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INTRODUCAO

Otimizacao Eficiéncia Reprodutiva
v’ Biotécnicas Reprodutivas

v’ Retorno econdmico
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INTRODUCAO

v VARIACAO DURANTE O DIA

v VARIACAO DURANTE O CICLO ESTRAL

v AUMENTAM SIGNIFICATIVAMENTE NO PERIODO PRE-OVULATORIO
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Insulina

v' Fator mitogénico o~

v’ Estimula esteroidogénese

DIAMETRO FOLICULAR



INTRODUCAO

Inibe o desenvolvimento de foliculos p-ovulatérios
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Estimula o crescimento do 22 maior foliculo em novilhas

Lucy et. al., 1994
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OBJETIVO 1: investigar a expressdo de mRNAs para IR e GHR

em células da granulosa (GCs) e tecidos da teca (TC) nos

diferentes estagios de desenvolvimento dos foliculos.

OBJETIVO 2: avaliar os efeitos do horménio foliculo

estimulante (FSH) e do estradiol (E2) na expressdo de genes

para IR e GHR em culturas de CGs de bovinos.

B

| ATy N e e |



MATERIAIS E METODOS

Materiais

v' Sarkosyl

v Meio DMME/F12

v' Soro fetal bovino (FCS)
v Tampéo fosfato salina (PBS)
v Horménio foliculo-estimulante
v’ 17B-estradiol (E2)
v" Anfotericina B

v Gentamicina



MATERIAIS E METODOS

Ho’anae! !s X Japone! ls B’ack F1
121-26 meses de idade

Ovarios:

Coletados em frigorifico
Congeladosa-20°C

Descongelados em temperatura ambiente

Foliculos ovarianos:
Fluido folicular (FF) aspirado
Armazenadosa-20°C

Células da Teca (CTs) e
Células da Granulosa (CGs)
Amaostras de tecido do FF
Colocados em RNALater
Armazenados a - 30 °C




MATERIAIS E METODOS
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73N 7“ POF - Foliculo pré-ovulatério
| EID - Foliculo estrégeno inativo E2/P4 <1

EAD - Foliculo estrégeno ativo E2/P42 1
I SF - Varios foliculos pequenos
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MATERIAIS E METODOS

Classificagao dos foliculos:
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MATERIAIS E METODOS:

Cultura das células da Granulosa:

3 pequenos de GCs (4-7 mm) aspirados

entrifugadas
duas vezes em meio DMEM/F12 + a fo ic
sem SFB 10%, 24 horas a 37 ° C em % de CO i
m lavados com PBS (tampao fosfato salina) i >
2 soro livre + E2 ou FSH tempo de ot
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MATERIAIS E METODOS

- MENSURAGAO DO GH E INSULINA |

> FF: Ensaio Imunoenzimético (ELISA);

MENSURAGAO DA EXPRESSAO DE mRNA para IRe GHR |

»PCR Quantitativo

>Extra¢o de mRNAct eom Trizo ‘ trani‘



RESULTADOS E DISCUSSAO

Expressdo de IR

CELULAS DA GRANULOSA CELULAS DA TECA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao de IR foi maior nas CGs e CTs do POF, entretantoa|[ ]
de insulina nao diferiu nos diferentes estagios dos foliculos.

I Niveis elevados de E2 no fluido folicular do POF I

1 esTrADIOL

A ALTA EXPRESSAO DE IR E UM DOS

FATORES CRUCIAIS PARA CONDUZIR

O FOLICULO EM DESENVOLVIMENTO
PARA A FASE PRE-OVULATORIA.
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E2 nao estimulou a expressao do gene para IR nas CGs

O E2 isoladamente
n3do possui a
capacidade de
estimulara

expressao de IR em
foliculos pequenos
(4-7mm)




Expressdo de mRNAs para receptores IR em meio E2 e FSH

FSH
FSH + E2
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Expressdo de GHR
CELULAS DA TECA

Maior

expressdo GHR
no EAD
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RESULTADOS E DISCUSSAO 4

nupeec

O nivel de E2 atua regulando a expresséo de GHR??
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Possivelmente outros
fatores atuem regulando a
expressdo de GHR em
foliculos pequenos
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RESULTADOS E DISCUSSAO

nupeec

5 ng/mL de FSH estimulam

a expressdo do gene para
GHR em CGs

Nivel de FSH
parao
recrutamento de

uma nova onda: ‘
5-6ng/mL

Ginther et al., 2001

E2+ FSH ‘ Néo induziram a expresséo de GHR em culturas de CGs
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Insulina
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Consideracoes Finais

O aumento da expressdo de GHR pode ser um ponto de
transicdo para os foliculos entrarem na fase ovulatoria durante o
desenvolvimento folicular dos bovinos;

O sistema IR-insulina pode apoiar o desenvolvimento de foliculos

pré-ovulatorios.
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