayama Yokomizo?!, Mariana Moreira dos Anjos?, Ana Karolyne Alves

Miguelt, Fabio Morottit, Marcelo Marcondes Senedal!

1L aboratério da Biotecnologia da Reproducdo Animal, Departamento de Medicina Veterinaria,

Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a diferenca de intensidade da imunomarcacao de
receptores de FSH (FSHr) e LH (LHr) nos foliculos ovarianos de vacas Bos indicus de
alta e baixa contagem de foliculos antrais (CFA). Os ovarios (n = 40) de vacas Nelore
ciclicas foram obtidos em frigorifico local, e logo apoés foi realizada a classificacdo da
CFA (= 3 mm) e em grupos de alta CFA (=30 foliculos antrais, n=10) ou baixa CFA
(15 foliculos antrais, n=10). A preparagao histolégica seguiu protocolo padrao.
Posteriormente, realizou-se a imuno-histoquimica para receptores de FSH e de LH. A
analise da intensidade de imunomarcacao foi realizada por meio do software Image J
com a extensao IHC profiler nos foliculos pré-antrais (foliculo primordial, primario e
secundario) e foliculos antrais. A intensidade de imunomarcacao foi medida atravées
da intensidade de pixel, escala de zero a 255, sendo zero a tonalidade mais escura e
255, a mais clara. Para a analise estatistica foi através da ANOVA com efeito misto
ajustado e o teste de Tukey como teste de média post hoc, e considerado significativo
quando P < 0,05. Todas as categorias de desenvolvimento folicular foram
imunomarcadas. A intensidade de imunomarcacao para FSHr teve interacao entre o
grupo CFA e o estagio de desenvolvimento folicular, em que os foliculos pré-antrais
de baixa CFA apresentaram uma maior intensidade de imunomarcacgéao (120,74 + 2,20
vs 139,46 + 1,74, P = 0,026). A intensidade de imunomarcacao para receptor de FSH
dos foliculos antrais do grupo de baixa CFA foi maior em relagdo ao grupo de alta CFA
(135,69 = 2,88 vs 152,38 £+ 2,27, P = 0,032). Houve uma maior intensidade de
imunomarcacao para LHr de vacas do grupo de baixa CFA em relagéo ao grupo de
alta CFA (115,54 + 1,72 vs 129,38 + 1,40, P =0,05). Em resumo, os foliculos ovarianos
de vacas Bos indicus de baixa CFA exibiram uma maior intensidade de
imunomarcacao dos receptores de FSH e LH.
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Palavras-chave: desenvolvimento folicular; receptor de FSH; receptor de LH;

bovinos; imunomarcacao.

ABSTRACT

This study aimed to assess the difference in intensity of immunostaining of FSH (FSHTr)
and LH (LHr) receptors in ovarian follicles of Bos indicus cows with high and low antral
follicle count (AFC). Ovaries (n=40) from cyclic Nelore cows were collected from a local
abattoir, AFC classification (= 3 mm) was performed, and the high (=30 antral follicles,
n=10) and low (<15 antral follicles, n=10) AFC groups were separated. Histological
preparation followed a standard protocol. Subsequently, immunohistochemistry for
FSH and LH receptors was conducted. The analysis of immunostaining intensity was
performed using Image J software with the IHC profiler extension in pre-antral follicles
(primordial, primary, and secondary follicles) and antral follicles. Immunostaining
intensity was measured using pixel intensity, ranging from zero to 255, where zero
represented the darkest shade and 255 the lightest. Statistical analysis was conducted
using mixed-effects ANOVA and Tukey's test as a post hoc mean test, with significance
set at P < 0.05. All follicular development categories were immunolabeled. The
Immunostaining intensity for FSHr showed an interaction between the AFC group and
follicular developmental stage, with low AFC pre-antral follicles exhibiting higher
iImmunostaining intensity (120.74 + 2.20 vs 139.46 = 1.74, P = 0.026). The
immunostaining intensity for FSH receptors in antral follicles of the low AFC group was
higher compared to the high AFC group (135.69 + 2.88 vs 152.38 £ 2.27, P = 0.032).
There was a higher immunostaining intensity for LHr in cows from the low AFC group
compared to the high AFC group (115.54 + 1.72 vs 129.38 = 1.40, P = 0.05). In
summary, ovarian follicles of Bos indicus cows with low AFC exhibited higher
Immunostaining intensity of FSH and LH receptors.

Keywords: follicular development; FSH; LH; cattle; immunostaining.

INTRODUCAO

Fémeas taurinas de baixa CFA sao frequentemente associadas com
baixa fertilidade (IRELAND, et al., 2007; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009; MOSSA et
al., 2012). Por outro lado, estudos demonstraram uma melhor performance em fémeas
zebuinas de baixa CFA comparacdo a alta CFA, quando aplicado a inseminacéo
artificial em tempo fixo (SANTOS et al.,, 2016). A melhor taxa de concepcdo esti
associada a um maior foliculo dominante em animais Nelore (didmetro folicular no
momento da IATF de fémeas que ficaram gestantes 13,33 £ 2,40 mm VS 11,27 +
2,75mm nao gestantes) (RIBEIRO FILHO et al., 2013). Do mesmo modo, muitos

estudos identificaram um maior diametro folicular em vacas Nelore classificadas em
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baixa CFA em comparacao as de alta CFA (MOROTTI et al., 2018; DE LIMA et al.,
2020; MOROTTI et al., 2022). Além de uma maior concentracédo de FSH circulante e
producdo de estrogeno em fémeas Bos taurus de baixa CFA (BURNS et al., 2005;
IRELAND et al., 2009).

O hormonio foliculo estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH)
sao as principais gonadotrofinas envolvidas nas func¢des reprodutivas de mamiferos e
a sua acdo conjunta € importante para o desenvolvimento folicular normal e a
esteroidogénese (LEVI-SETTI et al., 2004; KADOKAWA et al., 2014; STAMATIADES,;
KAISER, 2018). As gonadotrofinas atuam por meio de receptores de membrana
especificos acoplados a proteina G, e a ligacédo de FSH ou LH aciona uma cascata de
fosforilacdo de proteinas quinases, regulando diversas funcdes celulares (SARAIVA
et al., 2010).

O FSH possui importancia principalmente no inicio do
desenvolvimento folicular (ADAMS et al.,, 1992), na inducdo da expressdo de
receptores, como do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e do
receptor de LH, e a inducéo da formacao do antro (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005;
HUNZICKER-DUNN; MAIZELS, 2006; SARAIVA et al., 2010). Ja o LH esta envolvido
com o desvio e manutencdo da dominancia folicular, visto que foliculos dominantes
sao menos dependentes ao FSH (ADAMS et al., 1992; XU et al., 1995).

Devido a escassez de estudos a respeito da expressao de receptores
gonadotroficos entre as vacas de baixa e alta CFA, o objetivo deste estudo foi avaliar
a diferenca na intensidade de imunomarcacdo de receptores de FSH e LH nos
foliculos ovarianos de vacas Nelore (Bos indicus) de baixa e alta contagem de foliculos

antrais.

MATERIAL E METODOS

Os ovarios utilizados neste experimento foram provenientes de animais
abatidos de acordo com as normas estabelecidas pela Lei n. 1.283 de 18 de dezembro
de 1950.

Obtencao de amostras
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Para a realizacdo do estudo foram coletados, de um frigorifico
localizado em latitude -23.405279763088323° N e longitude -51.431028589568086°
W (tempo médio de 30 minutos), ovarios de vinte vacas ciclicas (presenca de corpo
lateo — CL) Bos indicus da raca Nelore, separados por pares e transportados, em caixa
térmica refrigerada a 4°C, até o Laboratorio de Biotecnologia da Reproducgéo (ReproA
— UEL).

Classificacao da contagem de foliculos antrais

Anterior ao processamento histologico, foi realizada a classificacéo da
CFA, estabelecida a partir da contagem dos foliculos antrais (23mm) visiveis na
superficie dos ovérios, por um unico operador treinado, mediante utilizacdo de
paquimetro (CUSHMAN et al., 2009; ROSA et al., 2018) e os grupos identificados em
baixa CFA com < 15 foliculos antrais (n=10) e alta CFA com = 30 foliculos antrais
(n=10), classificacdo adaptada de Morotti e colaboradores (2022). Os ovarios de vacas

com CFA intermediaria foram descartados do estudo.

Preparacdo histologica

Imediatamente apds a classificacdo da CFA, o ovério contralateral ao
corpo luteo de cada animal foi seccionado longitudinalmente e fragmentos
transversais (2x1x1x cm) foram fixados em formol por 24 horas, e em seguida
armazenados em alcool 70%. Para o processamento histolégico, as amostras
passaram pela desidratacdo em solugdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol,
embebedadas e incluidas em parafina para a formacao de blocos histolégicos, que
foram cortados para a confeccdo das laminas em espessura de 4 um utilizando

micrétomo automatico (HM 335S, Thermo Scientific).
Imuno-histoquimica
Para a realizagdo da técnica de imuno-histoquimica, as laminas de

animais de alta e baixa contagem de foliculos antrais (CFA) foram sujeitas as mesmas

condicdes do protocolo de imuno-histoquimica.
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As laminas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em solucdes
decrescentes de alcool (100%, 90%, 80% e 70%). Em seguida foram incubadas em
tampao citrato (pH 6,0) para a recuperacao antigénica em panela de presséo elétrica
por 12 minutos. A peroxidase endogena foi bloqueado com diluicdo de 1:1 de agua
destilada e peréxido de hidrogénio (6%) por 30 minutos em camara escura e as
reacoes inespecificas bloqueadas com leite em p6 desnatado (5%) por 10 (FSHr) e
15 (LHr) minutos. Para a imunolocalizacdo de receptores de FSH e LH, as laminas
foram incubadas utilizando anticorpo primario anti-FSHr (diluicdo 1:300, ab113421,
Abcam) e anticorpo primario anti-LHr (diluigdo 1:100, abl125214, Abcam),
respectivamente, por 22 horas a 4°C em camara umida. As laminas entdo foram
incubadas com anticorpo secundario (diluicdo 1:1000, ab205718, Abcam) por uma
hora, e a revelacdo da marcagéo com 3,3’-Diaminobenzidina (DAB, ab64238, Abcam)
e contra coradas com hematoxilina. As laminas foram montadas com meio de
montagem Entellan. O controle negativo foi realizado com a substituicdo do anticorpo

primario por solucdo tampéo fosfato salino (PBS) em cada protocolo.

Andlise das imagens

Para a andlise, as imagens de todos os foliculos imunocorados das
laminas foram digitalizadas sob a mesma intensidade de luz pela objetiva de 40 X por
meio do microscopio 6ptico Nikon Eclipse E200 (Nikon, Toquio, Japao) conectado a
camera Hipercam 5MP e utilizando o software AmScope (v. 4.11.19627.20210925).
As imagens foram salvas com resolugao de 2.560 x 1.920 pixels no formato .tif, e
posteriormente analisadas através do software Image J (ImageJ 1,54g, National
Institutes of Health, Maryland, U.S.A.).

As imagens foram analisadas pelo software Image J utilizando a
extensao IHC profiler que permite a separacao dos canais de cor utilizando os vetores
HDAB, resultando em trés imagens, uma com a imagem original, uma com apenas a
coloracdo da hematoxilina e a outra com a coloracdo do DAB (Figura 1). Na imagem
com apenas a coloracdo do DAB, a regido de interesse de cada foliculo foi delimitada
a partir da opgcao Threshold (Image -> Adjust -> Threshold), a regido de interesse foi
selecionada utilizando a ferramenta Brush e a intensidade da coloragcdo DAB
mensurada (VARGHESE et al.,, 2014). A mensuracdo da intensidade da
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imunomarcacédo de DAB de foliculos antrais foi dividida em duas regifes: células da
granulosa (CG) e células da teca (CT); para cada regido, 5 areas aleatorias de
imunomarcacao foram mensuradas e a intensidade média considerada. Os valores de
intensidade de pixel variam de 0 a 255, em que O representa a cor mais escura e 255
a tonalidade de cor mais clara (Figura 2; FUHRICH; LESSEY; SAVARIS, 2013;
VARGHESE et al.,, 2014). Para avaliar a precisdo da aplicacdo da extensao IHC
profiler para a separacdo dos canais de cor, a imagem de um foliculo ovariano do

controle negativo foi utilizada para a analise (Figura 3).

Figura 1 — Analise de foliculo ovariano bovino, imunomarcado para receptor de FSH
por meio do software Image J. A: Imagem original submetida a extensao IHC profiler;
B: Imagem da coloracdo de hematoxilina, apdés a separacdo os canais de cor; C:
Imagem da marcacdo do DAB,; D: Imagem representando a regido de interesse
delimitada para a mensuracao da intensidade da imunomarcacao do DAB. Aumento

de 40 x; escala de 50 um.
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Figura 2 — Escala de intensidade de pixel separada por intervalos de intensidade de

acordo com o que foi proposto por Fuhrich; Lessey e Savaris (2013).

0) 60 120 180 255

Figura 3 — Analise de foliculo ovariano bovino do controle negativo submetido ao
software Image J com a extensdo IHC profiler. A: Imagem original do controle
negativo; B: Imagem com a coloragdo da hematoxilina; C: Imagem com a coloracao

do DAB. Aumento de 40 x; escala de 50 um.
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Classificacao de foliculos

Os foliculos foram classificados em pré-antrais, que inclui o foliculo
primordial (od6cito envolto por uma camada de células da granulosa achatadas),
foliculo primério (o6cito envolto por uma cama de células da granulosa cubicas) e
foliculo secundario (oécito envolto por mais de uma camada de células da granulosa
cubicas) e foliculos antrais (foliculo ovariano com a formacdo do antro folicular)
(FIGUEIREDQO, et al., 2011; FIGUEIREDO, et al., 2019).



847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872

873
874

875
876

38

Andlise estatistica

A intensidade média de imunomarcacao para receptores de FSH e LH
foram analisados por ANOVA empregando modelo de efeito misto ajustado. O grupo
de CFA (Baixa e Alta) e o estagio de desenvolvimento folicular (Antral e Pré-antral)
foram considerados fatores fixos do modelo. Os animais foram considerados fatores
aleatorios e o numero de foliculos antrais foi considerado como covariavel. Na
presenca de efeito significativo, empregou-se teste de Tukey como teste de média
post hoc. A frequéncia de distribuicdo entre os grupos foi analisada pelo teste exato
de Fisher através de comparacdo 2x2. Para andlise descritiva, os dados estdo
apresentados em média e erro padrdo da média ou como porcentagem. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico Minitab® 18, adotando
nivel de significancia quando P < 0,05 e tendéncia quando P < 0,1.

RESULTADOS

A CFA de animais do grupo de baixa foi de 9,56 + 0,16, enquanto para
alta CFA foi de 44,04 £ 0,49. O numero total de foliculos imunomarcados analisados
para receptor de FSH foi de 588 foliculos, sendo 312 para baixa CFA e 276 para alta
CFA. J& para o receptor de LH, foram analisados 741 foliculos, sendo 359 para baixa
CFA e 382 para alta CFA.

Independente da classificacdo de CFA (baixa ou alta), todas as
categorias de desenvolvimento dos foliculos pré-antrais (foliculo primordial, primario
e secundario) e foliculo antral foram imunomarcados tanto para receptor de FSH
quanto para LH (Figura 3). Eventualmente, o nucleo das células da granulosa e da

teca apresentavam imunomarcac¢des, assim como o citoplasma e nucleo do odcitos.

Figura 4 — Imunomarcacao para receptor do hormaonio foliculo estimulante (FSHr) nas
imagens A-D, e para receptor de hormonio luteinizante (LHr) nas imagens E-H.

Aumento de 40 x; escala = 50 pum.
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A, D: Foliculo pﬁmordial; B, E: Foliculo primario; C, F: Foliculo secundario; D, H: Foliculo antral.

877

878

879
8

882
883



884

885
886

887
888
889
890
891
892

893
894

895
896
897
898
899
900
901

40

Avaliacéo da intensidade de imunomarcacéao para receptor de FSH

A intensidade de imunomarcacdo para receptores de FSH nao foi
influenciada pelo grupo de CFA (p = 0,320; Tabela 1), mas foi influenciada pelo estagio
de desenvolvimento folicular, em que os foliculos pré-antrais tiveram maior

intensidade de imunomarcacao do que os foliculos antrais (P = 0,03).

Tabela 1 - Efeito da contagem de foliculos antrais (CFA) e estagio de

desenvolvimento folicular na imunomarcacao de receptores de FSH e de LH.

Intensidade FSHr Intensidade LHr
Fatores
(M + EP) (M = EP)
Alta 144,33 + 1,43 129,38 +1,402
Grupo CFA Baixa 124,06 + 1,85 11554 +1,72°
Valor de p 0,320 0,05
Pré-antral 128,64 + 1,53 ° 117,30+ 1,24°
Estagio de
Antral 146,15+ 1,892 144,23 +1,90 2
desenvolvimento
Valor de P 0,03 < 0,0001

&b jndica diferenca (p<0,05) entre o grupo CFA e o estagio de desenvolvimento folicular.

Também foi encontrado um efeito significativo (P = 0,026; Tabela 2)
para interacao entre o grupo de CFA e estagio de desenvolvimento folicular. Foliculos

pré-antrais de baixa CFA apresentaram intensidade maior (120,74 + 2,20).

Tabela 2 — Efeito da interacdo entre contagem de foliculos antrais (CFA) e estagio de
desenvolvimento folicular sobre a intensidade média de imunomarcacdo para

receptores de FSH.

Interacéao Intensidade FSHr (M £ EP)
Alta CFA*antral 152,38 + 2,27 a
Alta CFA*pré-antral 139,46 £ 1,74 b

Baixa CFA*antral 135,69+2,88b
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Baixa CFA*pré-antral 120,74 £ 2,20 c

Valor de P 0,026

a¢ jndica diferenca (p<0,05) entre os grupos de interacéo (CFA*desenvolvimento folicular).

Considerando a anélise apenas em foliculos antrais, a intensidade de
imunomarcacéo para receptores de FSH foi influenciada pelo grupo de CFA (p =
0,032) e pela regido (p = 0,002), sendo a regidao CG (141,54 + 2,72) com maior
intensidade em relacdo a regido CT (150,76 + 2,54). No entanto, ndo houve interacao

entre grupo de CFA e a regido analisada (p = 0,480).

Avaliacdo da intensidade de imunomarcacéo para receptor de LH

A intensidade de imunomarcacao para receptores de LH foi influenciado pelo
grupo de CFA (p = 0,05; Tabela 1) e pelo estagio de desenvolvimento folicular (p <
0,0001). No entanto, nenhuma interacao significativa foi observada para grupo de
CFA*estagio de desenvolvimento (p = 0,538).

Para a analise de foliculos antrais, a imunomarcacao para receptor de
LH n&o houve influéncia do grupo de CFA (p = 0,203), embora a regido determinou
um efeito (p = 0,035), sendo mais intenso em CG (140,34 = 2,74) em relagédo a CT
(146,70 + 2,72). Nao houve interacdo entre grupo de CFA e a regido (p = 0,789)

A frequéncia para intensidade de imunomarcacéo dos receptores de
FSH e LH em foliculos de vacas com baixa (9,56 + 0,16) e alta (44,04 = 0,49) CFA
estdo representados na Figura 5 e 6. Para a melhor analise, a intensidade de pixel (0
a 255) estd demonstrada em intervalos de intensidade. Animais de baixa CFA tanto
na imunomarcacao para FSHr quanto para LHr apresentaram uma maior frequéncia

nas imunomarcacgdoes de maior intensidade.

Figura 5 — Frequéncia dos intervalos de intensidade de imunomarcacéao para FSHr e

LHr em foliculos ovarianos de animais de alta e baixa CFA.
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Figura 6 — Frequéncia dos intervalos de intensidade de imunomarcagéo para LHr em

foliculos ovarianos de animais de alta e baixa CFA.
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(*) indica diferenca (p<0,05) entre os intervalos de intensidade de imunomarcacéo para FSHr entre os
grupos de alta e baixa CFA.

DISCUSSAO

De acordo com a literatura consultada, o presente estudo é o primeiro
a investigar a diferenca na expressao de receptores gonadotréficos em fémeas Bos
indicus de alta e baixa CFA. Os resultados demonstraram uma intensidade de
imunomarcacédo de receptores de LH (LHr) maior em animais de baixa CFA em
relacdo a de alta CFA. Além de uma maior intensidade de marcacao de receptores de
FSH (FSHr) na interacao do grupo de baixa CFA e foliculos pré-antrais.

Ao avaliar a imunomarcacao de LHr, os animais do grupo de baixa
CFA tiveram uma maior intensidade em relacéo ao grupo de alta CFA (115,54 + 1,72
vs 129,38 + 1,40; P = 0,05), ainda se observou marcacdo em todos os estagios de
desenvolvimento folicular (foliculo pré-antral e foliculo antral). Ha relatos da presenca
de receptores nas células da teca apenas a partir do aparecimento do antro, e um
aumento da expresséao de LHr em células da granulosa no momento do desvio folicular
para posterior aquisicdo de dominancia (BEG et al., 2001; ERENO et al., 2015). O LH
esta envolvido ndo s6 na ovulacéo e luteinizagdo, mas também tem papel importante
no desenvolvimento e competéncia do foliculo, como na producéo esteroidogénica
(LUO et al., 2011). A baixa expressao de receptor de LH e FSH estéa relacionada a
diminuicdo da producgéo dos esteroides (XU et al., 1995). Com isso, € possivel que
animais da subespécie Bos indicus de baixa CFA possam ter uma melhor capacidade
de desenvolvimento folicular e maior producdo de hormdénios esteroides devido a
imunomarcacao mais intensa presente nos foliculos, indicando uma maior quantidade
de receptores presentes, melhorando a qualidade de odécitos e uma melhor fertilidade.

Ao avaliar os foliculos antrais, ndo observou interacdo entre a CFA e
a intensidade de imunomarcacéo para LHr (P = 0,203). Contudo, a regiao das células
da granulosa demonstraram intensidade de imunomarcagdo maior em relacdo as
células da teca (140,34 + 2,74 vs 146,70 + 2,72, P = 0,035). Simbes et al. (2012)
relatou um aumento na expressao génica de LHr em células da granulosa com o
aumento do diametro folicular (10,1 a 11 mm, p < 0,05), mas 0 mesmo n&o ocorreu
em células da teca. No mesmo estudo, 90% da taxa de ovulac&o ocorreu em foliculos

de maior diametro (>9 mm). Estudos relacionaram vacas zebus de baixa CFA com um
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maior diametro folicular (MOROTTI et al., 2018; DE LIMA et al., 2020; MOROTTI et
al., 2022). Portanto, a maior presenca dos receptores de LH nas células da granulosa
pode significar uma melhor resposta ao horménio e assim desenvolvimento mais
eficiente do antro folicular.

Do mesmo modo para a imunomarcacgao de FSHr, os foliculos antrais
do grupo de baixa CFA apresentaram maior intensidade em relacédo a de alta (p =
0,032). Podendo ter relacdo com a inducao da formacao do antro, devido ao FSH ser
um dos fatores responsaveis (RICHARDS et al., 2002; SARAIVA et al., 2010). Ao
analisar a intensidade dos foliculos ovarianos, independente do estagio de
desenvolvimento, ndo encontramos efeito significativo entre o grupo de CFA.
Entretanto, houve interacao entre CFA e estagio de desenvolvimento nos foliculos pré-
antrais de fémeas de baixa CFA (p=0,026). Em outros estudos, foi possivel identificar
a presenca de mRNA dos receptores de FSH em todos os estagios foliculares (ratas
(SIMONI; GROMOLL; NIESCHLAG, 1997), éguas (SCARLET et al., 2016), bufalas
(TARU SHARMA,; DUBEY; SAlI KUMAR, 2011). A presenca de maior intensidade de
imunomarcacao de FSHr desde os estagios iniciais de desenvolvimento, sugerem
uma maior acdo da gonadotrofina e consequentemente, melhor desenvolvimento
folicular e maturacéo oocitéaria.

A presenca ocasional de imunomarcacao no nucleo das células da granulosa e
da teca, do citoplasma e nucleo do odcitos, também foi relatado por outros
pesquisadores, que demonstraram a presenca dos receptores de FSH em odcitos de
porcas (MEDURI et al., 2002) e em odcitos, células do cumulus, células da teca de
éguas (SCARLET et al., 2016), sugerindo efeito adicional dessa gonadotrofina em

outras células presentes no ovario.

CONCLUSAO

Os foliculos ovarianos de animais de baixa CFA apresentaram uma
maior intensidade de imunomarcacao para os receptores de LH. A intensidade de
imunomarcacao para FSHr de foliculos pré-antrais de baixa CFA foi maior em relacéo
aos foliculos pré-antrais de alta CFA. Animais do grupo de baixa CFA apresentaram
uma maior frequéncia dos intervalos de imunomarcagdo mais intensos tanto para

FSHr quanto para LHr em relacdo aos animais de alta CFA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados desse estudo foi possivel observar que
os foliculos ovarianos de vacas Bos indicus de baixa CFA apresentaram uma maior
presenca de receptores de LH. No mais, em relacdo aos receptores de FSH em baixa
CFA, os foliculos pré-antrais apresentaram maior intensidade de imunomarcacao.
Essa informacdo demonstra uma das possiveis diferencas fisioldgicas e de resposta
de fémeas Bos indicus dependendo da categoria de CFA.

Os receptores gonadotréficos estavam presentes também no nicleo
e citoplasma de odcitos, podendo ter um papel importante durante o desenvolvimento

e maturacao oocitaria.



