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RESUMO 

 

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito de diferentes concentrações da 

Proteína Morfogenética Óssea-7 (BMP-7) na sobrevivência e no desenvolvimento in vitro de 

folículos pré-antrais caprinos. Fragmentos de tecido cortical ovariano caprino foram 

cultivados por 1 ou 7 dias em Meio Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com diferentes 

concentrações de BMP-7 (0, 1, 10, 50 ou 100 ng/ml). Os fragmentos não cultivados ou 

aqueles cultivados por 1 ou 7 dias foram processados para histologia clássica e microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), sendo avaliados vários parâmetros como sobrevivência, 

ativação e crescimento. Os resultados mostraram que após 1 dia de cultivo, apenas a 

concentração de 1 ng/ml manteve o percentual de folículos morfologicamente normais quando 

comparado ao controle. Entretanto, no dia 7, todos os tratamentos reduziram 

significativamente os percentuais de folículos morfologicamente normais quando comparados 

ao controle não cultivado. Além disso, foi observado um aumento significativo no diâmetro 

folicular utilizando 10 ng/ml de BMP-7 com a progressão do cultivo do dia 1 para o dia 7. Por 

outro lado, não houve influência dos tratamentos quando avaliado o diâmetro oocitário. 

Quando realizada a MET foi observado que os folículos cultivados por até 7 dias na presença 

de 1 ng/ml de BMP-7 apresentavam ultra-estrutura compatível aos do controle fresco, ou seja, 

apresentavam-se normais. Desta forma, pode-se concluir que a BMP-7 em baixas 

concentrações (1 ng/ml) é capaz de manter a sobrevivência durante o cultivo in vitro de 

folículos pré-antrais caprinos. 

 

Palavras-Chave: Caprinos, folículos pré-antrais, cultivo, sobrevivência, BMP-7. 
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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 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, existem mais de 7 milhões de caprinos, dos quais, cerca de 90,76% destes 

animais estão concentrados na região Nordeste. Considerando a dimensão territorial do país, 

bem como as condições climáticas favoráveis ao desenvolvimento da caprinocultura no 

Nordeste, nas últimas décadas, várias pesquisas com ênfase nas biotécnicas de reprodução 

assistida, têm sido realizadas visando aumentar o potencial reprodutivo e a produtividade dos 

rebanhos (IBGE, 2006). Dentre estas técnicas, pode-se destacar a Manipulação de Oócitos 

Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA). 

A biotécnica de MOIFOPA tem como objetivo principal a recuperação de folículos 

pré-antrais (FOPA) do ovário para o cultivo in vitro até a completa maturação oocitária, 

prevenindo-os, portanto, do processo de morte celular, denominado de atresia, processo que 

ocorre naturalmente in vivo. No entanto, para que isso seja possível, é necessária uma melhor 

compreensão acerca da fisiologia ovariana para a elucidação dos mecanismos e fatores 

envolvidos na foliculogênese na fase inicial de desenvolvimento, ou seja, fase pré-antral 

(FIGUEIREDO et al., 2008). 

A regulação da foliculogênese é um processo complexo e contínuo, controlado por 

uma variedade de fatores, sejam eles extra-ovarianos, isto é, gonadotrofinas, ou aqueles 

produzidos localmente no ovário. Durante a foliculogênese, ocorre o crescimento do oócito 

além de uma intensa proliferação de células da granulosa (GOUGEON, 1996). No entanto, 

estudos relacionados aos estádios iniciais da foliculogênese, especialmente o início do 

crescimento folicular, ainda permanecem obscuros (CHAVES et al., 2008). Neste sentido, 

vários pesquisadores têm testado diferentes substâncias, como hormônios (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 e FGFb – MATOS et al., 2007) com a 

finalidade de definir um sistema de cultivo que garanta a manutenção da sobrevivência, bem 

como, o crescimento folicular in vitro. 

No tocante à utilização de alguns fatores de crescimento, pose-se destacar as Proteínas 

Morfogenéticas Ósseas-BMP. Estas proteínas pertencem à superfamília do Fator de 

Crescimento Transformante-β-TGF-β, representando uma subfamília específica. Até o 

momento, foram descritas 20 BMPs sendo apenas sete dessas (BMP-2, -3, -3b, -4, -6, -7 e -

15) localizadas em ovários mamíferos (MASSAGUE e WOTTON, 2000). Estas proteínas são 

sinalizadas por moléculas extracelulares e estão envolvidas em múltiplos papéis na regulação 
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do crescimento, diferenciação e apoptose de numerosos tipos celulares, além de exercerem 

funções na foliculogênese e ovulação (GLISTER et al., 2004). 

A expressão de RNAm para BMP-7 foi detectada em células da teca de folículos pré-

ovulatórios de ratas (SHIMASAKI et al., 1999) e em células hipofisárias de camundongas 

transgênicas (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 está envolvida na multiplicação das células da granulosa e na transição in vitro 

de folículos do estádio de primordial para primário (LEE et al. 2004). 

Para um maior esclarecimento da importância deste trabalho, a revisão de literatura a 

seguir abordará aspectos relacionados às bases gerais da oogênese e foliculogênese, ativação 

de folículos primordiais e crescimento de folículos pré-antrais, população folicular ovariana, 

atresia, bem como estudos da foliculogênese in vitro e ainda, a influência das BMPs na 

regulação da foliculogênese inicial. 
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LAMOFOPA - Universidade Estadual do Ceará (UECE), 60740-000, Fortaleza, Ceará 
*
Correspondência, val_exclusiva@yahoo.com.br 

 

Resumo 
Estudos envolvendo a relação entre o oócito e as células que o circundam são 

muito importantes na compreensão dos fatores que regulam o complexo processo 
denominado foliculogênese. Dentre este fatores, destacam-se as BMPs, as quais 
agem de maneira autócrina e/ou parácrina modulando a função ovariana. Esta 
revisão aborda a influência das BMPs, mais especificamente as BMP-6 e -7, na 
foliculogênese inicial em mamíferos. 

 
Palavras-chave: Proteínas Morfogenéticas Ósseas, Foliculogênese, Oócito, 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 is 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. 
 
Introdução 

Uma maior compreensão das diferentes substâncias envolvidas no desenvolvimento 
folicular e no curso da atresia, é importante para subsidiar a elaboração de um sistema de 
cultivo eficiente que permita a ativação folicular in vitro, assegurando assim o posterior 
desenvolvimento de um grande número de folículos pré-antrais (Demeestere et al., 2005). A 
regulação do processo de foliculogênese é conduzida não apenas por hormônios endócrinos, 
mas também por fatores de crescimento produzidos localmente no ovário (Ruutiainen e 
Adashi, 1993). 

Dentre as substâncias produzidas no ovário, destacam-se as Proteínas Morfogenéticas 
Ósseas (BMPs), membros de grande importância da superfamília do Fator de Crescimento 
Transformante-β (TGF-β). Dentro desta superfamília, as BMPs compreendem o maior 
subgrupo de ligantes, sendo descritos cerca de 20 BMPs (Massague e Wotton, 2000). Estas 
substâncias provavelmente exercem um efeito autócrino e/ou parácrino (Dooley et al., 2000), 
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pois muitas destas moléculas são sintetizadas e secretadas pelo oócito (Eppig et al., 1997) 
possuindo efeitos positivos no que diz respeito à ativação 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 folículos antrais, os oócitos continuam a influenciar o comportamento das células 
da granulosa (CG) que o circundam, via produção de fatores específicos secretados pelos 
oócitos, assim regulando seu próprio micro-ambiente (Eppig, 2001, Gilchrist et al., 2004). A 
BMP-15 e o Fator de Crescimento de Diferenciação-9 (GDF-9) exclusivamente produzidos 
pelo oócito, juntamente com a BMP-6, são os principais candidatos para este papel. 

A expressão de receptores de BMP nos oócitos (Souza et al. 2002, Erickson e 
Shimasaki 2003, Glister et al. 2004) sugere um papel destas na modulação do 
desenvolvimento bem como na maturação oocitária. No entanto, recentes estudos (Fatehi et 
al., 2005) demonstraram que o cultivo de complexo cumulus oócito (CCO) bovino na 
presença de BMP-2 e -4 exógenos não influenciou a maturação nuclear do oócito, expansão 
das células do cumulus e posterior formação de blastocisto. 

Tendo em vista a importância das BMPs na reprodução de mamíferos, a presente 
revisão tem como objetivo abordar o papel intra-ovariano, especificamente das BMP-6 e -7, 
na foliculogênese mamífera inicial ou pré-antral. 

 
Bases gerais da oogênese e foliculogênese 

 
 Em mamíferos, os estádios iniciais do desenvolvimento ovariano, ainda no período 
pré-natal, são desencadeados pela migração das células germinativas primordiais (CGP) do 
saco vitelino embrionário para a gônada primitiva e sua posterior colonização (Bristol-Gould 
e Woodruff, 2006). Com a finalidade de verificar quais fatores de crescimento e/ou hormônios 
estão envolvidos no controle do desenvolvimento de CGP, diversos estudos têm sugerido um 
papel importante de algumas substâncias. Dentre elas, podem ser destacadas as BMPs. A 
ausência de tais substâncias, em embriões de camundongas, promove a falha no 
desenvolvimento das CGP (BMP-4: Lawson et al., 1999, BMP-8: Ying et al., 2000). Essa 
afirmação sugere fortemente que as BMPs podem estar envolvidas na formação e 
desenvolvimento dos folículos primordiais. 

Imediatamente após a diferenciação das gônadas, por volta do 30º dia de gestação em 
bovinos, (Rüsse, 1983), ocorre a transformação das CGP em oogônias meioticamente ativas, 
marcadas pela replicação final do DNA durante o estádio de pré-leptóteno, preparando a 
célula para divisão meiótica. Posteriormente, estas oogônias se tornam então oócitos 
primários ou imaturos, os quais sofrem uma parada no seu desenvolvimento (Suh et al., 
2002), em prófase I no estádio de diplóteno ou vesícula germinal. Ao chegar neste estádio da 
meiose, o oócito fica rodeado por uma única camada de 4-8 células da pré-granulosa, 
constituindo neste momento efetivamente a primeira categoria dos folículos pré-antrais 
(FOPAs), ou seja, os folículos primordiais (Fair, 2003), dando início ao processo de 
foliculogênese. Tais folículos aparecem no ovário fetal por volta de 90 dias em vacas (Rüsse, 
1983) e aos 75 dias em ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002). Já em humanos, 
todos os folículos primordiais são formados entre o sexto (180 dias) e o nono (270 dias) mês 
de gestação (Erickson e Williams, 2008). 

A foliculogênese inicia-se com a formação do folículo primordial e culmina com o 
estádio de folículo de De Graaf ou pré-ovulatório (Van den Hurk e Zhao, 2005). Este 
processo está dividido em duas fases. 1) a fase pré-antral, que é subdividida em ativação dos 
folículos primordiais e crescimento de folículos primários e secundários, 2) a fase antral, por 
sua vez, subdividida em crescimento inicial e terminal dos folículos terciários e formação do 
folículo pré-ovulatório. No presente trabalho, apenas a primeira fase da foliculogênese será 
apresentada com maiores detalhes. 
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O processo de folículogênese ocorre no córtex ovariano e tem seu sucesso a partir de 
altos níveis de organização e citodiferenciação (Erickson e Williams, 2008). Em alguns 
folículos, estão presentes tanto células pavimentosas quanto cúbicas, dando origem à classe 
dos folículos de transição (Van den Hurk et al., 1997). Com a evolução folicular e após o 
recrutamento, os FOPAs mamíferos iniciam uma série de mudanças morfofisiológicas que 
envolvem o crescimento e diferenciação do oócito, bem como, a proliferação e diferenciação 
das CG e o desenvolvimento das células da teca (CT) (Suh et al., 2002). Estes dois tipos de 
células somáticas são os locais de ação e síntese de uma série de hormônios que promovem 
uma complexa regulação do desenvolvimento folicular (Skinner, 2005). 

Quando todas as células da pré-granulosa que circundam o oócito imaturo central 
tornam-se cubóides, aumentando em número e volume, os folículos passam a ser chamados de 
primários (Van den Hurk et al., 1997). Durante todo o crescimento dos folículos primários, as 
CG sofrem proliferação, diferenciam-se e há um aumento do oócito em tamanho e conteúdo 
protéico (Picton et al., 1998) bem como na expressão do RNAm de receptores para FSH em 
vacas (Bao e Garverick, 1998), ovelhas (Tisdall et al., 1995) e ratas (Presl et al., 1974). Esse 
estádio folicular, aparece aos 140 dias em fetos de vacas (Rüsse, 1983) e aos 100 dias em 
ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002). Nesta categoria, a zona pelúcida (ZP), 
uma camada composta por glicoproteínas (ZP-1, -2 e -3), começa a ser formada circundando 
o oócito mamífero (Rankin et al., 2001). No entanto, Gook et al. (2008), verificaram a 
presença das proteínas para ZP em folículos desde os estádios de primordial, na espécie 
humana sugerindo que estas proteínas estão presentes desde o início da foliculogênese. 

Os folículos alcançam o estádio secundário quando duas ou mais camadas de CG 
cubóides estão circundando o oócito e as CT já estão 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 (Rüsse, 1983). Além disso, a proliferação das CG e CT 
será, em parte, responsável pelo posterior desenvolvimento do folículo antral (Skinner, 2005). 
 

Ativação de folículos primordiais e Crescimento de folículos pré-antrais 
 
A ativação do folículo primordial é caracterizada pela transformação das CG que 

circundam o oócito, de sua forma pavimentosa para a forma cuboidal e conseqüente 
proliferação (Fair et al., 1997; Braw-Tal e Yossefi, 1997), seguida do aumento do diâmetro 
oocitário. Para entender a ativação ou o início do crescimento de folículos primordiais, torna-
se necessário o conhecimento sobre algumas características destes folículos. Os folículos 
primordiais não são vascularizados, portanto, não possuem suprimento sanguíneo próprio. 
Desta forma, precisam diretamente de uma perfeita interação (junções intercomunicantes ou 
gap) entre as células dos compartimentos foliculares (CG e oócito) e o estroma ovariano 
(Erickson e Williams, 2008). As junções gap facilitam a transferência de aminoácidos, glicose 
e nucleotídeos para o crescimento do oócito (Eppig, 1991). Segundo Boland et al. (1994), os 
folículos utilizam predominantemente a via glicolítica como forma de produção ATP, pois os 
FOPAs parecem ser capazes de gerar energia suficiente em condições anaeróbias. No entanto, 
para o crescimento normal, maturação e esteroidogênese, o metabolismo folicular exige a 
presença de oxigênio. 

O processo de ativação folicular ocorre dias, meses, ou anos após o nascimento 
(Hirshfield, 1991). Assim, os fatores que estimulam a proliferação das CG são considerados 
semelhantes àqueles que promovem a ativação do folículo primordial. Dentre estes fatores 
destacam-se o Kit Ligand (KL – Parrot e Skinner, 1999), Fator de Crescimento Fibroblástico 
básico (FGFb – Nilsson et al., 2001) e Fator Inibitório de Leucemia (LIF – Nilsson et al., 
2002) e a BMP-7 (Lee et al., 2001). O cultivo in vitro de CG de ratas na presença de BMP-7 
resultou em um aumento da proliferação destas células (Lee et al., 2001). Além disso, estes 
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mesmos autores observaram uma redução no número de folículos primordiais com 
conseqüente aumento no número de folículos primários após injeção direta da BMP-7 na 
bursa ovariana de ratas. Estes achados sugerem que a estimulação dos folículos primordiais 
pela BMP-7 ocorre devido à promoção da mitose nas CG (Lee et al., 2001) ou ainda pela sua 
associação com o FSH (Lee et al., 2004) uma vez que quando utilizados em combinação, 
também promoveram ativação de folículos primordias. 

Durante a fase de crescimento dos folículos primordiais, os oócitos primários 
aumentam consideravelmente de tamanho sendo detectados altos níveis de expressão de 
RNAm e acúmulo de ribossomos e polipeptídeos (Fair e Hyttel, 1997). Uma vez ativados, os 
folículos entram para o pool de folículos em desenvolvimento que serão posteriormente 
maturados. A abundância de mitocôndrias alongadas e em divisão, e ainda dos retículos 
endoplasmáticos liso e rugoso refletem o aumento da síntese de energia que os oócitos 
necessitam para crescer e posteriormente maturar (Fair et al., 1997). Além disso, qualquer 
problema nesta fase de crescimento do oócito pode acarretar em falhas no desenvolvimento 
embrionário no estádio de blastocisto (Fair e Hyttel, 1997). 
 

População folicular ovariana 
 

Os FOPAs representam 90% da população folicular e constituem o estoque de gametas 
femininos (Liu et al., 2001). Independente disso, numericamente a população folicular difere 
entre as espécies, além de ser observada uma forte variação 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 
população folicular presente no ovário mamífero, a maioria dos folículos, 99,9%, não chega à 
ovulação, pois são eliminados por um processo natural, denominado atresia ou morte folicular 
(Figueiredo et al., 2008), fazendo com que o desenvolvimento de um folículo pré-ovulatório a 
partir de um folículo primordial seja um evento biológico extremamente raro (Ireland, 1987). 
 

Atresia 
 

A atresia pode ocorrer por via degenerativa (Saumande, 1981) e/ou apoptótica 
(Figueiredo et al., 1995), quando o ambiente parácrino ou endócrino não é apropriado para 
suportar o crescimento folicular e/ou diferenciação das células da granulosa. (Silva et al., 
2002). Apesar de ser um fenômeno natural, a atresia reduz significativamente o número de 
oócitos presentes no ovário diminuindo assim, o potencial reprodutivo da fêmea mamífera.  A 
atresia ocorre em todos os estádios foliculares, especialmente na fase antral e, vários fatores 
como idade, aporte nutricional e estádio 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 alterações na 
permeabilidade da membrana celular, aumento de água intracelular, vacuolização 
citoplasmática e, conseqüente degeneração (Barros et al., 2001). Estudos realizados em 
ovários caprinos mostraram por análise histológica e ultra-estrutural que em folículos 
primordiais e primários degenerados, o oócito é mais sensível do que as CG, apresentando-se 
retraído e com núcleo picnótico, além de numerosos vacúolos no ooplasma (degeneração tipo 
1 – alterações apenas no oócito). Já em folículos secundários, as alterações foram observadas 
em ambos os compartimentos foliculares, caracterizando, portanto a degeneração do tipo 2 
(Silva et al., 2002). Esse tipo de degeneração, no entanto, é mais freqüente em folículos 
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antrais. A partir deste estádio, o oócito torna-se altamente resistente e as primeiras alterações 
indicativas de atresia são observadas nas CG (Silva et al., 2002). 

A apoptose, ou morte celular programada, é um programa de suicídio celular ativo 
encontrado em todos os organismos multicelulares e ocorre em tecidos que estão sofrendo 
alterações de desenvolvimento ou respondendo a um estímulo fisiológico. A alteração típica 
observada é a condensação da cromatina, resultando na formação de zonas densas de 
heterocromatina sobre a membrana nuclear. Independentemente da condensação da 
cromatina, endonucleases dependentes de cálcio e magnésio são ativadas, resultando na 
clivagem do DNA entre as unidades nucleossomais, a cada 180-200 pares de bases (Tilly, 
1996) e formação dos corpos apoptóticos. Muitas características morfológicas da apoptose 
têm sido demonstradas em oócitos e CG. Em folículos pré-antrais, as primeiras alterações 
indicativas de atresia ocorrem no oócito, como por exemplo, retração da cromatina nuclear e 
fragmentação oocitária, o que desencadeia o processo de eliminação irreversível dos folículos 
ovarianos neste estádio de desenvolvimento (Morita e Tilly, 1999). 

A atresia, seja por meio da degeneração ou da apoptose, conforme anteriormente 
descrita, é um processo regulado principalmente por fatores endócrinos, como os hormônios 
FSH e LH, fatores parácrinos, incluindo o KL, Fator de Crescimento Semelhante à Insulina-1 
(IGF-1), EGF, FGFb, ativina e as BMPs. Desta forma, é provável, que o balanço entre os 
fatores que promovem sobrevivência e aqueles que induzem a morte decidirá se um 
determinado folículo continuará o seu desenvolvimento ou sofrerá atresia (Hsu e Hsueh, 
2000). 

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

Estudo da foliculogênese in vitro 

 
Apesar de muito já ser conhecido acerca da foliculogênese antral, pouco se sabe sobre 

a fase pré-antral, sobretudo com relação aos fatores e mecanismos responsáveis pelo 
crescimento de folículos primários e secundários.  No entanto, vários estudos in vitro têm sido 
realizados com a finalidade de elucidar esse processo. Dentre esses estudos, destacam-se os 
trabalhos relacionados à Manipulação de Oócitos Inclusos em Folículos Ovarianos Pré-
Antrais (MOIFOPA). Essa biotécnica tem como principal objetivo, resgatar ou isolar do 
ambiente ovariano os FOPAs e cultivá-los in vitro com o intuito de assegurar o crescimento e 
desenvolvimento dos oócitos contidos no interior desses folículos até a completa maturação, 
prevenindo-os assim, do processo natural de atresia folicular (Figueiredo et al., 2008).  

O estudo da foliculogênese in vitro pode ser realizado através de diferentes sistemas, 
como por exemplo, o cultivo do folículo presente em pequenos fragmentos de ovário (in situ), 
ou o cultivo do folículo isolado do córtex ovariano. O sistema de cultivo in vitro que utiliza 
fragmentos ovarianos, apresenta como principais vantagens, a manutenção da estrutura 
folicular e uma maior praticidade (Telfer, 1996). Por outro lado, o cultivo de folículos 
isolados permite uma maior perfusão do meio, bem como a possibilidade de cultivar 
individualmente folículos pré-antrais em diferentes categorias (primordial, primário, 
secundário). 

Nos últimos anos, tem sido observado um considerável progresso no tocante ao 
crescimento e maturação 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 folículos secundários isolados foram cultivados in vitro e 
se desenvolveram até o estádio antral. Apesar desses avanços, os resultados mais satisfatórios 
observados em ruminantes até o presente momento foram relatados recentemente por Gupta et 
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al. (2008), em que oócitos oriundos de folículos secundários de búfalas cultivados in vitro 
atingiram a maturação e foram fecundados in vitro resultando posteriormente na produção de 
embriões. No entanto, resultados como esse não têm sido relatados com freqüência, não sendo 
caracterizados ainda como uma rotina na biotécnica de MOIFOPA. Isso pode ser devido a 
diferenças existentes entre as metodologias empregadas pelas diferentes equipes, bem como 
às particularidades existentes entre as diferentes espécies. Especificamente, com relação às 
metodologias e aos protocolos empregados, acredita-se que as diferentes substâncias 
adicionadas ao meio de cultivo, bem como o momento da adição e as concentrações das 
substâncias, são aspectos relevantes para a obtenção dos resultados satisfatórios no tocante ao 
desenvolvimento folicular e maturação oocitária in vitro. Nesse sentido, diferentes fatores e 
substâncias têm sido amplamente estudados e empregados no cultivo in vitro de folículos pré-
antrais visando conhecer a ação sobre a foliculogênese na sua fase inicial. Dentre as 
substâncias, podem ser citadas as BMPs, as quais tem sido demonstradas ter um importante 
papel no desenvolvimento folicular. 

 
Influência das BMPs na regulação da foliculogênese inicial 

 
A capacidade das células somáticas em controlar e manter o processo de 

gametogênese é um requisito essencial para a reprodução em mamíferos (Skinner, 2005). A 
regulação do crescimento, a partir da proliferação celular e citodiferenciação de folículos 
ovarianos pode ser auxiliada por inúmeros fatores de crescimento sintetizados pelos 
compartimentos foliculares. No entanto, a função dos fatores que controlam o crescimento e 
desenvolvimento dos folículos ainda não é bem compreendida, sendo, portanto um ponto 
crítico da elucidação da fisiologia ovariana. Nesse contexto, observa-se uma grande 
importância de substâncias como as BMPs, membros da superfamília TGF-β. 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 ovários mamíferos (Hogan, 1996; Wozney e Rosen, 1998; 
Dube et al., 1998). Estas proteínas são sinalizadas por moléculas extracelulares, expressas de 
maneira tecido-específica durante a embriogênese e a vida adulta dos animais, e estão 
envolvidas em múltiplos papéis na regulação do crescimento, diferenciação e apoptose de 
vários tipos celulares, além de exercerem funções na foliculogênese e ovulação (Glister et al., 
2004). 

 
Caracterização estrutural das BMPs 

 
Os membros da superfamília TGF-β são sintetizados como uma pré-proteína que 

possui um peptídeo sinalizador, uma grande pró-região e uma região menor madura 
biologicamente ativa (Massague, 1990; Chang et al., 2002). Uma distinta característica 
estrutural desta superfamília é a presença de sete cisteínas conservadas, as quais estão 
envolvidas no dobramento da molécula em uma estrutura tridimensional chamada nó de 
cisteína (Schlunegger e Grütter, 1992; Griffith et al., 1996; Vitt et al., 2001). O papel da pró-
região dos membros da superfamília TGF-β não é bem compreendido. No entanto, acredita-se 
que esta região possa ser importante para a correta dobra e dimerização da molécula uma vez 
que a dimerização ocorre antes do processamento proteolítico para a libertação da região 
madura biologicamente ativa (Shimasaki et al., 2004). O único resíduo de cisteína conservado 
que não está envolvido na formação do nó de cisteína faz uma única ponte dissulfeto entre as 
duas subunidades. Isso resulta na formação de um dímero ligado covalentemente, que é crítica 
para sua atividade biológica (Wang et al., 1990; Israel et al., 1992; Jones et al., 1994). 
Estudos utilizando sistema de expressão de proteínas recombinantes revelaram que, quando 
co-expressas, as BMP-2, -4, -5, -6 (Fig. 1) e -7 (Fig. 2) podem formar heterodímeros, sendo 
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uma característica interessante, que estes podem exibir maior atividade biológica que seus 
correspondentes homodímeros (Aono et al., 1995; Israel et al., 1996; Suzuki et al., 1997; 
Kusumoto et al., 1997). 
 

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

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

 
As BMPs interagem com duas classes de receptores transmembranários do tipo serina-

treonina quinase, receptores de BMP tipo I e tipo II. Nos mamíferos, três receptores tipo I 
(BMPR-IA/Alk3, BMPR-IB/Alk6 e ActRI/Alk2) e três receptores do tipo II (BMPR-II, ActR-
IIA, e ActR-IIB) foram identificados (Knight e Glister, 2003). 

 
Expressão e Imunolocalização das BMP-6 e -7 no tecido ovariano 

 
Diversos fatores de crescimento, incluindo os membros da superfamília TGF-β, são 

expressos em oócitos, CG e CT, de acordo com o estádio de desenvolvimento do folículo, 
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funcionando como moléculas reguladoras intra-ovarianas envolvidas no recrutamento 
folicular, proliferação/atresia de CG e CT, esteroidogênese, maturação oocitária, ovulação e 
luteinização (Knight e Glister, 2003). 

Vários genes de BMPs são expressos no ovário de mamíferos. O RNAm que codifica 
a BMP-6, por exemplo, já foi identificado em ovários 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). Já o RNAm para BMP-7, teve sua presença identificada 
através de estudos utilizando a técnica de hibridização in situ em CT de folículos pré-
ovulatórios de ratas normais cíclicas (Shimasaki et al., 1999) e em células hipofisárias de 
camundongas transgênicas (Huang et al., 2001). Além disso, Huang et al. (2001) utilizando 
RT-PCR, identificaram o RNAm para a BMP-7 em células hipofisárias de camundongas. 

A BMP-6 é uma proteína expressa no oócito (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 folículos em 
diferentes estádios de desenvolvimento. Além disso, foi observada na espécie suína a 
expressão desta proteína no líquido folicular (Quinn et al., 2004). Entretanto, a expressão da 
proteína para BMP-7 foi identificada apenas em CT de folículos pré-ovulatórios de ratas 
(Shimasaki et al., 1999). 

A expressão dos receptores de BMP já foi observada nos diferentes compartimentos 
foliculares, ou seja, nas CG, CT e nos oócitos. O RNAm para BMPR-IA, BMPR-IB e BMPR-
II é expresso em oócitos e CG de ratas (Shimasaki et al., 1999) e porcas (Quinn et al., 2004), 
sendo nesta última espécie, observada a expressão também nas CT. Em ovelhas, os receptores 
de BMP estão localizados nos oócitos, CG (tanto de folículos primários, quanto antrais), CT 
(folículos antrais) e na superfície do epitélio ovariano (Wilson et al., 2001; Souza et al., 
2002). O RNAm para BMPR-II foi detectado em CG e oócitos de folículos 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 
folículos antrais, no entanto, a proteína BMPR-II foi encontrada somente nos oócitos de 
folículos antrais (Fatehi et al., 2005). Estudos realizados em ratas demonstraram que os 
receptores da BMP-7 (BMPR-II) estão expressos nas CG de folículos a partir do estádio 
secundário (Shimasaki et al., 1999). Além disso, o RNAm para os receptores da BMP-6 
(BMPR-IA, -IB e II) são expressos nos oócitos e nas CG de folículos caprinos (Silva et al., 
2004) e de várias outras espécies mamíferas 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 possíveis efeitos autócrinos e/ou 
parácrinos. 
 
Mecanismo de sinalização intracelular 

 
As BMPs se ligam aos dois tipos de receptores, do tipo I e II. Para uma ligação 

eficiente e posterior transdução do sinal, os receptores de BMP exigem a formação 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 seqüência de eventos da via de sinalização das 
BMPs (Massague, 1998; Miyazono et al., 2001) a qual, por sua vez, ativa reguladores 
transcricionais chamados Smads, que convertem o sinal para o núcleo modificando a 
expressão gênica (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 proteínas Smad são efetores nucleares e determinam a sinalização através da ativação ou 
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repressão dos genes alvo no núcleo e que alteram a atividade celular, incluindo o crescimento, 
diferenciação e síntese 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-β ativam as vias Smad-2 e -3 (Miyazono et al. 2000, Miyazawa et al. 2002). 

 
 

 
 
Figura 3. Ligantes, receptores, sinalização e transcrição de BMPs e TGFβ. As BMPs são ligantes diméricos (com 
nó de cisteína em cada monómero) que interagem tanto com receptores tipo I (RI), quanto receptores tipo II 
(RII). Na cascata de sinalização, o receptor do tipo II fosforila o receptor do tipo I. A associação entre os 
receptores I e II resulta no complexo sinal-transdução.  O complexo quinase BMP e receptor tipo I fosforila os 
substratos de sinalização Smad 1, 5 ou 8. As isoformas TGFβ interagem com receptores distintos dos receptores 
de BMPs. O complexo quinase TGFβ e receptor tipo I fosforila os Smad 2 ou 3. A fosforilação para ambos, 
BMPs e TGFβ , é inibida e/ou modulada pelos Smads inibitórios 6 e 7. Os Smads fosforilados  1, 5 ou 8 
interagem com o Smad 4 e penetram no núcleo para ativar a maquinaria transcriptacional para desencadear a 
resposta dos genes de BMP. Os Smads 2 ou 3 associados ao Smad 4 entram no núcleo e ativam a resposta dos 
genes de TGFβ. 
 
Efeitos das BMP-6 e -7 nas células ovarianas 

 
Modelos de camundongas transgênicas knockout, têm sido utilizados para investigar 

os efeitos in vivo das BMPs no ovário. Com isso, foi demonstrado que, na ausência de BMP-
2, os animais têm um número reduzido de células germinativas primordiais em comparação 
com os seus homólogos de tipo selvagem (Ying e Zhao, 2001). Inversamente, as ratas sem o 
gene da BMP-6 parecem normais no que diz respeito à fertilidade e tamanho da ninhada, 
sugerindo que esta proteína pode não ser essencial para a fertilidade de murinos (Solloway et 
al., 1998). 
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A multiplicação das CG é um dos eventos associados com o crescimento de folículos 
primordiais. Os efeitos da BMP-6 nos compartimentos foliculares já foram observados em 
várias espécies. Ao contrário da BMP-15, a BMP-6 não estimula a proliferação de CG (ratas: 
Otsuka et al., 2001), além disso, inibe sua diferenciação (ovelhas: Juengel et al., 2006). 
Entretanto, em bovinos, Glister et al. (2004) verificaram um pequeno, porém significativo, 
aumento no número de CG quando cultivadas in vitro por seis dias em meio adicionado de 
BMP-6. Além disso, demonstrou-se que esta proteína é importante na proliferação de CG e 
CT em ovinos (Juengel et al., 2006) e suínos (Brankin et al., 2005). Adicionalmente, em 
vacas, as BMP-6 e -7 foram capazes de aumentar o número de células viáveis, a partir de um 
efeito mitogênico direto (Glister et al., 2004). 

No tocante à BMP-7, Lee et al. (2001) observaram a partir da injeção direta dessa 
proteína na bursa ovariana de ratas, o seu papel no controle do crescimento oocitário, bem 
como na multiplicação das CG. Estudos in vitro, com as BMP-4 (Nilsson e Skinner, 2003) e 
BMP-7 (Lee et al., 2004) mostraram que estas proteínas promovem a manutenção da 
viabilidade, bem como a ativação e o crescimento de folículos primordiais de ratas e 
camundongas, respectivamente. Além disso, a utilização da BMP-7 aumentou a proliferação 
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 síntese de DNA pelas CG 
de folículos primários cultivados in vitro e ainda, apenas a BMP-7 manteve esse estímulo 
quando as CG foram cultivadas juntamente com os oócitos. Por outro lado, quando CG foram 
cultivadas por dois ou seis dias em meio adicionado das BMP-2, -4, -6 ou -7, não foi 
observada nenhuma influência de tais substâncias na proliferação ou sobrevivência celular 
(ovelhas: Juengel et al., 2006). Adicionalmente, múltiplos fatores, incluindo o estádio de 
maturação ou número de CG dos folículos, as diferenças nas composições dos meios e 
períodos de cultivo, ou ainda a adição de outros hormônios e/ou fatores de crescimento podem 
influenciar as respostas das células às diferentes BMPs utilizadas. 

 
Efeitos das BMP-6 e -7 na esteroidogênese ovariana e secreção de peptídeos 

 
As BMP-4, -6 e -7, estimularam a produção de estradiol, inibina-A, ativina-A e 

folistatina (Lee et al., 2001) inibindo (ratas: Shimasaki et al., 1999; Lee et al., 2001; Otsuka et 
al., 2001; ovelhas: Juengel et al., 2006; vacas: Glister el al. 2004) ou não afetando (McNatty 
et al., 2001) a secreção de progesterona pelas CG. Por outro lado, a interação de BMP-6 e 
FSH, não modificou a secreção de estradiol pelas CG (ratas: Miyoshi et al., 2007). A 
afinidade da folistatina com cada BMP é um potencial modulador da ação das BMPs no 
ovário mamífero (Glister et al., 2004). A expressão e secreção das subunidades da inibina tem 
sido demonstradas como potencialmente influenciadoras do sistema BMP em CG-luteínicas 
(mulheres: Jaatinen et al., 2002). Além disso, a BMP-6 pode prevenir a luteinização 
prematura dos folículos potencialmente dominantes ou recrutáveis (Otsuka et al., 2001; 
Glister et al., 2004) sugerindo, desta maneira, que as moléculas inibitórias estão presentes no 
oócito. Esta função provavelmente é entendida pela observação dos sinalizadores de BMP-6 
nas células da granulosa de folículos dominantes em ratas (Erickson e Shimasaki, 2003). 

A responsividade das BMPs ao FSH foi associada ao aumento do número ou 
alterações nas propriedades de seu receptor. Em outros estudos, foi observado que as BMP-6 
e -7 aumentam a secreção de FSH nas células hipofisárias (Huang et al., 2001) e ainda que 
apenas a BMP-7 aumenta a expressão de receptores para FSH durante o cultivo de ovários de 
camundongas (Lee et al., 2004), modulando a ação deste hormônio (ratas: Otsuka et al., 
2001), no sentido de aumentar a produção de estradiol e inibir a síntese de progesterona 
(Shimasaki et al., 1999). A habilidade das BMP-6 e -7 em estimular a síntese de FSH foi 
descrita pela primeira vez em cultivo de células hipofisárias derivadas de camundongas 
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transgênicas. Esses resultados combinados ao fato de que o RNAm destas BMPs foram 
detectados em células hipofisárias de camundongas, indicam que além das BMP-6 e -7 
funcionarem como estimuladores de FSH, podem manter os níveis basais deste hormônio in 
vivo após utilização de anti-BMP-7 (Huang et al., 2001). 
 

Considerações e perspectivas finais 
 
Conforme mostrado nesta revisão, evidenciou-se a participação das BMP -6 e -7, na 

modulação do desenvolvimento folicular e função ovariana. Estas proteínas tem sido 
caracterizadas como importantes fatores que associadas a outros produzidos sistêmica ou 
localmente, podem atuar na manutenção da atividade ovariana, de forma a influenciar a 
esteroidogênese e atrasar o início da atresia e/ou luteinização. Uma melhor compreensão 
acerca dos papéis de tais proteínas no ovário poderá contribuir para a elucidação da 
foliculogênese ovariana bem como, para o desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro 
capazes de promover o crescimento e a maturação de oócitos oriundos de folículos pré-
antrais. 
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3 JUSTIFICATIVA 

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que na fase inicial da foliculogênese ainda 

existem vários processos pouco conhecidos, sobretudo, no que se refere ao crescimento e 

maturação de folículos pré-antrais. Os folículos ovarianos pré-antrais representam 90% da 

população folicular no ovário mamífero e são os precursores dos folículos antrais, os quais 

chegarão ao estádio pré-ovulatório. Por essa razão, aliado ao pouco que se conhece do 

processo de desenvolvimento folicular na fase pré-antral, admite-se a necessidade da 

realização de estudos no sentido de elucidar os mecanismos responsáveis, sobretudo na fase 

inicial da foliculogênese. Atualmente, já está descrito na literatura que fatores produzidos 

localmente no ovário podem determinar o início do crescimento folicular, bem como a 

diferenciação, o acúmulo de organelas citoplasmáticas e a seleção de alguns folículos, 

enquanto outros permanecem bloqueados. A BMP-7, por exemplo, é considerada reguladora 

potencial local da função gonadal feminina além de ser extremamente importante para a 

proliferação celular ovariana, em ratas (LEE et al., 2001). Essa informação sugere que essa 

proteína seja um fator de extrema importância para o desenvolvimento de folículos pré-antrais 

in vitro, oriundos da espécie caprina. 

O papel das BMPs, especialmente, a BMP-7 no cultivo in vitro de folículos pré-antrais 

caprinos ainda não foi demonstrado. Neste sentido, acredita-se que a utilização dessa proteína 

no meio de cultivo in vitro de folículos pré-antrais possa fornecer subsídios para uma melhor 

compreensão acerca dos fatores reguladores da função ovariana, notadamente na fase inicial 

da foliculogênese. Visando uma melhor avaliação da eficácia do cultivo, além da histologia 

clássica, foi utilizada a microscopia eletrônica de transmissão que é uma técnica mais precisa 

e permite a avaliação ultra-estrutural dos folículos. 
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4 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

Diante do exposto, formulou-se a seguinte hipótese científica: 

A BMP-7 mantém a viabilidade folicular e influencia positivamente na ativação e no 

crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos após cultivo de curta duração. 

 

5 OBJETIVOS 

5.1 Geral: 

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

 

5.2 Específicos: 

Avaliar o efeito de diferentes concentrações de BMP-7 sobre a sobrevivência, ativação 

e crescimento in vitro de folículos pré-antrais caprinos; 

Analisar morfológica e ultra-estruturalmente os folículos pré-antrais caprinos 

cultivados in vitro. 
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ABSTRACT.- Araújo V.R., Silva M.G., LIMA-Verde I.B., Magalhães D.M., Silva, Name 

K.P.O., Báo S.N., Campello C.C., Silva J.R.V., Tavares L.M.T., Figueiredo J.R. & Rodrigues 

A.P.R. 2009. Effect of Bone Morphogenetic Protein-7 (BMP-7) on in vitro survival of 

caprine preantral follicles. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pós-

Graduação em Ciências Veterinárias, Laboratório de Manipulação de Oócitos e Folículos Pré-

Antrais, Universidade Estadual do Ceará, Av. Paranjana 1700, Campus do Itaperi, Fortaleza, 

CE 60740-000, Brazil. *Corresponding author: val_exclusiva@yahoo.com.br 

 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 1ng/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. 

 

INDEX TERMS: Caprine, preantral follicles, culture, survival, BMP-7. 
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RESUMO.- [Efeito da Proteína Morphogênica Óssea 7 (BMP-7) para o sobrevivência in 

vitro de folículos pré-antrais caprinos.] O presente trabalho tem como objetivo verificar o 

efeito de diferentes concentrações da BMP-7 na sobrevivência e no desenvolvimento in vitro 

de folículos pré-antrais caprinos. Fragmentos de tecido cortical ovariano caprino foram 

cultivados por 1 ou 7 dias em Meio Essencial Mínimo (MEM+) suplementado com diferentes 

concentrações de BMP-7 (1, 10, 50 ou 100 ng/ml). Os fragmentos não cultivados ou aqueles 

cultivados por 1 ou 7 dias foram processados para histologia clássica e microscopia eletrônica 

de transmissão (MET), sendo avaliados vários parâmetros como viabilidade, ativação e 

crescimento. Os resultados mostraram que o percentual de folículos morfologicamente 

normais reduziu significativamente em todos os tratamentos quando comparados ao controle, 

exceto na concentração de 1ng/ml por 1 dia de cultivo. Já no dia 7 todos os tratamentos 

reduziram significativamente os percentuais de folículos morfologicamente normais quando 

comparados ao controle não cultivado. Utilizando 10 ng/ml de BMP-7 foi observado um 

aumento significativo no diâmetro folicular quando comparados os diferentes períodos de 

cultivo. Não houve influência das demais concentrações de BMP-7 quando avaliados além do 

diâmetro folicular, o diâmetro oocitário. Quando realizada a MET observamos que os 

folículos cultivados por até 7 dias com 1 ng/ml de BMP-7 apresentavam ultra-estrutura 

compatível aos do controle fresco, ou seja, apresentavam-se normais. Em conclusão, o BMP-7 

em baixas concentrações pode melhorar a sobrevivência e o crescimento durante o cultivo in 

vitro de folículos 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-β (TGF-β) 

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, -IB 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. 
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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 µg/ml penicillin and 100 µg/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% CO2 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, São Paulo, Brazil) embedding,  the caprine tissues pieces were 

cut into 7 µm 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. 
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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 (1mm3) 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 5mM 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 µm) 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. 
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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 24.54 ± 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 25.90 ± 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 (µm) Oocyte diameter (µm) 

Non-cultured (Day 0) 77.4 ± 11.2 60.8 ± 6.7 

Cultured   Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 

MEM+ 74.5 ± 9.2 A 82.2 ± 13.4 B 57.5 ± 5.8 A 58.9 ± 8.1 A 

BMP-7 (1) 79.7 ± 9.0 A 85.4 ± 9.6 A 61.8 ± 5.5 A 63.0 ± 7.7 A 

BMP-7 (10) 78.3 ± 8.4 A 86.8 ± 10.5 B 58.7 ± 6.2 A 61.6 ± 5.2 A 

BMP-7 (50) 80.6 ± 8.4 A      78.8 ± 10.7 A     60.6 ± 6.1 A      59.0 ± 6.9 A     

BMP-7 (100) 81.8 ± 6.1 A      84.8 ± 16.4 A     61.8 ± 2.9 A      64.0 ± 8.9 A     

(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 Schiff-

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 1. 
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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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Figure 3A.  

 

 

Figure 3B. 
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7 CONCLUSÃO GERAL 

Pode-se concluir com este trabalho que a BMP-7 em baixas concentrações (1 ng/ml) 

mantém a sobrevivência e a ultra-estrutura de folículos pré-antrais cultivados in vitro por até 7 

dias em tecido ovariano caprino. 

 

8 PERSPECTIVAS GERAIS 

A aplicação da biotécnica de MOIFOPA, atualmente, permite demonstrar o papel de 

diversas substâncias envolvidas no processo de foliculogênese. Os bons resultados obtidos 

neste trabalho utilizando a BMP-7 podem ser de grande valia para elaboração de meios de 

cultivo de base visando à obtenção de oócitos maturos a partir de folículos pré-antrais 

cultivados in vitro. Entretanto, para alcançar este objetivo fazem-se necessários futuros 

estudos envolvendo a interação da BMP-7 com hormônios e fatores de crescimento. 
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