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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito de diferentes concentracdes da
Proteina Morfogenética Ossea-7 (BMP-7) na sobrevivéncia e no desenvolvimento in vitro de
foliculos pré-antrais caprinos. Fragmentos de tecido cortical ovariano caprino foram
cultivados por 1 ou 7 dias em Meio Essencial Minimo (MEM™) suplementado com diferentes
concentracoes de BMP-7 (0, 1, 10, 50 ou 100 ng/ml). Os fragmentos nao cultivados ou
aqueles cultivados por 1 ou 7 dias foram processados para histologia cldssica e microscopia
eletronica de transmissdo (MET), sendo avaliados vérios parametros como sobrevivéncia,
ativacdo e crescimento. Os resultados mostraram que apds 1 dia de cultivo, apenas a
concentracdo de 1 ng/ml manteve o percentual de foliculos morfologicamente normais quando
comparado ao controle. Entretanto, no dia 7, todos os tratamentos reduziram
significativamente os percentuais de foliculos morfologicamente normais quando comparados
ao controle ndo cultivado. Além disso, foi observado um aumento significativo no diametro
folicular utilizando 10 ng/ml de BMP-7 com a progressao do cultivo do dia 1 para o dia 7. Por
outro lado, ndo houve influéncia dos tratamentos quando avaliado o diametro oocitdrio.
Quando realizada a MET foi observado que os foliculos cultivados por até 7 dias na presenca
de 1 ng/ml de BMP-7 apresentavam ultra-estrutura compativel aos do controle fresco, ou seja,
apresentavam-se normais. Desta forma, pode-se concluir que a BMP-7 em baixas
concentracdes (1 ng/ml) € capaz de manter a sobrevivéncia durante o cultivo in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos.

Palavras-Chave: Caprinos, foliculos pré-antrais, cultivo, sobrevivéncia, BMP-7.



ABSTRACT

The aim of this study was to verify the effect of different concentrations of BMP-7 in the in
vitro survival and development of caprine preantral follicles. Fragments of caprine ovarian
cortical tissue were cultured for 1 or 7 days in Minimum Essential Medium (MEM™)
supplemented with different concentrations of BMP-7 (0, 1, 10, 50 or 100 ng/ml). Non-
cultured fragments or those cultured for 1 or 7 days were processed for classical histology and
transmission electron microscopy (TEM). Parameters such as follicular survival, activation
and growth were evaluated. After 1 or 7 days of culture, the percentage of morphologically
normal follicles significantly reduced in all treatments when compared with fresh control,
except at 1 ng/ml of BMP-7 for 1 day. In addition, the concentration of 10 ng/ml of BMP-7
significantly increased follicular diameter from day 1 to 7 of culture. There was not any
influence of the other concentrations of BMP-7 regarding to the follicular and oocyte
diameter. Ultrastructure studies confirmed follicular integrity after 7 days of culture in 1
ng/ml BMP-7. In conclusion, small concentrations of BMP-7 can improve the survival of

caprine preantral follicles during in vitro culture.

Keywords: Caprine, preantral follicles, culture, survival, BMP-7.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, existem mais de 7 milhdes de caprinos, dos quais, cerca de 90,76% destes
animais estdo concentrados na regidao Nordeste. Considerando a dimensao territorial do pafs,
bem como as condi¢Oes climaticas favordveis ao desenvolvimento da caprinocultura no
Nordeste, nas ultimas décadas, vérias pesquisas com &énfase nas biotécnicas de reprodugdo
assistida, tém sido realizadas visando aumentar o potencial reprodutivo e a produtividade dos
rebanhos (IBGE, 2006). Dentre estas técnicas, pode-se destacar a Manipulagdo de Odcitos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA).

A biotécnica de MOIFOPA tem como objetivo principal a recuperacdo de foliculos
pré-antrais (FOPA) do ovério para o cultivo in vitro até a completa maturacdo oocitdria,
prevenindo-os, portanto, do processo de morte celular, denominado de atresia, processo que
ocorre naturalmente in vivo. No entanto, para que isso seja possivel, é necessdria uma melhor
compreensdo acerca da fisiologia ovariana para a elucidagdo dos mecanismos e fatores
envolvidos na foliculogénese na fase inicial de desenvolvimento, ou seja, fase pré-antral
(FIGUEIREDO et al., 2008).

A regulacdo da foliculogénese é um processo complexo e continuo, controlado por
uma variedade de fatores, sejam eles extra-ovarianos, isto €, gonadotrofinas, ou aqueles
produzidos localmente no ovério. Durante a foliculogénese, ocorre o crescimento do odcito
além de uma intensa proliferacdo de células da granulosa (GOUGEON, 1996). No entanto,
estudos relacionados aos estddios iniciais da foliculogénese, especialmente o inicio do
crescimento folicular, ainda permanecem obscuros (CHAVES et al., 2008). Neste sentido,
vdrios pesquisadores tém testado diferentes substancias, como hormonios (FSH — MATOS et
al., 2007, CALONGOS et al., 2008 e LH — FLAWS et al., 1997; SARAIVA et al., 2008) e
fatores de crescimento (EGF — SILVA et al., 2004 ¢ FGFb — MATOS et al., 2007) com a
finalidade de definir um sistema de cultivo que garanta a manuten¢do da sobrevivéncia, bem
como, o crescimento folicular in vitro.

No tocante a utilizag@o de alguns fatores de crescimento, pose-se destacar as Proteinas
Morfogenéticas Osseas-BMP. Estas proteinas pertencem 2 superfamilia do Fator de
Crescimento Transformante-B-TGF-f3, representando uma subfamilia especifica. Até o
momento, foram descritas 20 BMPs sendo apenas sete dessas (BMP-2, -3, -3b, -4, -6, -7 e -
15) localizadas em ovarios mamiferos (MASSAGUE e WOTTON, 2000). Estas proteinas sdao

sinalizadas por moléculas extracelulares e estdo envolvidas em multiplos papéis na regulacao
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do crescimento, diferenciacdo e apoptose de numerosos tipos celulares, além de exercerem
funcdes na foliculogénese e ovulagdo (GLISTER et al., 2004).

A expressdo de RNAm para BMP-7 foi detectada em células da teca de foliculos pré-
ovulatérios de ratas (SHIMASAKI et al., 1999) e em células hipofisarias de camundongas
transgénicas (HUANG et al., 2001) e seu receptor (BMPR-II) localizados em células da
granulosa (SHIMASAKI et al., 1999). Em camundongas, LEE et al. (2001) demonstraram
que a BMP-7 estd envolvida na multiplicacdo das células da granulosa e na transicao in vitro
de foliculos do estddio de primordial para primario (LEE et al. 2004).

Para um maior esclarecimento da importancia deste trabalho, a revisdo de literatura a
seguir abordard aspectos relacionados as bases gerais da oogénese e foliculogénese, ativacao
de foliculos primordiais e crescimento de foliculos pré-antrais, populacdo folicular ovariana,
atresia, bem como estudos da foliculogénese in vitro e ainda, a influéncia das BMPs na

regulacdo da foliculogénese inicial.



2 REVISAO DE LITERATURA (CAPITULO 1)

PAPEL DAS PROTEINAS MORFOGENETICAS OSSEAS-6 E -7 (BMP-6 E -7) NA
REGULACAO DA FOLICULOGENESE INICIAL EM MAMIFEROS

Valdevane Rocha ARAUJO, Anderson Pinto ALMEIDA, Deborah de Mello MAGALHAES,
Maria Helena Tavares de MATOS; Liliam Mara Trevisan TAVARES, José Ricardo de
FIGUEIREDO, Ana Paula Ribeiro RODRIGUES

(artigo submetido na Revista Brasileira de Reprodugdo Animal)
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Papel das Proteinas Morfogenéticas Osseas-6 e -7 (BMP-6 e -7) na regulacio da
foliculogénese inicial em mamiferos
(Role of Bone Morphogenetic Proteins-6 and -7 (BMP-6 and -7) on the regulation of early
folliculogenesis in mammals)

Valdevane Rocha ARAUJO™, Anderson Pinto ALMEIDA?, Deborah de Melo MAGALHAES®,
Maria Helena Tavares de MATOS®; Liliam Mara Trevisan TAVARES®, José Ricardo de
FIGUEIREDO!, Ana Paula Ribeiro RODRIGUES?

“Laboratério de Manipulagio de Odcitos e Foliculos Ovarianos Pré-antrais
LAMOFOPA - Universidade Estadual do Ceara (UECE), 60740-000, Fortaleza, Ceara

Correspondéncia, val_exclusiva@yahoo.com.br

Resumo

Estudos envolvendo a relagdo entre o odcito e as células que o circundam sdo
muito importantes na compreensdo dos fatores que regulam o complexo processo
denominado foliculogénese. Dentre este fatores, destacam-se as BMPs, as quais
agem de maneira autdcrina e/ou pardcrina modulando a funcdo ovariana. Esta
revisdo aborda a influéncia das BMPs, mais especificamente as BMP-6 e -7, na
foliculogénese inicial em mamiferos.

Palavras-chave: Proteinas Morfogenéticas Osseas, Foliculogénese, Odcito, Células da
granulosa.

Abstract

Studies concerning the relationship between the oocyte and its surrounding
somatic cells are very important for the understanding of factors regulating the
complex process called folliculogenesis. Among these factors, it is important to
mention the BMPs, which act in autocrine and/or paracrine manner modulating the
ovarian functions. This review 1is focus on the influence of BMPs, more
specifically, BMP-6 and -7, on early folliculogenesis in mammals.

Keywords: Bone Morphogenetic Proteins, Folliculogenesis, Oocyte, Granulosa cell.

Introducao

Uma maior compreensdo das diferentes substancias envolvidas no desenvolvimento
folicular e no curso da atresia, € importante para subsidiar a elabora¢do de um sistema de
cultivo eficiente que permita a ativagdo folicular in vitro, assegurando assim o posterior
desenvolvimento de um grande nimero de foliculos pré-antrais (Demeestere et al., 2005). A
regulacdo do processo de foliculogénese é conduzida ndo apenas por hormonios enddcrinos,
mas também por fatores de crescimento produzidos localmente no ovério (Ruutiainen e
Adashi, 1993).

Dentre as substancias produzidas no ovdrio, destacam-se as Proteinas Morfogenéticas
Osseas (BMPs), membros de grande importancia da superfamilia do Fator de Crescimento
Transformante- (TGF-B). Dentro desta superfamilia, as BMPs compreendem o maior
subgrupo de ligantes, sendo descritos cerca de 20 BMPs (Massague e Wotton, 2000). Estas
substancias provavelmente exercem um efeito autdcrino e/ou pardcrino (Dooley et al., 2000),
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pois muitas destas moléculas sdo sintetizadas e secretadas pelo odcito (Eppig et al., 1997)
possuindo efeitos positivos no que diz respeito a ativacdo folicular in vivo (Lee et al., 2001) e
in vitro (Nilsson e Skinner, 2003; Lee et al., 2004). Além disso, tem sido hipotetizado que no
interior dos foliculos antrais, os odcitos continuam a influenciar o comportamento das células
da granulosa (CG) que o circundam, via producdo de fatores especificos secretados pelos
odcitos, assim regulando seu préprio micro-ambiente (Eppig, 2001, Gilchrist et al., 2004). A
BMP-15 e o Fator de Crescimento de Diferenciagdo-9 (GDF-9) exclusivamente produzidos
pelo odcito, juntamente com a BMP-6, sdo os principais candidatos para este papel.

A expressao de receptores de BMP nos odcitos (Souza et al. 2002, Erickson e
Shimasaki 2003, Glister et al. 2004) sugere um papel destas na modulacdo do
desenvolvimento bem como na maturagdo oocitdria. No entanto, recentes estudos (Fatehi et
al., 2005) demonstraram que o cultivo de complexo cumulus odcito (CCO) bovino na
presenca de BMP-2 e -4 exdgenos nao influenciou a maturagdo nuclear do odcito, expansao
das células do cumulus e posterior formacao de blastocisto.

Tendo em vista a importancia das BMPs na reprodu¢do de mamiferos, a presente
revisdao tem como objetivo abordar o papel intra-ovariano, especificamente das BMP-6 e -7,
na foliculogénese mamifera inicial ou pré-antral.

Bases gerais da oogénese e foliculogénese

Em mamiferos, os estddios iniciais do desenvolvimento ovariano, ainda no periodo
pré-natal, sdo desencadeados pela migracdao das células germinativas primordiais (CGP) do
saco vitelino embriondrio para a gonada primitiva e sua posterior coloniza¢io (Bristol-Gould
e Woodruff, 2006). Com a finalidade de verificar quais fatores de crescimento e/ou hormoénios
estdo envolvidos no controle do desenvolvimento de CGP, diversos estudos t€ém sugerido um
papel importante de algumas substincias. Dentre elas, podem ser destacadas as BMPs. A
auséncia de tais substincias, em embrides de camundongas, promove a falha no
desenvolvimento das CGP (BMP-4: Lawson et al., 1999, BMP-8: Ying et al., 2000). Essa
afirmacdo sugere fortemente que as BMPs podem estar envolvidas na formacdo e
desenvolvimento dos foliculos primordiais.

Imediatamente apds a diferenciacdo das gonadas, por volta do 30° dia de gestacdo em
bovinos, (Riisse, 1983), ocorre a transformacdo das CGP em oogdnias meioticamente ativas,
marcadas pela replicacdo final do DNA durante o estidio de pré-leptoteno, preparando a
célula para divisdo meidtica. Posteriormente, estas oogdnias se tornam entdo o0dcitos
primdrios ou imaturos, os quais sofrem uma parada no seu desenvolvimento (Suh et al.,
2002), em profase I no estddio de dipléteno ou vesicula germinal. Ao chegar neste estadio da
meiose, 0 odcito fica rodeado por uma unica camada de 4-8 células da pré-granulosa,
constituindo neste momento efetivamente a primeira categoria dos foliculos pré-antrais
(FOPAs), ou seja, os foliculos primordiais (Fair, 2003), dando inicio ao processo de
foliculogénese. Tais foliculos aparecem no ovério fetal por volta de 90 dias em vacas (Riisse,
1983) e aos 75 dias em ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002). J4 em humanos,
todos os foliculos primordiais sdo formados entre o sexto (180 dias) e o nono (270 dias) més
de gestacao (Erickson e Williams, 2008).

A foliculogénese inicia-se com a formagdo do foliculo primordial e culmina com o
estddio de foliculo de De Graaf ou pré-ovulatério (Van den Hurk e Zhao, 2005). Este
processo estd dividido em duas fases. 1) a fase pré-antral, que € subdividida em ativagao dos
foliculos primordiais e crescimento de foliculos primérios e secunddrios, 2) a fase antral, por
sua vez, subdividida em crescimento inicial e terminal dos foliculos tercidrios e formacao do
foliculo pré-ovulatério. No presente trabalho, apenas a primeira fase da foliculogénese sera
apresentada com maiores detalhes.
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O processo de foliculogénese ocorre no cortex ovariano e tem seu sucesso a partir de
altos niveis de organizacdo e citodiferenciacdo (Erickson e Williams, 2008). Em alguns
foliculos, estdo presentes tanto células pavimentosas quanto cubicas, dando origem a classe
dos foliculos de transicdo (Van den Hurk et al., 1997). Com a evolucdo folicular e apds o
recrutamento, os FOPAs mamiferos iniciam uma série de mudancas morfofisioldgicas que
envolvem o crescimento e diferenciacdo do odcito, bem como, a proliferacdo e diferenciagdao
das CG e o desenvolvimento das células da teca (CT) (Suh et al., 2002). Estes dois tipos de
células somaticas sdo os locais de acdo e sintese de uma série de hormonios que promovem
uma complexa regula¢ido do desenvolvimento folicular (Skinner, 2005).

Quando todas as células da pré-granulosa que circundam o odcito imaturo central
tornam-se cubdides, aumentando em nimero e volume, os foliculos passam a ser chamados de
primdrios (Van den Hurk et al., 1997). Durante todo o crescimento dos foliculos primarios, as
CG sofrem proliferacdo, diferenciam-se e ha um aumento do odcito em tamanho e contetido
protéico (Picton et al., 1998) bem como na expressdo do RNAm de receptores para FSH em
vacas (Bao e Garverick, 1998), ovelhas (Tisdall et al., 1995) e ratas (Presl et al., 1974). Esse
estddio folicular, aparece aos 140 dias em fetos de vacas (Riisse, 1983) e aos 100 dias em
ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002). Nesta categoria, a zona peldcida (ZP),
uma camada composta por glicoproteinas (ZP-1, -2 e -3), comeca a ser formada circundando
o odcito mamifero (Rankin et al., 2001). No entanto, Gook et al. (2008), verificaram a
presenca das proteinas para ZP em foliculos desde os estddios de primordial, na espécie
humana sugerindo que estas proteinas estao presentes desde o inicio da foliculogénese.

Os foliculos alcancam o estddio secunddrio quando duas ou mais camadas de CG
cubdides estio circundando o odcito e as CT ja estdo formadas e se evidenciam do estroma
circundante. Isto ocorre em fetos aos 120 dias em ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et
al., 2002) e aos 210 dias em vacas (Riisse, 1983). Além disso, a proliferacdo das CG e CT
serd, em parte, responsavel pelo posterior desenvolvimento do foliculo antral (Skinner, 2005).

Ativacao de foliculos primordiais e Crescimento de foliculos pré-antrais

A ativagdo do foliculo primordial € caracterizada pela transformac¢do das CG que
circundam o odcito, de sua forma pavimentosa para a forma cuboidal e conseqiiente
proliferacao (Fair et al., 1997; Braw-Tal e Yossefi, 1997), seguida do aumento do diametro
oocitario. Para entender a ativag¢do ou o inicio do crescimento de foliculos primordiais, torna-
se necessdrio o conhecimento sobre algumas caracteristicas destes foliculos. Os foliculos
primordiais ndo sdo vascularizados, portanto, ndo possuem suprimento sanguineo proprio.
Desta forma, precisam diretamente de uma perfeita interacao (jungdes intercomunicantes ou
gap) entre as células dos compartimentos foliculares (CG e odcito) e o estroma ovariano
(Erickson e Williams, 2008). As juncdes gap facilitam a transferéncia de aminodcidos, glicose
e nucleotideos para o crescimento do odcito (Eppig, 1991). Segundo Boland ef al. (1994), os
foliculos utilizam predominantemente a via glicolitica como forma de producdo ATP, pois os
FOPAs parecem ser capazes de gerar energia suficiente em condi¢des anaerdbias. No entanto,
para o crescimento normal, maturacdo e esteroidogénese, o metabolismo folicular exige a
presenca de oxigénio.

O processo de ativacdo folicular ocorre dias, meses, ou anos apds o nascimento
(Hirshfield, 1991). Assim, os fatores que estimulam a proliferacdo das CG sdo considerados
semelhantes aqueles que promovem a ativacdo do foliculo primordial. Dentre estes fatores
destacam-se o Kit Ligand (KL — Parrot e Skinner, 1999), Fator de Crescimento Fibrobléstico
basico (FGFb — Nilsson et al., 2001) e Fator Inibitério de Leucemia (LIF — Nilsson et al.,
2002) e a BMP-7 (Lee et al., 2001). O cultivo in vitro de CG de ratas na presenca de BMP-7
resultou em um aumento da proliferacdo destas células (Lee et al., 2001). Além disso, estes
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mesmos autores observaram uma reducdo no numero de foliculos primordiais com
conseqiiente aumento no numero de foliculos primarios apds injecdo direta da BMP-7 na
bursa ovariana de ratas. Estes achados sugerem que a estimulacdo dos foliculos primordiais
pela BMP-7 ocorre devido a promog¢ao da mitose nas CG (Lee et al., 2001) ou ainda pela sua
associacdo com o FSH (Lee ef al., 2004) uma vez que quando utilizados em combinagdo,
também promoveram ativagdo de foliculos primordias.

Durante a fase de crescimento dos foliculos primordiais, os o06citos primarios
aumentam consideravelmente de tamanho sendo detectados altos niveis de expressdao de
RNAm e acimulo de ribossomos e polipeptideos (Fair e Hyttel, 1997). Uma vez ativados, os
foliculos entram para o pool de foliculos em desenvolvimento que serdo posteriormente
maturados. A abundancia de mitocondrias alongadas e em divisdo, e ainda dos reticulos
endoplasmaticos liso e rugoso refletem o aumento da sintese de energia que os odcitos
necessitam para crescer e posteriormente maturar (Fair ef al., 1997). Além disso, qualquer
problema nesta fase de crescimento do odcito pode acarretar em falhas no desenvolvimento
embriondrio no estddio de blastocisto (Fair e Hyttel, 1997).

Populacao folicular ovariana

Os FOPAs representam 90% da populagido folicular e constituem o estoque de gametas
femininos (Liu et al., 2001). Independente disso, numericamente a populagdo folicular difere
entre as espécies, além de ser observada uma forte variacao individual (Katska-Ksiazkiewicz,
2006), sendo de aproximadamente 1.500 em camundongas (Shaw et al., 2000); 35.000 em
cabras (Lucci et al., 1999); 33.000 em ovelhas (Amorim et al., 2000); 235.000 em vacas
(Betteridge et al., 1989) e 2.000.000 nas mulheres (Erickson, 1986). Apesar da grande
populagdo folicular presente no ovario mamifero, a maioria dos foliculos, 99,9%, nao chega a
ovulagdo, pois sao eliminados por um processo natural, denominado atresia ou morte folicular
(Figueiredo et al., 2008), fazendo com que o desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatdrio a
partir de um foliculo primordial seja um evento biolégico extremamente raro (Ireland, 1987).

Atresia

A atresia pode ocorrer por via degenerativa (Saumande, 1981) e/ou apoptética
(Figueiredo et al., 1995), quando o ambiente pardcrino ou enddcrino ndo € apropriado para
suportar o crescimento folicular e/ou diferenciagdo das células da granulosa. (Silva et al.,
2002). Apesar de ser um fendmeno natural, a atresia reduz significativamente o nimero de
odcitos presentes no ovario diminuindo assim, o potencial reprodutivo da fémea mamifera. A
atresia ocorre em todos os estddios foliculares, especialmente na fase antral e, vérios fatores
como idade, aporte nutricional e estddio reprodutivo, podem afetar as taxas de atresia folicular
(Ingram, 1962).

Sabe-se que a isquemia pode ser uma das principais causas do desencadeamento da
morte folicular na via degenerativa (Farber, 1982), resultando em alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, aumento de d4gua intracelular, vacuoliza¢dao
citoplasmadtica e, conseqiiente degeneracdo (Barros et al., 2001). Estudos realizados em
ovarios caprinos mostraram por andlise histolégica e ultra-estrutural que em foliculos
primordiais e primarios degenerados, o odcito € mais sensivel do que as CG, apresentando-se
retraido e com nucleo picnético, além de numerosos vacuiolos no ooplasma (degeneragao tipo
1 — alteragdes apenas no odcito). Ja em foliculos secundarios, as alteracdes foram observadas
em ambos os compartimentos foliculares, caracterizando, portanto a degeneragdo do tipo 2
(Silva et al., 2002). Esse tipo de degeneracdo, no entanto, ¢ mais freqiiente em foliculos
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antrais. A partir deste estadio, o odcito torna-se altamente resistente e as primeiras alteragdes
indicativas de atresia sdo observadas nas CG (Silva et al., 2002).

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ um programa de suicidio celular ativo
encontrado em todos os organismos multicelulares e ocorre em tecidos que estdo sofrendo
alteracdes de desenvolvimento ou respondendo a um estimulo fisioldgico. A alteragdo tipica
observada é a condensacdo da cromatina, resultando na formacdo de zonas densas de
heterocromatina sobre a membrana nuclear. Independentemente da condensacdo da
cromatina, endonucleases dependentes de cdlcio e magnésio sdo ativadas, resultando na
clivagem do DNA entre as unidades nucleossomais, a cada 180-200 pares de bases (Tilly,
1996) e formacao dos corpos apoptéticos. Muitas caracteristicas morfoldgicas da apoptose
tém sido demonstradas em odcitos e CG. Em foliculos pré-antrais, as primeiras alteracdes
indicativas de atresia ocorrem no odcito, como por exemplo, retracdo da cromatina nuclear e
fragmentacao oocitéria, o que desencadeia o processo de eliminacao irreversivel dos foliculos
ovarianos neste estddio de desenvolvimento (Morita e Tilly, 1999).

A atresia, seja por meio da degeneracdo ou da apoptose, conforme anteriormente
descrita, € um processo regulado principalmente por fatores enddcrinos, como os hormoénios
FSH e LH, fatores paricrinos, incluindo o KL, Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1
(IGF-1), EGF, FGFb, ativina e as BMPs. Desta forma, é provavel, que o balango entre os
fatores que promovem sobrevivéncia e aqueles que induzem a morte decidird se um
determinado foliculo continuard o seu desenvolvimento ou sofrerd atresia (Hsu e Hsueh,
2000).

Diante disso, visando evitar a enorme perda folicular que ocorre naturalmente in vivo
pela atresia, nas dltimas décadas, vérios estudos t€m sido realizados com a finalidade de
elucidar os fatores e mecanismos envolvidos no crescimento e na atresia folicular.

Estudo da foliculogénese in vitro

Apesar de muito ja ser conhecido acerca da foliculogénese antral, pouco se sabe sobre
a fase pré-antral, sobretudo com relacdo aos fatores e mecanismos responsaveis pelo
crescimento de foliculos primdrios e secundérios. No entanto, varios estudos in vitro tém sido
realizados com a finalidade de elucidar esse processo. Dentre esses estudos, destacam-se 0s
trabalhos relacionados a Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-
Antrais (MOIFOPA). Essa biotécnica tem como principal objetivo, resgatar ou isolar do
ambiente ovariano os FOPAs e cultiva-los in vitro com o intuito de assegurar o crescimento e
desenvolvimento dos odcitos contidos no interior desses foliculos até a completa maturagdo,
prevenindo-os assim, do processo natural de atresia folicular (Figueiredo et al., 2008).

O estudo da foliculogénese in vitro pode ser realizado através de diferentes sistemas,
como por exemplo, o cultivo do foliculo presente em pequenos fragmentos de ovario (in situ),
ou o cultivo do foliculo isolado do cértex ovariano. O sistema de cultivo in vitro que utiliza
fragmentos ovarianos, apresenta como principais vantagens, a manutencdo da estrutura
folicular e uma maior praticidade (Telfer, 1996). Por outro lado, o cultivo de foliculos
isolados permite uma maior perfusdo do meio, bem como a possibilidade de cultivar
individualmente foliculos pré-antrais em diferentes categorias (primordial, primario,
secundario).

Nos ultimos anos, tem sido observado um considerdvel progresso no tocante ao
crescimento e maturagdo in vitro de FOPAs em diferentes espécies animais. Em humanos
(Roy e Treacy, 1993), caprinos (Huamin e Yong, 2000), bovinos (Itoh et al., 2002), ovinos
(Arunakumari et al., 2007), grandes foliculos secundarios isolados foram cultivados in vitro e
se desenvolveram até o estddio antral. Apesar desses avancos, os resultados mais satisfatorios
observados em ruminantes até o presente momento foram relatados recentemente por Gupta et
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al. (2008), em que odcitos oriundos de foliculos secundérios de bufalas cultivados in vitro
atingiram a maturagdo e foram fecundados in vitro resultando posteriormente na producdo de
embrides. No entanto, resultados como esse nao t€m sido relatados com freqiiéncia, nao sendo
caracterizados ainda como uma rotina na biotécnica de MOIFOPA. Isso pode ser devido a
diferencas existentes entre as metodologias empregadas pelas diferentes equipes, bem como
as particularidades existentes entre as diferentes espécies. Especificamente, com relacdo as
metodologias e aos protocolos empregados, acredita-se que as diferentes substancias
adicionadas ao meio de cultivo, bem como o momento da adi¢cdo e as concentracdes das
substancias, sdo aspectos relevantes para a obtencao dos resultados satisfatérios no tocante ao
desenvolvimento folicular e maturagcdo oocitdria in vitro. Nesse sentido, diferentes fatores e
substancias tém sido amplamente estudados e empregados no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais visando conhecer a agdo sobre a foliculogénese na sua fase inicial. Dentre as
substancias, podem ser citadas as BMPs, as quais tem sido demonstradas ter um importante
papel no desenvolvimento folicular.

Influéncia das BMPs na regulacao da foliculogénese inicial

A capacidade das células somdticas em controlar e manter o processo de
gametogénese € um requisito essencial para a reprodu¢ao em mamiferos (Skinner, 2005). A
regulacdo do crescimento, a partir da proliferacdo celular e citodiferenciacdo de foliculos
ovarianos pode ser auxiliada por intimeros fatores de crescimento sintetizados pelos
compartimentos foliculares. No entanto, a fun¢do dos fatores que controlam o crescimento e
desenvolvimento dos foliculos ainda ndo € bem compreendida, sendo, portanto um ponto
critico da elucidacdo da fisiologia ovariana. Nesse contexto, observa-se uma grande
importancia de substdncias como as BMPs, membros da superfamilia TGF-3. Das 20 BMPs
descritas até o momento (Massague e Wotton, 2000), apenas sete dessas (BMP-2, -3, -3b, -4, -
6, -7 e -15) foram localizadas em ovarios mamiferos (Hogan, 1996; Wozney e Rosen, 1998;
Dube et al., 1998). Estas proteinas sdo sinalizadas por moléculas extracelulares, expressas de
maneira tecido-especifica durante a embriogénese e a vida adulta dos animais, e estdo
envolvidas em multiplos papéis na regulacdo do crescimento, diferenciacdo e apoptose de
varios tipos celulares, além de exercerem fun¢des na foliculogénese e ovulacao (Glister ef al.,
2004).

Caracterizacdo estrutural das BMPs

Os membros da superfamilia TGF-f séo sintetizados como uma pré-proteina que
possui um peptideo sinalizador, uma grande pré-regido e uma regido menor madura
biologicamente ativa (Massague, 1990; Chang et al., 2002). Uma distinta caracteristica
estrutural desta superfamilia € a presenca de sete cisteinas conservadas, as quais estao
envolvidas no dobramento da molécula em uma estrutura tridimensional chamada n6 de
cisteina (Schlunegger e Griitter, 1992; Griffith et al., 1996; Vitt et al., 2001). O papel da pro-
regidao dos membros da superfamilia TGF-P3 ndo é bem compreendido. No entanto, acredita-se
que esta regido possa ser importante para a correta dobra e dimeriza¢cdo da molécula uma vez
que a dimerizacdo ocorre antes do processamento proteolitico para a libertacdo da regido
madura biologicamente ativa (Shimasaki et al., 2004). O tnico residuo de cisteina conservado
que ndo esta envolvido na formacdo do né de cisteina faz uma tnica ponte dissulfeto entre as
duas subunidades. Isso resulta na formacao de um dimero ligado covalentemente, que € critica
para sua atividade bioldgica (Wang et al., 1990; Israel et al., 1992; Jones et al., 1994).
Estudos utilizando sistema de expressdo de proteinas recombinantes revelaram que, quando
co-expressas, as BMP-2, -4, -5, -6 (Fig. 1) e -7 (Fig. 2) podem formar heterodimeros, sendo
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uma caracteristica interessante, que estes podem exibir maior atividade bioldgica que seus
correspondentes homodimeros (Aono et al., 1995; Israel et al., 1996; Suzuki et al., 1997,
Kusumoto et al., 1997).

Figura 1. Estrutura cristalizada da Proteina Morfogenética Ossea-6 em dois dngulos diferentes [mmdbId:60210 e
mmdbld:60211] (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Figura 2. Estrutura cristalizada da Proteina Morfogenética Ossea-7 em dois dngulos diferentes [mmdbId:22322 e
mmdbld:22323] (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As BMPs interagem com duas classes de receptores transmembrandrios do tipo serina-
treonina quinase, receptores de BMP tipo I e tipo II. Nos mamiferos, trés receptores tipo I
(BMPR-IA/AIk3, BMPR-IB/AILk6 e ActRI/Alk2) e trés receptores do tipo II (BMPR-II, ActR-
ITA, e ActR-IIB) foram identificados (Knight e Glister, 2003).

Expressdo e Imunolocaliza¢do das BMP-6 e -7 no tecido ovariano

Diversos fatores de crescimento, incluindo os membros da superfamilia TGF-f3, sdo
expressos em odcitos, CG e CT, de acordo com o estddio de desenvolvimento do foliculo,
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funcionando como moléculas reguladoras intra-ovarianas envolvidas no recrutamento
folicular, proliferacdo/atresia de CG e CT, esteroidogénese, maturacao oocitéria, ovulacdo e
luteinizacdo (Knight e Glister, 2003).

Virios genes de BMPs sdo expressos no ovario de mamiferos. O RNAm que codifica
a BMP-6, por exemplo, ja foi identificado em ovérios de murinos (Lyons et al, 1989; Otsuka
et al., 2000; Erickson e Shimasaki, 2003), mulheres (Hino et al., 1996), e porcas recém-
nascidas (Shimizu et al., 2004). J4 o RNAm para BMP-7, teve sua presenca identificada
através de estudos utilizando a técnica de hibridizacdo in situ em CT de foliculos pré-
ovulatdrios de ratas normais ciclicas (Shimasaki et al., 1999) e em células hipofisarias de
camundongas transgénicas (Huang et al., 2001). Além disso, Huang et al. (2001) utilizando
RT-PCR, identificaram o RNAm para a BMP-7 em células hipofisarias de camundongas.

A BMP-6 é uma proteina expressa no odcito (ovelha: Juengel et al., 2006; rata: Otsuka
et al., 2001; vaca: Glister et al., 2004; porca: Brankin et al., 2005; camundongas Elvin et al.
2000), CG (rata: Erickson e Shimasaki, 2003; vaca: Glister et al., 2004 e porca: Brankin et al.,
2005) e CT (ovelha: Campbell et al., 2004; vaca: Glister et al., 2004) de foliculos em
diferentes estddios de desenvolvimento. Além disso, foi observada na espécie suina a
expressao desta proteina no liquido folicular (Quinn et al., 2004). Entretanto, a expressao da
proteina para BMP-7 foi identificada apenas em CT de foliculos pré-ovulatdrios de ratas
(Shimasaki et al., 1999).

A expressao dos receptores de BMP j4 foi observada nos diferentes compartimentos
foliculares, ou seja, nas CG, CT e nos odcitos. O RNAm para BMPR-IA, BMPR-IB e BMPR-
II € expresso em odcitos e CG de ratas (Shimasaki et al., 1999) e porcas (Quinn et al., 2004),
sendo nesta dltima espécie, observada a expressao também nas CT. Em ovelhas, os receptores
de BMP estdo localizados nos odcitos, CG (tanto de foliculos primdrios, quanto antrais), CT
(foliculos antrais) e na superficie do epitélio ovariano (Wilson et al., 2001; Souza et al.,
2002). O RNAm para BMPR-II foi detectado em CG e odcitos de foliculos antrais em ratas
(Shimasaki et al., 1999; Erickson e Shimasaki, 2003). Em vacas, o RNAm do BMPR-IA,
BMPR-IB, ActR-IA, ActR-IIB e BMPR-II foi observado em todos os compartimentos de
foliculos antrais, no entanto, a proteina BMPR-II foi encontrada somente nos odcitos de
foliculos antrais (Fatehi et al., 2005). Estudos realizados em ratas demonstraram que os
receptores da BMP-7 (BMPR-II) estdao expressos nas CG de foliculos a partir do estddio
secundario (Shimasaki et al., 1999). Além disso, o RNAm para os receptores da BMP-6
(BMPR-IA, -IB e II) sdo expressos nos odcitos e nas CG de foliculos caprinos (Silva et al.,
2004) e de varias outras espécies mamiferas como camundonga (Elvin et al., 2000), rata
(Shimasaki et al., 1999; Erickson e Shimasaki, 2003), ovelha (Souza et al., 2002; McNatty et
al., 2005) e vaca (Glister e Knight, 2002), indicando possiveis efeitos autdcrinos e/ou
paracrinos.

Mecanismo de sinalizagdo intracelular

As BMPs se ligam aos dois tipos de receptores, do tipo I e II. Para uma ligacao
eficiente e posterior transducdo do sinal, os receptores de BMP exigem a formacdo de um
complexo heterodimérico entre os dois tipos de receptores (Liu et al., 1995; Findlay et al.,
2002). Uma vez que o complexo ligante-receptor é formado, o receptor do tipo II fosforila e
ativa receptores do tipo I que desencadeiam a seqiiéncia de eventos da via de sinaliza¢do das
BMPs (Massague, 1998; Miyazono et al., 2001) a qual, por sua vez, ativa reguladores
transcricionais chamados Smads, que convertem o sinal para o nucleo modificando a
expressdo génica (Fig. 3). A via Smad é regulada pelo mediador Smad 4 e inibidores Smad
(Smad 6 e 7) (Ishidou et al., 1995; ten Dijke e Hill, 2004; Termaat et al., 2005). O complexo
de proteinas Smad sao efetores nucleares e determinam a sinaliza¢do através da ativacdo ou
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repressao dos genes alvo no nicleo e que alteram a atividade celular, incluindo o crescimento,
diferenciacdo e sintese de matriz extracelular (Itoh et al., 2000; Kawabata et al., 1999; von
Bubnoff e Cho, 2001). As BMPs ativam as vias Smad-1, -5 e -8, enquanto que a ativina e
TGF-P ativam as vias Smad-2 e -3 (Miyazono et al. 2000, Miyazawa et al. 2002).
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Figura 3. Ligantes, receptores, sinalizacdo e transcricdo de BMPs e TGFf. As BMPs sdo ligantes diméricos (com
né de cisteina em cada monémero) que interagem tanto com receptores tipo I (RI), quanto receptores tipo 11
(RII). Na cascata de sinalizacdo, o receptor do tipo II fosforila o receptor do tipo I. A associacdo entre os
receptores I e II resulta no complexo sinal-transdug¢do. O complexo quinase BMP e receptor tipo I fosforila os
substratos de sinalizacdo Smad 1, 5 ou 8. As isoformas TGFf interagem com receptores distintos dos receptores
de BMPs. O complexo quinase TGFp e receptor tipo I fosforila os Smad 2 ou 3. A fosforilacdo para ambos,
BMPs e TGFj , € inibida e/ou modulada pelos Smads inibitérios 6 e 7. Os Smads fosforilados 1, 5 ou 8§
interagem com o Smad 4 e penetram no nicleo para ativar a maquinaria transcriptacional para desencadear a
resposta dos genes de BMP. Os Smads 2 ou 3 associados ao Smad 4 entram no nicleo e ativam a resposta dos
genes de TGFp.

Efeitos das BMP-6 e -7 nas células ovarianas

Modelos de camundongas transgénicas knockout, tém sido utilizados para investigar
os efeitos in vivo das BMPs no ovdrio. Com isso, foi demonstrado que, na auséncia de BMP-
2, os animais t€ém um ndmero reduzido de células germinativas primordiais em comparagdo
com os seus homodlogos de tipo selvagem (Ying e Zhao, 2001). Inversamente, as ratas sem o
gene da BMP-6 parecem normais no que diz respeito a fertilidade e tamanho da ninhada,

sugerindo que esta proteina pode ndo ser essencial para a fertilidade de murinos (Solloway et
al., 1998).
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A multiplicacdo das CG € um dos eventos associados com o crescimento de foliculos
primordiais. Os efeitos da BMP-6 nos compartimentos foliculares ja foram observados em
varias espécies. Ao contrario da BMP-15, a BMP-6 ndo estimula a proliferacdo de CG (ratas:
Otsuka et al., 2001), além disso, inibe sua diferenciacdo (ovelhas: Juengel et al., 2006).
Entretanto, em bovinos, Glister et al. (2004) verificaram um pequeno, porém significativo,
aumento no nimero de CG quando cultivadas in vitro por seis dias em meio adicionado de
BMP-6. Além disso, demonstrou-se que esta proteina € importante na proliferacdo de CG e
CT em ovinos (Juengel et al., 2006) e suinos (Brankin et al., 2005). Adicionalmente, em
vacas, as BMP-6 e -7 foram capazes de aumentar o nimero de células vidveis, a partir de um
efeito mitogénico direto (Glister et al., 2004).

No tocante a BMP-7, Lee et al. (2001) observaram a partir da injecdo direta dessa
proteina na bursa ovariana de ratas, o seu papel no controle do crescimento oocitdrio, bem
como na multiplicacdo das CG. Estudos in vitro, com as BMP-4 (Nilsson e Skinner, 2003) e
BMP-7 (Lee et al., 2004) mostraram que estas proteinas promovem a manutencdo da
viabilidade, bem como a ativacdo e o crescimento de foliculos primordiais de ratas e
camundongas, respectivamente. Além disso, a utilizacdo da BMP-7 aumentou a proliferagdao
de CG cultivadas in vitro, em vacas (Glister et al., 2004) e ratas (Lee et al., 2001). Otsuka e
Shimasaki (2002), observaram que as BMP-7 e -15 estimularam a sintese de DNA pelas CG
de foliculos primadrios cultivados in vitro e ainda, apenas a BMP-7 manteve esse estimulo
quando as CG foram cultivadas juntamente com os odcitos. Por outro lado, quando CG foram
cultivadas por dois ou seis dias em meio adicionado das BMP-2, -4, -6 ou -7, ndo foi
observada nenhuma influéncia de tais substancias na proliferagdo ou sobrevivéncia celular
(ovelhas: Juengel et al., 2006). Adicionalmente, multiplos fatores, incluindo o estddio de
maturacdo ou ndmero de CG dos foliculos, as diferencas nas composi¢cdes dos meios e
periodos de cultivo, ou ainda a adi¢ao de outros hormonios e/ou fatores de crescimento podem
influenciar as respostas das células as diferentes BMPs utilizadas.

Efeitos das BMP-6 e -7 na esteroidogénese ovariana e secrecdo de peptideos

As BMP-4, -6 e -7, estimularam a produgdo de estradiol, inibina-A, ativina-A e
folistatina (Lee er al., 2001) inibindo (ratas: Shimasaki ef al., 1999; Lee et al., 2001; Otsuka et
al., 2001; ovelhas: Juengel et al., 2006; vacas: Glister el al. 2004) ou nao afetando (McNatty
et al., 2001) a secrecdo de progesterona pelas CG. Por outro lado, a interacio de BMP-6 e
FSH, nao modificou a secre¢do de estradiol pelas CG (ratas: Miyoshi et al., 2007). A
afinidade da folistatina com cada BMP € um potencial modulador da acdo das BMPs no
ovario mamifero (Glister et al., 2004). A expressao e secre¢cao das subunidades da inibina tem
sido demonstradas como potencialmente influenciadoras do sistema BMP em CG-luteinicas
(mulheres: Jaatinen et al., 2002). Além disso, a BMP-6 pode prevenir a luteinizacdo
prematura dos foliculos potencialmente dominantes ou recrutdveis (Otsuka et al., 2001;
Glister et al., 2004) sugerindo, desta maneira, que as moléculas inibitorias estdo presentes no
oocito. Esta fun¢do provavelmente € entendida pela observacdo dos sinalizadores de BMP-6
nas células da granulosa de foliculos dominantes em ratas (Erickson e Shimasaki, 2003).

A responsividade das BMPs ao FSH foi associada ao aumento do nimero ou
alteracdes nas propriedades de seu receptor. Em outros estudos, foi observado que as BMP-6
e -7 aumentam a secre¢do de FSH nas células hipofisarias (Huang et al., 2001) e ainda que
apenas a BMP-7 aumenta a expressao de receptores para FSH durante o cultivo de ovarios de
camundongas (Lee et al., 2004), modulando a a¢do deste hormoOnio (ratas: Otsuka et al.,
2001), no sentido de aumentar a producdo de estradiol e inibir a sintese de progesterona
(Shimasaki et al., 1999). A habilidade das BMP-6 e -7 em estimular a sintese de FSH foi
descrita pela primeira vez em cultivo de células hipofisarias derivadas de camundongas



30

transgénicas. Esses resultados combinados ao fato de que o RNAm destas BMPs foram
detectados em células hipofisdrias de camundongas, indicam que além das BMP-6 e -7
funcionarem como estimuladores de FSH, podem manter os niveis basais deste hormonio in
vivo ap0s utilizacdo de anti-BMP-7 (Huang et al., 2001).

Consideracoes e perspectivas finais

Conforme mostrado nesta revisdo, evidenciou-se a participagdo das BMP -6 e -7, na
modulacdo do desenvolvimento folicular e funcdo ovariana. Estas proteinas tem sido
caracterizadas como importantes fatores que associadas a outros produzidos sistémica ou
localmente, podem atuar na manuten¢do da atividade ovariana, de forma a influenciar a
esteroidogénese e atrasar o inicio da atresia e/ou luteinizacdo. Uma melhor compreensdo
acerca dos papéis de tais proteinas no ovdrio poderd contribuir para a elucidacdo da
foliculogénese ovariana bem como, para o desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro
capazes de promover o crescimento e a maturacdo de odcitos oriundos de foliculos pré-
antrais.
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3 JUSTIFICATIVA

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que na fase inicial da foliculogénese ainda
existem varios processos pouco conhecidos, sobretudo, no que se refere ao crescimento e
maturacdo de foliculos pré-antrais. Os foliculos ovarianos pré-antrais representam 90% da
populacdo folicular no ovédrio mamifero e sdo os precursores dos foliculos antrais, os quais
chegardo ao estddio pré-ovulatério. Por essa razdo, aliado ao pouco que se conhece do
processo de desenvolvimento folicular na fase pré-antral, admite-se a necessidade da
realizacdo de estudos no sentido de elucidar os mecanismos responsaveis, sobretudo na fase
inicial da foliculogénese. Atualmente, ja estd descrito na literatura que fatores produzidos
localmente no ovdrio podem determinar o inicio do crescimento folicular, bem como a
diferenciacdo, o acumulo de organelas citoplasmdticas e a selecdo de alguns foliculos,
enquanto outros permanecem bloqueados. A BMP-7, por exemplo, é considerada reguladora
potencial local da fun¢do gonadal feminina além de ser extremamente importante para a
proliferagcdo celular ovariana, em ratas (LEE et al., 2001). Essa informacao sugere que essa
proteina seja um fator de extrema importancia para o desenvolvimento de foliculos pré-antrais
in vitro, oriundos da espécie caprina.

O papel das BMPs, especialmente, a BMP-7 no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
caprinos ainda nio foi demonstrado. Neste sentido, acredita-se que a utilizacdo dessa proteina
no meio de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais possa fornecer subsidios para uma melhor
compreensdo acerca dos fatores reguladores da fung¢do ovariana, notadamente na fase inicial
da foliculogénese. Visando uma melhor avaliacdo da eficdcia do cultivo, além da histologia
cléssica, foi utilizada a microscopia eletronica de transmissdo que € uma técnica mais precisa

e permite a avaliacdo ultra-estrutural dos foliculos.



4 HIPOTESE CIENTIFICA
Diante do exposto, formulou-se a seguinte hip6tese cientifica:
A BMP-7 mantém a viabilidade folicular e influencia positivamente na ativa¢io e no

crescimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos apds cultivo de curta duracao.

5 OBJETIVOS
5.1 Geral:

Analisar o efeito da BMP-7 sobre o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos.

5.2 Especificos:

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de BMP-7 sobre a sobrevivéncia, ativacao
e crescimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos;

Analisar morfolégica e ultra-estruturalmente os foliculos pré-antrais caprinos

cultivados in vitro.
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EFEITO DA PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA-7 (BMP-7) NA
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The aim of this study was to verify the effects of different concentrations of BMP-7 on
in vitro survival and development of caprine preantral follicles. Fragments of caprine ovarian

cortical tissue were cultured for 1 of 7 days in Minimum Essential Medium (MEM")
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supplemented with different concentrations of BMP-7 (1, 10, 50 or 100 ng/ml). Non-cultured
fragments or those cultured for 1 or 7 days were processed for classical histology and
transmission electron microscopy (TEM). Parameters such as follicular survival, activation
and growth were evaluated. After 1 or 7 days of culture, the percentage of morphologically
normal follicles significantly reduced in all treatments when compared with fresh control,
except at Ing/ml of BMP-7 for 1 day. In addition, the concentration of 10 ng/ml of BMP-7
significantly increased follicular diameter from day 1 to 7 of culture. There was not any
influence of the other concentrations of BMP-7 regarding to the follicular and oocyte
diameter. Ultrastructural studies confirmed follicular integrity after 7 days of culture in 1
ng/ml BMP-7. In conclusion, small concentrations of BMP-7 can improve the survival of

caprine preantral follicles during in vitro culture.
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RESUMO.- [Efeito da Proteina Morphogénica Ossea 7 (BMP-7) para o sobrevivéncia in
vitro de foliculos pré-antrais caprinos.] O presente trabalho tem como objetivo verificar o
efeito de diferentes concentragdes da BMP-7 na sobrevivéncia e no desenvolvimento in vitro
de foliculos pré-antrais caprinos. Fragmentos de tecido cortical ovariano caprino foram
cultivados por 1 ou 7 dias em Meio Essencial Minimo (MEM™) suplementado com diferentes
concentracoes de BMP-7 (1, 10, 50 ou 100 ng/ml). Os fragmentos nao cultivados ou aqueles
cultivados por 1 ou 7 dias foram processados para histologia cldssica e microscopia eletronica
de transmissdo (MET), sendo avaliados vdrios parametros como viabilidade, ativacdo e
crescimento. Os resultados mostraram que o percentual de foliculos morfologicamente
normais reduziu significativamente em todos os tratamentos quando comparados ao controle,
exceto na concentracdo de Ing/ml por 1 dia de cultivo. J4 no dia 7 todos os tratamentos
reduziram significativamente os percentuais de foliculos morfologicamente normais quando
comparados ao controle ndo cultivado. Utilizando 10 ng/ml de BMP-7 foi observado um
aumento significativo no diametro folicular quando comparados os diferentes periodos de
cultivo. Nao houve influéncia das demais concentragdes de BMP-7 quando avaliados além do
diametro folicular, o didmetro oocitdrio. Quando realizada a MET observamos que os
foliculos cultivados por até 7 dias com 1 ng/ml de BMP-7 apresentavam ultra-estrutura
compativel aos do controle fresco, ou seja, apresentavam-se normais. Em conclusido, o BMP-7
em baixas concentracdes pode melhorar a sobrevivéncia e o crescimento durante o cultivo in

vitro de foliculos pré-antrais caprinos.

INTRODUCTION

The regulation of folliculogenesis in the mammalian ovary is a complex process and is
controlled by both extraovarian factors, e.g. pituitary gonadotropins, and locally produced

paracrine factors (Gougeon 1996). While later stages of gonadotropin-dependent follicle
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growth have been more thoroughly studied, early stages of folliculogenesis, especially the
initiation of follicle growth, remain enigmatic (Danforth et al. 2003). Accumulating evidence
during the past decade suggests that the initiation of folliculogenesis is a continuous process
regulated by a variety of endocrine and intra-ovarian factors. One of these factors is the bone
morphogenetic protein (BMP), which is a member of transforming growth factor-f (TGF-)
superfamily, representing a specific subfamily. Up to date, 15 BMPs were described, being
only seven (BMP-2, -3, -3b, -4, -6, -7 e -15) localized in mammalian ovaries (Hogan 1996,
Wozney & Rosen 1998, Dube et al. 1998). These proteins are signalized by extracellular
molecules and are involved in the regulation of growth, differentiation and apoptosis of
several cellular types and play a role in folliculogenesis and ovulation (Glister et al. 2004).

In situ hibridization studies demonstrated the presence of the mRNA of BMP-7 in
theca cells of rat preovulatory follicles (Shimasaki et al. 1999) and in pituitary cells of
transgenic mouse (Huang et al. 2001). In addition, Huang et al. (2001), using RT-PCR,
identified mRNA for BMP-7 in mouse pituitary cells. BMP acts trough BMPR-IA, -1B and II
receptors, which were indentified and localized in different structures of swine ovary, such as
oocyte, granulosa and luteinic cells and blood vessels (Quinn et al. 2004). Studies in rats
demonstrated that BMP-7 receptors are expressed in granulosa cells of secondary and antral
follicles, also showing that this protein is expressed in theca cells (Shimasaki et al. 1999).

In mouse, in vitro studies demonstrated that BMP-7 is involved in the control of
oocyte growth, granulosa cell proliferation (Lee et al. 2001), as well as in the transition from
primordial to primary stage (Lee et al. 2004). Apart from these previous information on BMP-
7, the action of this protein in mammalian reproduction is still poorly known. Moreover, no
evidence of BMP-7 action on the germinative cells was verified in the caprine specie. Thus,
the aim of the present study was to evaluate the effect of different concentrations of BMP-7

on in vitro survival and development of caprine preantral follicles.



44

MATERIALS AND METHODS

Unless mentioned otherwise, the culture media, BMP-7 and other chemicals used in the

present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO).

Source of ovaries

Ovarian cortical tissues were obtained from five cross-breed goats (n=5) collected at a
local slaughterhouse. Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70% alcohol for
10 seconds followed by two times in Minimum Essential Medium (MEM) supplemented with
100 pg/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin. The pairs of ovaries were transported

within 1 hour to the laboratory in MEM at 4°C (Chaves et al. 2008).

Experimental protocol

The culture system was described in detail earlier by our team (Silva et al. 2004,
Matos et al. 2007a). Ovarian cortical tissue from the same ovarian pair was cut in 11 slices
(3mm x 3mm x 1mm) using a scissor and scalpel under sterile conditions. The tissue pieces
were then either directly fixed for histological and ultrastructural analysis (fresh tissue,
control) or placed in culture for 1 or 7 days. Caprine tissues were transferred to 24-well
culture dishes containing 1ml of culture media. Culture was performed at 39°C in 5% CO; in
a humidified incubator. The basic culture medium consisted of MEM (pH 7.2-7.4)
supplemented with ITS (insulin 6.25 ng/ml, transferrin 6.25 ng/ml and selenium 6.25 ng/ml),
0.23 mM pyruvate, 2 mM glutamine, 2 mM hypoxantine, 1.25 mg/ml of bovine serum

albumin (BSA). To test the effects of BMP-7, different concentrations (0, 1, 10, 50 or 100
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ng/ml) of this factor were added to the culture medium. Each treatment was repeated five

times and the culture media was on replaced every other day.

Morphological analysis and assessment of in vitro follicular growth

Before culture (fresh control) and after one or seven days in culture, all the pieces
were fixed in 10% formalin for 12 h and then dehydrated in increasing concentrations of
ethanol. After paraffin (Synth, Sao Paulo, Brazil) embedding, the caprine tissues pieces were
cut into 7 wm sections and stained by Periodic Acid Schiff - hematoxylin. Follicle stage and
survival were assessed microscopically on serial sections. Coded anonymized slides were

examined on a microscope light (Nikon, Japan) under 400 x magnification.

The follicles were classified as described by Hulshof et al. (1994) in primordial (one
layer of flattened granulosa cells around the oocyte), or growing follicles i.e., primary (a
single layer of cuboidal granulosa cells around the oocyte), or secondary (oocyte surrounded
by two or more layers of cuboidal granulosa cells). These follicles were classified individually
as histologically normal when an intact oocyte was present, i.e. an oocyte without a pyknotic
nucleus or cytoplasmic retraction, surrounded by granulosa cells, which are well organized in
one or more layers without pyknotic nucleus. Atretic follicles were defined as those with a
retracted oocyte, pyknotic nucleus, and/or disorganized granulosa cells detached from the
basement membrane. Overall, 150 follicles were evaluated for each treatment (30 follicles per

treatment in one repetition x 5 repetitions = 150 follicles).

The percentages of healthy primordial and developing follicles were calculated before
(fresh control) and after culture in each medium. In addition, follicle and oocyte diameters
were measured only in healthy follicles. Follicle diameter was recorded from edge to edge of

granulosa cell membrane, or from the outside edge of the theca cell layer when present.



46
Oocyte diameter was recorded from edge to edge of the oocyte membrane. Two perpendicular
diameters were recorded for each and the average of these two values was reported as follicle

and oocyte diameters, respectively.

Ultrastructural analysis of caprine preantral follicles

For better evaluation of the follicular morphology, ultrastructural studies were carried
out on fragments of fresh control and treatments that maintained follicular morphology during
the histological analysis. Small pieces (Imm®) of caprine ovarian tissues were fixed in 2%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for 4
h at room temperature. After fixation, fragments were post-fixed in 1% osmium tetroxide,
0.8% potassium ferricyanide and SmM calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate buffer
for 1 h. Subsequently, the samples were dehydrated through a gradient of acetone solutions
and the tissues were embedded in Spurr is resin. Semi thin sections (3 wm) were cut on an
ultramicrotome (Reichert Supernova, Heidelberg, Germany) for light microscopy studies and
stained with toluidine blue. The ultra-thin sections (60-70 nm) were contrasted with uranyl
acetate and lead citrate, and examined under a Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) transmission
electron microscope. Parameters such as density and integrity of ooplasmic and granulosa cell

organelles, vacuolization and basement membrane integrity were evaluated.

Statistical analysis

Means of percentages surviving follicles at all stages, primordial and developing
(primary or secondary) obtained after 1 or 7 days in the various treatments were subjected to
analysis of variance (ANOVA) using GLM procedure of SAS (1999) and Dunnett’s test

applied to compare BMP-7 treated groups against control and MEM*. The Student-Newman-
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Keels (SNK test) was used to compare BMP-7 concentrations, days of culture and diameter of
oocytes and follicles among the treatments were subjected to analysis of variance (ANOVA)
followed by SNK. Differences were considered to be significant when P<0.05 and results

were expressed as mean * standard error of means (SEM) (Steel et al. 1997).

RESULTS

Effect of BMP-7 on follicle survival

In the present study, a total of 1,650 preantral follicles were analyzed. Primordial
follicles were the most abundant type found in non-cultured ovarian tissue (fresh control,
Fig.1). Figure 2 shows the effect of different concentrations of BMP-7 on the follicular
survival, i.e. the percentage of morphologically normal follicles in the fresh control and after
1 or 7 days of culture in caprine ovarian tissue. When the comparisons were done in the same
culture period, it was verified that only the medium supplemented with 1 ng/ml of BMP-7
after 1 day of culture maintained follicular survival similar (P>0.05) to the observed in fresh
control (non-cultured tissue). The others treatments significantly reduced (P<0.05) the
percentage of morphologically normal follicles after 1 or 7 days of in vitro culture compared
with fresh control. Nevertheless, addition of BMP-7 to the medium did not show significant
differences in the percentage of normal follicles when compared with MEM" alone in both
culture periods (P>0.05). Comparisons done among the treatments with different
concentrations of BMP-7, after 1 or 7 days of culture, showed that only the concentration of 1
ng/ml significantly increases (P<0,05) the percentage of normal follicles compared with the

others treatments, except when compared with 10 ng/ml.
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Goat primordial follicle activation and growth during in vitro culture
The percentages of primordial and growing follicles in non-cultured cortex were 77.64%
and 22.36%, respectively (Table 1). In all treatments, after one or seven days of culture, there
was no significant effect of BMP-7 in the follicular activation, i.e., in the percentage of

primordial and growing follicles (P<0.05).

Follicular and oocyte diameter before and after in vitro culture were shown in Table 2.
When the ovarian tissue was cultured only in MEM" or added with 10 ng/ml of BMP-7, it was
observed a significant increase in follicular diameter from day 1 to 7 (P<0.05). However, no
significant differences were observed among the treatments, as well as when compared with
fresh control (P>0.05). Regarding to the oocyte diameter, we did not observe any influence of

BMP-7 in both culture periods (P>0.05).

Ultrastructural analysis of goat preantral follicles

To better evaluation of follicular quality, ultrastructural analysis was performed using
morphologically normal preantral follicles from fresh control, as well as from treatments that
did not differ from control after 1 or 7 days of culture according to previous histological
analysis (tissues cultured in BMP-7 at 1 ng/ml). Figures 3A and 3B showed normal follicles
observed in fresh control and after 7 days of culture in 1 ng/ml of BMP-7, respectively. In
these follicles, it was cleared observed the presence of some vacuoles and several cytoplasmic
organelles (especially, mitochondrias and endoplasmic reticulum) without degeneration

signals, as well as the integrity of basal and nuclear membranes.

DISCUSSION

In the present study, it was demonstrated the importance of BMP-7 on the in vitro

survival of caprine preantral follicles cultured for 7 days. The concentrations of BMP-7 used
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in this experiment (1, 10, 50 and 100 ng/ml) were based on physiological concentrations of
BMP-7 in rat ovaries (Shimasaki et al. 1999), as well as in studies with the direct injection of
BMP-7 in the ovarian burse (Lee et al. 2001) and in vitro culture of mouse ovaries (Lee et al.
2004).

It was observed that follicles cultured for 1 day in the presence of 1 ng/ml of BMP-7
maintained the viability similar to that observed in non-cultured follicles (fresh control).
Nevertheless, the other concentrations of BMP-7 significantly reduced the percentage of
morphologically normal follicles compared with fresh control, except at 10 ng/ml, which
results did not differ from any other concentrations tested in the present study. In rats, BMP-7
and BMP-15 stimulated DNA synthesis by granulosa cells of primary follicles in vitro
cultured. However, only BMP-7 maintained this stimulus when the granulosa cells were
cultured together with the oocytes (Otsuka & Shimasaki 2002). According to Dooley et al.
(2000), BMPs are likely to play an autocrine and paracrine effect by granulosa and theca cells,
respectively. In addition, BMP-6 and BMP-7 increase the secretion of FSH in the pituitary
cells (Huang et al. 2001). Similar results to ours were observed by Lee et al., (2004), which
cultivated mouse ovaries with BMP-7 and maintained follicular viability up to day 4 of
culture.

Evaluating the effect of BMP-7 on the follicular activation and growth, it was
observed that this substance did not affect the number of developing follicles in goats.
Although BMP-7 did not promote follicular and oocyte growth in both culture periods, MEM"
and BMP-7 at 10 ng/ml increase follicular diameter from day 1 ot 7, which was not observed
in oocyte diameter. Nevertheless, in vivo, Lee et al. (2001) demonstrated that direct injection
of BMP-7 in the mouse ovarian burse leads to an increase in the number of developing
follicles, reducing the number of primordial ones. These contradictory results can be

explained by differences among species and protocols tested. Recently, in vitro studies
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showed that 100 ng/ml of BMP-7, in the presence of FSH, promoted the transition from
primordial to primary follicles in mouse, suggesting that BMP-7 can play a role in follicular
activation when associated with FSH (Lee et al. 2004).

Our results regarding to the percentage of normal follicular morphology were
confirmed by ultrastructural analysis. After TEM, it was observed that in addition to basal and
nuclear membranes, important structures such as mitochondrias, endoplasmic reticulum and
granulosa cells were preserved even after 7 days of culture in the presence of 1 ng/ml of
BMP-7. Similar results were described previuosly after in vitro culture of caprine preantral
follicles for 7 days in medium containing FSH (Matos et al. 2007a). However, the later
authors showed that caprine follicles cultured in medium without addition of FSH (control)
presented ultrastructural alterations.

It is concluded that BMP-7, at the concentration of 1 ng/ml, maintains the survival and

ultrastructure of preantral follicles after 7 days of caprine ovarian tissue culture.

Acknowledgments.- This study was supported by grants from CNPq, CAPES and Fundagdo Cearense
de Apoio a Pesquisa (FUNCAP). Valdevane R. Aratijo is a recipient of a grant from CAPES (Brazil).
The authors also thank Ms. J.B. Bruno, Ms. R.N. Chaves and Dr. M.H.T. Matos for his advice in

edditing the manuscript.

REFERENCES

Chaves R.N., Martins F.S., Saraiva M.V.A., Celestino J.J.H., Lopes C.A.P., Correia J.C.,
Lima-Verde I.B., Matos M.H.T., Bdo S.N., Name K.P.O., Campello C.C., Silva J.R.V. &
Figueiredo J.R. 2008. Chilling ovarian fragments during transportation improves viability

and growth of goat preantral follicles cultured in vitro. Reprod. Fertil. Dev. 20:640-647.



51

Danforth D.R., Arbogast L.K., Ghosh S., Dickerman A., Rofagha R. & Friedman C.I., 2003.
Vascular endothelial growth factor stimulates preantral follicle growth in the rat ovary.
Biol. Reprod. 68:1736-1741.

Dooley C.A., Attia G.R., Rainey W.E., Moore D.R. & Carr R. 2000. Bone morphogenetic
protein inhibits ovarian androgen production. J. Clin. Endocrinol. Metab. 85:3331-3337.

Dube J.L., Wang P., Elvin J., Lyons K.M., Celeste A.J. & Matzuk M.M. 1998. The bone
morphogenetic protein 15 gene is X-linked and expressed in oocytes. Mol. Endocrinol.
12:1809-1817.

Glister C., Kemp C.F. & Knight P.G. 2004. Bone morphogenetic protein (BMP) ligands and
receptors in bovine ovarian follicle cells: actions of BMP-4, -6 and -7 on granulosa cells
and differential modulation of Smad-1 phosphorylation by follistatin. Reproduction
127:239-254.

Gougeon A., 1996. Regulation of ovarian follicular development in primates: facts and
hypotheses. Endocr. Rev. 17:121-155.

Hogan B.L. 1996. Bone morphogenetic proteins: multifunctional regulators of vertebrate
development. Genes and Development 10:1580-1594.

Huang H.-J., Wu J.C., Su P., Zhirnov O. & Miller W.L. 2001. A novel role for morphogenetic
proteins in the synthesis of Follicle-Stimulating Hormone. Endocrinology 142:2275-2283.

Hulshof C.J., Figueiredo J.R., Beckers J.F., Bevers M.M. & Van Den Hurk R. 1994. Isolation
and characterization of preantral follicles from foetal bovine ovaries. Vet. Quart. 16:78-
80.

Lee W-S., Otsuka F., Moore R.K. & Shimasaki S. 2001. Effect of bone morphogenetic

protein-7 on folliculogenesis and ovulation in the rat. Biol. Reprod. 65:994-999.



52

Lee W-S., Yoon S-J., Yoon T-K., Cha K-Y., Lee S-H., Shimasaki S., Lee S. & Lee K-A.
2004. Effects of bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) on primordial follicular growth
in the mouse ovary. Mol. Reprod. Dev. 69:159-163.

Matos M.H.T., Lima-Verde 1.B., Luque M.C.A., Maia Jr J.E., Silva J.R.V., Celestino J.J.H.m
Martins F.S., Bdo S.N., Lucci C.M. & Figueiredo J.R. 2007a. Essential role of follicle
stimulating hormone in the maintenance of caprine preantral follicle viability in vitro.
Zygote 15:173-182.

Matos M.H.T., Lima-Verde 1.B., Bruno J.B., Lopes, C.A.P., Martins F.S., Santos K.D.B.,
Rocha R.M.P., Silva J.R.V., Bdo S.N. & Figueiredo J.R. 2007b. Follicle stimulating
hormone and fibroblast growth factor-2 interact and promote goat primordial follicle
development in vitro. Reprod. Fertil. Dev. 19:677-684.

Otsuka F. & Shimasaki S. 2002. A negative feedback system between oocyte bone
orphoenetic protein 15 and granulosa cell kit ligand: Its role in regulation cell mitosis.
Proc. Natl Acad. Sci. 11:8060-8065.

Quinn R.L., Shuttleworth G. & Hunter M.G. 2004. Immunohistochemical localization of the
bone morphogenetic protein receptors in the porcine ovary. J. Anat. 205:15-23.

Steel R.G.D., Torrie J.H. & Dickey D. 1997. Principles and procedures of statistics: A
biometrical approach. 3rd ed. McGraw-Hill, New York.

Shimasaki S., Zachow R.J., Li,D., Kim,H., lemura,S-1., Ueno,N., Sampath,K., Chang R.J. &
Erickson,G.F. 1999. A functional bone morphogenetic protein system in the ovary. Proc.
Natl Acad. Sci. 96:7282-7287.

Silva J.R.V., Van den Hurk R., Matos M.H.T., Santos R.R., Pessoa C., Moraed M.O. &
Figueiredo J.R. 2004. Influences of FSH and EGF on primordial follicles during in vitro

culture of caprine ovarian cortical tissue. Theriogenology 61:1691-1704.



53
Wozney J.M. & Rosen V. 1998. Bone morphogenetic protein and bone morphogenetic

protein gene family in bone formation and repair. Clin. Orthop. 346:26-37.



54

Table 1. Percentages (mean + SEM) of primordial and growing follicles (primary and
secondary) in non-cultured tissues and in tissues cultured for 1 or 7 days in MEM"

(control medium) and MEM* supplemented with various concentrations of BMP-7

Treatments Primordial follicles Growing follicles

Non-cultured (Day 0) 77.64 +25.09 22.36 = 25.09
Cultured Day 1 Day 7 Day 1 Day 7
MEM* 83.27+19.60  57.28 £26.60 16.73£19.60  42.72 £26.60
BMP-7 (1) 75.46 £ 13.04 59.63 + 38 2454 +£13.04  40.37+£23.39
BMP-7 (10) 82.17+£11.43 64.09 £30.99 17.83£11.43 35.91 £30.99
BMP-7 (50) 66.42 + 13.21 69.37+19.44  33.58+13.21 30.63 £19.45
BMP-7 (100) 78.74£11.04  57.83+12.69 2590+ 14.10 42.17+£12.69
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Table 2. Follicle and oocyte diameters (mean + S.E.M.) in non-cultured tissues and in

tissues cultured for 1 or 7days in MEM™ (control medium) and MEM" supplemented

with various concentrations of BMP-7

Treatments

Follicle diameter (m)

Oocyte diameter (Lm)

Non-cultured (Day 0) 77.4+11.2 60.8 £ 6.7

Cultured Day 1 Day 7 Day 1 Day 7
MEM?* 745+92% 82241345 575+58" 589+8.1"
BMP-7 (1) 79.7+9.0* 85.4+9.6" 61.8+55% 63.0+7.7%
BMP-7 (10) 783+84%  868+10.5" 58.7+62% 61.6+£52"
BMP-7 (50) 80.6+84"  788+10.7%  60.6+6.1% 59.0+69%
BMP-7 (100) 81.8+6.1%  848+164"  61.8+£29% 64.0+8.9%

(A,B) Different letters in the same row denote significant differences between culture periods within

the same medium (P<0.05).
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Figures

Fig.1. Histological section of non-cultured tissue after staining with periodic acid Schift-
hematoxylin, showing normal follicles. O = oocyte, NU = oocyte nucleus, GC = granulosa

cells (400x).

Fig.2. Percentages (means = SEM) of histologically normal preantral follicles in non-cultured
tissue (control) and in tissue cultured for 1 and 7 days in MEM" and MEM" supplemented

with 1, 10, 50 and 100ng/ml BMP-7.

Fig.3. Electron micrograph of a preantral follicle from (A) a non-cultured control (7800x) and
(B) cultured in BMP-7 (1ng/ml) for 7 days (1800x). Note the homogeneous cytoplasm with
numerous rounded mitochondria. NU = oocyte nucleus, GC = granulosa cells, m =

mitochondria, ser = smooth endoplasmic reticulum, v = vesicle.
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Figure 2.
* P<0.05, significantly different from non-cultured ovarian cortex tissue (control/D0).
(a,b) Different letters denote significant differences among treatments in the same period (P<0.05).

(A,B) Different letters denote significant differences between culture periods within the same medium

(P<0.05).
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7 CONCLUSAO GERAL

Pode-se concluir com este trabalho que a BMP-7 em baixas concentragdes (1 ng/ml)
mantém a sobrevivéncia e a ultra-estrutura de foliculos pré-antrais cultivados in vitro por até 7

dias em tecido ovariano caprino.

8 PERSPECTIVAS GERAIS

A aplicacdo da biotécnica de MOIFOPA, atualmente, permite demonstrar o papel de
diversas substancias envolvidas no processo de foliculogénese. Os bons resultados obtidos
neste trabalho utilizando a BMP-7 podem ser de grande valia para elaboragdao de meios de
cultivo de base visando a obtencdo de odcitos maturos a partir de foliculos pré-antrais
cultivados in vitro. Entretanto, para alcancar este objetivo fazem-se necessarios futuros

estudos envolvendo a interacdo da BMP-7 com horménios e fatores de crescimento.
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