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INTRODUGAO J

Hormonio Anti-Mualleriano (AMH) ou
Substancia Inibidora Mulleriana (MIS)
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OBJETIVO |

Estabelecer relacdes concentracdes plasmaticas

AMH durante um ciclo estral natural e da dinamica

de ondas de crescimento folicular ovariano;
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Caracterizar o diametro de
foliculos nos ovarios que

produzem AMH.

Estudar a regulacdo dos AMH expresséao e secrecao

de FSH e AMH BMP em ceélulas da granulosa
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MATERIAIS E METODOS ,

Monitoramento do ciclo estral e onda folicular (FW)

PCR e Transcricao reversa Analise de fluidos celulares ovarianos
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MATERIAIS E METODOS J

TESTE DE ESTIMULACAO OVARIANA ]

(PG)F,q

Dia O Dia 8 Dia 10 Dia O Dia 7
‘ Y J ESTRO | [ ULTRASSOM ]

FSH

PROGESTERONA
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MATERIAIS E METODOS |

TESTE DE ESTIMULACAO OVARIANA ]

GRUPO H ( ~ GRUPO L
‘ (High) (Low) ,

[ (n° CL > 15) J [ (n° CL < 10)}
n=10 n=12
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MATERIAIS E METODOS J

MONITORAMENTO DO CICLO ESTRAL E ONDA FOLICULAR (FW) ‘

ULTRASSOM 3 VEZES POR SEMANA

» Diametro da cavidade antro dos foliculos
- Contados e medidos foliculos com antrum 4 3 mm
» Mapeamento dos foliculos ? ues5mm
» divisdo de dois periodos:

[ First FW ]

Emergéncia dos primeiros foliculos em "
crescimento > 5 mm de diametro, até o foliculo COLET’QISA%IIEA?SANGUE
dominante atingir seu tamanho maximo

¥

[ Last FW ]
) ~ Estradiol
[ ACCHGITIEEL ] Progesterona
AMH
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MATERIAIS E METODOS |

OVARIOS, CELULAS GRANULOSAS E COLECAO DE FLUIDO FOLICULAR ’

F Injecbes PG (15 mg)

Pedacos de ovarios sem foliculos ’ AMH
maiores que 4 mm de diametro iImunohistoquimica

ABATE
(6 dias depois da 22 PG)

[ Fluido de foliculos >5 mm —} Analise AMH ]

3-5mm
l Células da granulosa dos foliculos ]< Q

Nucleo de Pesquisa Ensino e Extensao em Pecuaria - NUPEEC




. — 25 A Ssalh Al

MATERIAIS E METODOS

Cultura Celular

A

Yy . .
NS Cultivo In vitro
Tagh 1 I ’(-_ﬂ Y. 7 :

-

Nucleo de Pesquisa Ensino e Extensao em Pecuaria - NUPEEC



S MY DS Do <

MATERIAIS E METODOS

¥
ol

_ - v

Fragmentos

F

-

Processadose §
Imunomarcados
ne

Nucleo de Pesquisa Ensino e Extensao em Pecuaria - NUPEEC

Ll Ao



MATERIAIS E METODOS J
Analise Molecular J

Analisar a concetracao de mRNA no cultivo
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RESULTADOS E DISCUSSOES |
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Figura 01: Os niveis de AMH endocrino durante os 20 dias de um ciclo estral.

A: Alteracdes diarias de concentracdes de AMH no plasma durante o ciclo
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I Figura 01: Os niveis de AMH endocrino durante os 20 dias de um ciclo estral.

B: Coeficiente de correlacdo entre concentracdes plasmaticas de AMH e o nimero de ovulacdes.
(r>0,70, P<0,02)




Tabela 1: AMH, estradiol-17 3 e populacéao folicular durante a primeira onda folicular (First FW) e
ultima onda folicular (Last FW) do ciclo estral do grupo H (H group) e grupo L (Lgroup) de vacas.

Parameter H group L group H group L group
AMH (pg/ml) 79,9 £ 10,42 37,3 £ 14,1b 119,7 £+ 20,83 48,4 + 16,6
Estradiol-17f (pg/ml) 2,06 £ 0,18 1,61 +0,35 3,62 + 0,38** 2,71 £ 0,51
N° of follicles 3-5 mm 13.7+2,0 99+1,7 17,0£1,82* 10,5+ 1,3
N° of follicles > 5 mm 4,2+0,7 4,3+0,9 3,2+0,8 4,1 +0,6
FW length (days) 8,6 £0,6 82+1,1 76+1,0 7,2+0,8

ab gignifica diferenca significativa entre os dois grupos (P<0,05).
*** no grupo H, (*P < 0,05, **P < 0,01), indica diferenca significativa na primeira onda folicular (first FW).




TABELA 2: Variacdo na concentracao de AMH no plasma durante o ciclo estral do grupo H (n=6) e
do grupo L (n=5) de vacas.

Parameter Estrus 1 Dmin’ Estrus 1 Dmin'

AMH (pg/ml) 102,3+11,8° &_64,8+6,00%*> 43,8+16,1b 27,4+ 12,4

Normalized AMH? 1.10 + 0,09 0,69 +0,03** 1.03+0,11 0,50 +0,12**

< 16,8+1,6 I 154 +1,2° > 11,8+ 2,4

Estrus 2 Estrus 2

N2 of follicles 3-5 mm 8,7+ 1,5k

Parameter

AMH (pg/ml) C130,1+£21,8° >  42,6+14,8"
Normalized AMH?* 1,24 + 0,17 1,20 + 0,15

N2 of follicles 3-5 mm <__18,9+2,8 O

10,0 + 0,9°

T Dia de ocorréncia de concentracao minina de AMH para cada vaca.
* Taxa AMH: média AMH.
ab Para cada tempo do ciclo, diferentes letras significam diferencas entre os grupos (P<0,05).

** (P<0,01) indicando diferenca significativa com AMH no estro 1 e estro 2 dentro de cada grupo.
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Figura 02: Analise representativa da dinamica hormonal e folicular dos grupos vacas H e L frente
a FW.




RelacbOes Temporais

First FW Last FW
Estradiol-17p / Dominant follicle ~ Estradiol-17p / Dominant follicle

Correlation coefficient
Correlation coefficient

Figura 03: Correlacéo entre estradiol - 173 e foliculos dominates |
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Relacdoes Temporais

First FW Last FW
Estradiol-17p / AMH Estradiol-17p / AMH

Correlation coefficient
Correlation coefficient

4 0 - 4
Lag (days)

Figura 04: Correlac&o entre estradiol — 178 e AMH no primeiro e segundo estro respctivamente.
(P < 0,05)
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Figura 05: Numero de foliculos antrais presentes e as concentracdes de AMH intrafolicular. |
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Figura 06: Imunohistoquimica visando Imunodiferenciacao de locais com AMH. |

Nucleo de Pesquisa Ensino e Extensao em Pecuaria - NUPEEC




A B

mmm External Granulosa m— Healthy
2 200 7 —Internal Granulosa - = %07 ZAtrenc
% a (10) o
£ 150 2.~ 150 -
£5 25 ) (%)
= 2100 b £ =100
g @ (25) 21 (30) £ o
fe) C g
S® 50 A ST 50 7
E E *** **
g - | J o -
<0.2 0.2-0.5 0.5-1.5 1.5-3.5 External Internal Cumulus

Follicular diameter (mm) Granulosa

Figura 07: Alteracdes quantitativas de imunomarcacao de AMH nas células da granulosa durante
0 crescimento folicular e atresia.

Nucleo de Pesquisa Ensino e Extensao em Pecuaria - NUPEEC




Bl Untreated
[ 1 FSH 5 ng/ml
1 FSH 50 ng/ml

%k

¥ %k %k I

5 5
T 04 A o4 41
0 0
© b ©
T & 98 4 b b b b T 803 «
Tl FT NN R
S 0.2 0.2
Q Q
0 s
@01 - 301 -
£ £
0 - 00 -

ol L |

x|

| a |

Without BMP BMP4 BMP6 : Without BMP BMP4 BMP6

Follicles 3-5 mm

Follicles 5-10 mm

Figura 08: Efeitos do FSH, BMP4 e BMP6 in vitro sobre a secrecao do AMH pelas células da

granulosa
*P<0,05;**P<0,01 ; ***P<0,001(Efeitos significativos do BMP).
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Figura 09: Efeitos do FSH, BMP4 e BMP&6 in vitro sobre a expressao do mRNA do AMH pelas
células da granulosa.
* P<0,05; ** P< 0,01 ;*** P< 0,001
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CONCLUSAO |
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Consideracoes Finais J

E...FUTURAMENTE?

MUITO OBRIGADO
PELA ATENCAO!
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