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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo 1) avaliar o efeito da BMP-15 e do FSH, sozinhos ou em
diferentes associagcdes sobre o crescimento, sobrevivéncia e formacédo de antro em foliculos
secundarios bovinos e 2) avaliar os niveis de expressdo do RNAm para os receptores de
BMP-15 (BMPR-IB e BMPR-II) em foliculos crescidos in vitro. Com rela¢do ao cultivo,
foliculos secundarios foram microdissecados e cultivados por doze dias em a-MEM" sozinho,
ou suplementado com BMP-15 e/ou FSH, sozinhos ou em diferentes associa¢fes. Apds o
cultivo, foram avaliados o didmetro folicular, a viabilidade e a taxa de formagdo de antro. A
analise de expressao génica foi realizada por PCR em tempo real, utilizando foliculos
cultivados nos diferentes tratamentos, para comparacGes dos niveis de RNAm. Apos o
periodo de cultivo verificou-se que a utilizacdo da BMP+FSH (0-12) estimulou um aumento
significativo no diametro folicular em relacdo aos demais tratamentos (p<0,05), bem como
estimulou a formacgéo da cavidade antral de forma mais efetiva que o controle (MEM) e a
BMP-15 sozinha (p<0,05). No entanto, em relacdo a sobrevivéncia, apds12 dias o tratamento
BMP+FSH (0-12) reduziu significativamente a viabilidade folicular em relacdo aos demais
tratamentos (p<0,05). Os resultados mostraram que os niveis de RNAm para o receptor de
BMP-15 do tipo | (BMPR-IB) foram significativamente maiores nos foliculos cultivados com
MEM quando comparado aos demais tratamentos, enquanto que os niveis de RNAm para o
receptor do tipo Il (BMPR-II) ndo diferiram entre os tratamentos. Os maiores niveis de
RNAmM para o receptor de FSH foram detectados em foliculos cultivados com BMP-15
sozinha. Em conclusdo, este estudo demonstrou que a combinacdo de BMP-15 + FSH durante
todo o periodo de cultivo (D0-D12) acelera o crescimento de foliculos pré-antrais bovinos
cultivados por 12 dias, mas este efeito reduz a viabilidade folicular, afetando a integridade ultra-
estrutural dos foliculos. Além disso, a adicdo de BMP isoladamente aumentou os niveis de
expressdao de RNAm para FSHR ap6s 12 dias de cultivo,mostrando que BMP-15 e FSH podem
contribuir significativamente para o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais cultivados

por 12 dias nesta espécie.

Palavras-chave: bovinos, foliculos ovarianos, RNAmM, BMP-15



ABSTRACT

This study aims to 1) evaluate the effect of BMP-15 and FSH, alone or in different
combinations on the in vitro development, survival and antrum formation of bovine secondary
follicles and 2) quantify the levels of mMRNA expression for BMP-15 receptors (BMPR-1B
and BMPR-II), FSH receptor and Kit Ligand in follicles grown in vivo and in vitro. With
regard to culture, secondary follicles were microdissected and cultured for twelve days in o-
MEM-+ alone, or supplemented with BMP-15 and/or FSH, alone or in various associations.
After culture, follicular diameter were evaluated, viability and rate of antrum formation. For
the analyzes gene expression, by real time PCR, were used follicles cultured in the different
treatments for comparisons of the levels of mMRNA. After the culture period it was found that
the association of BMP+FSH (0-12) stimulated a significant increase in follicular diameter in
relation to other treatments (p<0.05), as well as stimulated the formation of antral cavity more
effectively the control (MEM) and BMP-15 alone (p<0.05). However, for survival, after 12
days treatment BMP+FSH (0-12) significantly reduced follicular viability when compared to
other treatments (p<0.05). The results showed that the levels of mMRNA for BMP receptor type
| (BMPR-IB) were significantly higher in follicles cultured with MEM when compared to
other treatments, while levels of mMRNA for the receptor type Il (BMPR-II) did not differ
between treatments. The highest levels of mRNA for the FSH receptor were detected in
follicles cultured with BMP-15 alone. In conclusion, this study demonstrated that
combination of BMP-15+FSH (D0-D12) accelerates the growth of bovine preantral follicles
cultured for 12 days, but this effect reduces the follicular viability, affecting the ultrastructural
integrity of the follicles. Furthermore, the addition of BMP alone increased expression levels
of RNAm for FSHR after 12 days of culture , showing that BMP-15 and FSH may contribute
significantly to the in vitro development of preantral follicles cultured for 12 days in this

specie.

Keywords: bovines, ovarian follicles, mMRNA, BMP-15
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1. INTRODUCAO

O ovério mamifero contém milhares de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais,
que correspondem ao pool de reserva de gametas femininos correspondendo a 90% de toda
a populacéo folicular. Apesar do grande nimero de gametas presentes no ovario, e de estes
serem potencialmente fertilizdveis, a eficiéncia deste 6rgdo ainda é considerada
relativamente baixa, pois a maioria dos foliculos morre por um processo natural conhecido
por atresia folicular. Visando aumentar a eficiéncia reprodutiva das fémeas, grandes
avancos tém sido alcancados com a aplicacdo de biotécnicas reprodutivas, tais como a
puncdo oocitaria guiada por ultrasom (OPU), fertilizacdo in vitro (FIV) e a transferéncia de
embribes (TE). Entretanto, todas essas técnicas utilizam foliculos em sua fase final de
desenvolvimento, pois, somente odcitos provenientes de foliculos antrais, que representam
apenas 10% da populacdo folicular ovariana sdo utilizados. Isto de fato, reduz o
aproveitamento do potencial reprodutivo feminino e deixa muito clara a necessidade de se
elucidar os complexos mecanismos que regulam a foliculogénese em sua fase inicial, ou
pré-antral. Dessa forma, o conhecimento da fisiologia ovariana € fundamental para o
desenvolvimento de estratégias para se reduzir as grandes perdas oocitarias que ocorrem
naturalmente in vivo, bem como para promover o melhoramento genético e aumento da
produtividade animal.

Diferentes técnicas vém sendo empregadas com o intuito de compreender os processos
relacionados com a formagdo, crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos, e
posteriormente melhorar o aproveitamento do potencial reprodutivo das fémeas mamiferas.
Dentre as técnicas em desenvolvimento, tem se destacado o isolamento e o cultivo de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios).
Considerando que milhares de foliculos pré-antrais podem ser isolados de um ovario (De
BEM et al., 1997), o cultivo dos foliculos in vitro até sua completa maturagdo contribui ndo
apenas para incrementar a producgdo in vitro de embrides, mas especialmente para a
compreensdo da atuacdo dos fatores que controlam a foliculogénese (FIGUEIREDO et al.,
2007).
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Até o momento, sabe-se que o crescimento folicular é regulado por gonadotrofinas e
por fatores intra-ovarianos (FORTUNE, 2003). As gonadotrofinas, como o Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) e Horménio Luteinizante (LH), sdo indispensaveis para o
desenvolvimento de foliculos antrais, porém seu papel sobre a foliculogénese inicial ainda
ndo estd bem elucidado (FORTUNE, 2003). Além disso, fatores de crescimento de
crescimento produzidos pelo o6cito e celulas da granulosa/teca, frequentemente atuam
modulando os efeitos desses horménios, de modo que a foliculogénese pode ser afetada
quando um unico desses fatores estd ausente (THOMAS et al., 2005). Dentre tais fatores,
pode ser destacada a Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15), que possui um papel
critico na regulacéo da foliculogénese mamifera, estando envolvida em diferentes eventos
tais como, proliferacdo das células da granulosa e da teca, atresia e esteroidogénese (WU et
al., 2007). Estudos com andlises de expressdao génica detectaram o RNAm para esta
proteina em todas as categorias de foliculos caprinos (SILVA et al., 2004a). Desta forma, a
realizacdo de estudos in vitro para avaliar o efeito de tais substancias podera contribuir para
uma melhor compreensdo dos diversos componentes implicados na foliculogénese e no
processo de atresia folicular. Para um melhor entendimento da importancia deste trabalho,
segue uma breve revisdo de literatura onde serdo abordados aspectos relacionados a
oogénese, foliculogénese e atresia, BMP-15, FSH, cultivo in vitro e técnicas de analises

utilizadas apds o cultivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e formacao dos foliculos ovarianos

O ovério é um dos 6rgdos mais importantes do sistema reprodutivo das fémeas, pois
além de ser responsavel pela sintese e liberacdo de um odcito maturo apto a ser fertilizado,
produz uma série de substancias responsaveis pela ciclicidade e manutencdo de todo o trato
reprodutivo. Em mamiferos, as gbnadas indiferenciadas surgem como um espessamento do
epitélio celémico na superficie ventrolateral do mesonéfron. As células germinativas
primordiais (CGPs) migram do saco vitelino através de diferentes tecidos para colonizar as
gbnadas primitivas (GUIGON & MAGRE, 2006).

Durante o periodo de pré-gastrulacdo, linhagens somaticas de células do epiblasto
comecam a ser determinadas para iniciarem o processo de diferenciacdo em células
germinativas primordiais. Isso ocorre em algumas células localizadas na regido posterior do
epiblasto que recebe influéncia da Proteina Morfogenética Ossea 4, BMP-4 e expressam o
fator de transcricdo “BLIMP-1”, também conhecido por PRDML1, que € responsavel por
estimular modificacfes nas células embrionérias que irdo se diferenciar em CGPs.

Segundo LAWSON et al., (1999), a BMP-4 também ¢ capaz de promover a
proliferacdo das CGPs. Ao mesmo tempo, genes de pluripotencialidade como Oct4, Nanog
e Sox2 sdo reativados nas CGPs que estdo localizadas no mesoderma extra-embrionario da
parede do saco vitelinico, antes de comecar a migracdo para as cristas gonadais (OHINATA
et al., 2009). A migracdo de CGPs do epitélio do saco vitelino, através do intestino
posterior embrionario, para, eventualmente, colonizar a crista gonadal é controlada e
dirigida pela secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, como o Kit Ligand(KL)
(MOLYNEAUX & WYLIE, 2004; KUNWAR et al., 2006). Chegando a génada primitiva,
as CGPs formam os corddes sexuais, perdem a habilidade migratéria e passam a se
multiplicar pelo processo de mitose. A partir de entdo, as CGPs restantes se difereciam
formando as oogbnias. No entanto, para controlar o nimero de foliculos primordiais que
serdo formados, grande parte destas células germinativas primordiais morre por apoptose
(JUENGEL et al., 2002; SAWYER et al., 2002). As oogobnias, por sua vez, passardo
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novamente por sucessivas mitoses, com citocinese incompleta, o que deixa as células-filhas
ligadas por pontes intercelulares. Pelo fato da citocinese ser incompleta durante estas
divisdes celulares, as oogbnias organizam-se em forma de ninhos de células conectadas, € a
maioria das células germinativas nestes ninhos se divide de forma sincrénica (PEPLING et
al., 1998). Essas oogobnias formadas sdo marcadas pela replicagdo final do DNA durante o
estagio de pré-leptoteno, preparando a celula para divisdo meiotica. O &cido retindico,
proveniente das células do mesonéfron atua regulando o inicio da meiose e a posterior
diferenciacdo das oogbnias em odcitos primarios (ANDERSON et al., 2008). Em seguida,
0s 00citos perdem suas pontes intercelulares e sdo circundados por uma camada de células
da pré-granulosa, as quais podem ser derivadas do mesonéfron ou do epitélio da superficie
ovariana (McNATTY et al., 2000). Uma vez que o od6cito é circundando pelas células
somaticas, ocorre uma parada da meiose no estagio de dipléteno da préfase I, também
conhecido como estagio de vesicula germinativa (BAKER &FRANCHI, 1967; PICTON et
al., 1998), no qual as células da pré-granulosa param de se multiplicar e entram num
periodo de quiescéncia (SAWYER et al., 2002), formando os foliculos primordiais e dando
inicio a foliculogénese.

O odcito ird permanecer no estagio de dipléteno até a puberdade, quando um pico
de Hormonio Luteinizante (LH) seré o estimulo para que a meiose seja retomada, passando
pelas fases de metafase I, anafase | e tel6fase I, expulsdo do primeiro corplsculo polar e
formacdo do odcito secundario. Inicia-se a seguir a segunda divisdo meidtica, em que 0
ndcleo do odcito evolui até o estdgio de metafase Il. Nesta fase ocorrerd a segunda
interrupcdo da meiose, que s6 sera retomada quando ocorrer a fecundacdo do odcito pelo
espermatozéide (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Diversos genes sdo reguladores chave no desenvolvimento inicial das CGPs, por
exemplo, o Kit Ligant e seu receptor c-Kit, que estdo diretamente relacionados com os
processos de migracédo, proliferacdo e/ou sobrevivéncia destas CGPs (GU et al., 2009). Esta
acdo ocorre presumivelmente através da via de sinalizagio AKT/mTOR/BAX (DE
MIGUEL et al., 2002, STALLOCK et al., 2003, RUNYAN et al., 2006). Conforme citado
anteriormente, o &cido retindico exerce um papel fundamental na regulacdo da meiose, e

esta acdo se da em resposta a ativacio do Gene Estimulado pelo Acido Retindico 8 (Stra8).
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ANDERSON et al., (2008) e WANG & ROY (2009) demonstraram que durante a
formacéo dos foliculos primordiais ocorre um aumento da expressdo para 0s receptores de
BMPs, e esta expressdo € regulada pela acdo do Hormonio Foliculo Estimulante (FSH),
havendo uma relacao positiva entre este hormonio e as trés formas de receptores de BMP
(BMPR). Esses resultados sugeriram a primeira evidéncia da expressdo dos receptores de
BMPs e um possivel papel do FSH na expressdo do receptor durante esta fase critica de
morfogénese folicular. Associado a isso, foi relatado também que o FSH regula a expressédo
do Fator de Crescimento e Diferenciacdo 9 (GDF-9), dos receptores de estrégeno e das
BMPs, desempenhando um papel essencial durante a formagdo do primeiro grupo de
foliculos primordiais. O FSH pode atuar ainda regulando a acdo de E-caderina e N-
caderina, importantes glicoproteinas do tipo transmembranérias que possuem um relevante
papel na formacdo dos foliculos primordiais (WANG & ROY, 2010). Outros estudos tém
revelado que o Fator de Transcricdo em Linhagem Germinativa Alfa (Figa ou Figla),
expresso no odcito, parece ter um papel importante na formacao de foliculos primordiais
(SOYAL et al., 2000).

Em camundongas, a primeira etapa da foliculogénese se da imediatamente apds o
nascimento (McNATTY et al., 2000). Ja em bovinos, a formacéo dos foliculos primordiais
tem inicio durante o desenvolvimento fetal (OHINATA et al., 2005). Nesta espécie, a
presenca dos primeiros foliculos primordiais foi observada aos 90 dias de gestacdo (YANG
& FORTUNE, 2008).

2.2. Ativacao dos foliculos primordiais

A duracdo da fertilidade das fémeas mamiferas é determinada pelo tamanho do pool
de foliculos primordiais iniciais e pela sua taxa de ativacdo (EDSON et al., 2009). Apds a
formacéo, alguns foliculos primordiais podem ser estimulados a crescer imediatamente ou,
na maioria destes, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e entram em um
periodo de quiescéncia até receberem sinais para entrar no pool de foliculos em
crescimento (McGHEE & HSUEH, 2000).
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Essa fase de quiescéncia ou dorméncia dos foliculos primordiais é essencial para a
manutencdo da sobrevivéncia dos foliculos, uma vez que este fenémeno impede o
esgotamento dos foliculos primordiais por ativacdo precoce e/ou a morte folicular
(REDDY, 2008). Estudos recentes tém revelado a atuacdo de diferentes moléculas
responsaveis por esta manutencdo da quiescéncia na foliculogénese inicial, incluindo os
genes supressores de tumor PTEN, TSC1 e TSC2, o fator de transcricdo FOXO3a e pela
sobrevivéncia folicular ,como a via de sinalizac&o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (REDDY,
et al.., 2010). Assim, um foliculo primordial formado podera ter trés destinos: 1)
permanecer em quiescéncia; 2) ser ativado e estimulado a se desenvolver até foliculo pré-

ovulatorio; 3) sofrer atresia antes mesmo de ser ativado (Figura 1).

() >
‘;-»QU
N
-0\
F

0\

oy YR Y
}-\C_L) A

I N I Y, \
/ [ \
/ : \
/ \
/ . \
m | \
| -
&QQO v Ca
PP ‘ ]6 k_J
OQ (= N ® Y
@ b4 -
ATRESIA ® o‘: MANUTENGAO
@ & & .
, | PTEN,FOX03,TSC1
TRANSICAO )

EGF,GH,FSH,ATIVINA A,BMP-15 ’

Figura 1: Possiveis destinos dos foliculos primordiais apds sua formacao: atresia folicular,
transicdo para a fase de crescimento ou manutengéo no estagio primordial.
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A ativacdo dos foliculos primordiais € um processo complexamente regulado e seus
mecanismos subjacentes ainda ndo estao totalmente elucidados (ADHIKARI & LIU, 2009),
podendo ocorrer dias, meses ou anos apos a sua formagdo (VAN DEN HURK & ZHAO,
2005). A principal caracteristica da ativacdo folicular é o rapido crescimento do odcito
incluso no foliculo primordial associado as mudangas na morfologia das células da pré-
granulosa que passam de pavimentosas a ctubicas (EDSON et al, 2009). Durante esta fase,
os foliculos que apresentam células da granulosa pavimentosas e cubicas sdo denominados
foliculos de transicdo (SILVA et al., 2004a). Quando o o0cito é circundado por uma
camada completa de células da granulosa de morfologia cubica, os foliculos s&o
denominados priméarios (GOUGEON & BUSSO, 2000).

A comunicacdo bidirecional entre odcitos e células somaticas desempenha um papel
importante no processo de ativacdo. O crescimento do odcito depende do suporte de fatores
de crescimento e nutrientes secretados pelas células da granulosa. Ao mesmo tempo, 0s
odcitos ndo sdo simplesmente receptores passivos, em vez disso, eles tém um papel
essencial no controle da proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa durante o
desenvolvimento dos foliculos (SAGA, 2008). Em ratas, durante a ativacdo folicular e
inicio do desenvolvimento, o odcito cresce rapidamente evidenciando um aumento de quase
300 vezes no volume durante 2 a 3 semanas de fase de crescimento. Esta etapa também é
acompanhada por um aumento de 300 vezes nos niveis de RNA e um aumento de 38 vezes
na taxa absoluta de sintese protéica, sugerindo que durante o crescimento oocitario ocorre
uma intensa atividade metabdlica (ADHIKARI & LIU, 2009).

Os fatores e mecanismos responsaveis pela ativacdo de foliculos primordiais sdo
pouco conhecidos. Acredita-se que a ativacao dos foliculos primordiais seja regulada por
um balanco entre fatores inibitorios e estimulatérios originarios do ovario (VAN DEN
HURK & ZHAO, 2005). Na espécie caprina, diversos estudos ja foram realizados com
foliculos primordiais com o objetivo de se avaliar o papel de diferentes fatores de
crescimento na foliculogénese inicial. Estes estudos demonstraram que o Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), o Kit Ligand, o GDF-9, o Fator de Crescimento Semelhante
a Insulina do tipo | (IGF-I), o Hormbnio do Crescimento (GH) e o FSH, bem como a

interacdo do FSH com a progesterona, do Peptideo Intestinal VVasoativo (VIP) e do Fator de
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Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), (CELESTINO et al., 2009; CELESTINO et
al., 2010; MARTINS et al., 2008; MARTINS et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009;
BRUNO et al., 2009; BRUNO et al., 2010; LIMA-VERDE et al., 2010) promovem a
ativacdo folicular aumentando as taxas de foliculos em estagio de transicéo.

Em bovinos, ja foi demonstrado que a testosterona estimula o desenvolvimento
folicular inicial, promovendo a ativacdo dos foliculos primordiais (YANG & FORTUNE,
2006). A ativina-A € outro fator que tem sido associado a ativacdo de foliculos primordiais
e crescimento oocitario em bovinos (MCLAUGHLIN & TELFER, 2010). No tocante a
BMP-15, por este fator de crescimento esta presente em foliculos primordiais de algumas
espécies evidencia-se que tenha um papel importante na ativacao folicular (OTSUKA et al.,
2000), sendo expressa em todas as categorias foliculares na espécie caprina (SILVA et al.,
2004a).

2.3. Crescimento de foliculos primarios e secundarios

Os foliculos primarios apresentam um odcito imaturo circundado por uma camada
de células da granulosa de forma cuboidal, enquanto que os foliculos secundarios tem um
oocito também imaturo cercado por duas ou mais camadas de células da granulosa. Em
geral, o crescimento e desenvolvimento dos foliculos ovarianos exige uma série de eventos
coordenados que induzem alteracdes morfoldgicas e funcionais no foliculo, levando a
diferenciacdo celular e ao desenvolvimento do o6cito. Durante o desenvolvimento folicular
pré-antral hd& um aumento progressivo do nimero de organelas, formacdo dos granulos
corticais e desenvolvimento das juncdes tipo gap entre o odcito e as células da granulosa
(CURCIO, 2005). Em foliculos primarios, as proteinas que irdo formar a zona pellcida
(ZP) ja comecam a ser sintetizadas e esta estrutura aparece primeiramente ao redor do
odcito de foliculo primario, como ilhas de material fibrilar situadas em espacos entre as
células da granulosa adjacentes e a superficie do oocito (LEE, 2000). A ZP é uma matriz
extracelular, composta de trés glicoproteinas chamadas de ZP1, ZP2 e ZP3. No entanto, a
vizualizacdo completa da zona pelucida é possivel apenas em foliculos a partir do estagio

de secundario (RANKIN et al., 2001). Essa matriz circunda o odcito e tem um papel



28

importante para a sobrevivéncia de odcitos em crescimento, contribuindo para o sucesso da
fecundacdo e para a passagem do embrido atraves do oviduto.

A partir do estagio primario, o crescimento e desenvolvimento dos foliculos ira
envolver uma série de eventos distintos, como o alargamento do odcito e a proliferacdo das
células da granulosa para formar um tecido de multiplas camadas. Concomitantemente a
essa intensa proliferacdo das células da granulosa, é evidenciada também a expressao do
Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) (WANDJI et al., 1997). Além destes
eventos, ha ainda a condensacdo das células do estroma em torno da lamina basal para
formar uma camada de células da teca.

O desenvolvimento dos foliculos proméarios parece ser regulado por alguns fatores
de crescimento, tais como o Fator de Células Tronco (SCF) ou Kit Ligand (KL). A
interacdo entre o KL e seu receptor tirosina quinase, o c-Kit, parece ter uma papel critico
nesta etapa, pois acredita-se que o KL induz a secrecdo de mitdgenos oocitarios
responsaveis pelo inicio da proliferacdo das células da granulosa (OTSUKA &
SHIMASAKI, 2002a; OTSUKA & SHIMASAKI, 2002b; EDSON et al., 2009). Ja foi
confirmado ainda que, durante a transicdo de foliculos priméarios para secundarios, 0 KL
apresenta um aumento de sua expressdo, demonstrando que este fator é importante para o
crescimento de foliculos priméarios (CELESTINO et al., 2010).

Quando duas ou mais camadas de células da granulosa se formam ao redor do
odcito, o foliculo encontra-se no estagio de secundario. Nesta fase, ocorre a diferenciacdo
das células do estroma em células da teca, sendo possivel a visualizacdo da zona pellcida
em torno do odcito (FORTUNE, 2003). Na espécie bovina os foliculos secundarios
possuem um diametro que varia de 81um a 250 um (BRAW-TAL &YOSSEFI, 1997).

E evidenciado nesta categoria folicular um acréscimo no ndmero de juncdes do
tipo gap entre o odcito e as células da granulosa. Essas jun¢Ges atuam na comunicacao
bidirecional, através da transferéncia de nutrientes, metabolitos, fatores de estimulacéo e/ou
inibicdo da meiose, além de fatores de crescimento, neurotrofinas e hormdénios
(FORTUNE, 2003; SENEDA & BORDIGNON, 2007). O FSH é um fator predominante na
sobrevivéncia folicular, tendo sido demonstrado como um fator estimulador da formacéo

destas juncdes comunicantes nas células da granulosa (VAN DEN HURK et al., 2000),
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atuando apos sua ligacdo a receptores especificos encontrados nas células da granulosa de
foliculos, desde o estdgio de foliculos primarios. Apesar de serem responsivos as
gonadotrofinas, os foliculos secundarios podem desenvolver-se até o estagio antral com
uma quantidade minima de FSH circulante (VAN DEN HURK et al., 2000; McGEE &
HSUEH, 2000).

Ao final do estagio secundario, a acdo gonadotrofica é mais intensa, pois ja é
observado um aumento no namero de receptores de FSH nas células da granulosa,
amplificando a acdo desta gonadotrofina (VAN DEN HURK et al., 2000). Aliado a isto, 0s
receptores para o Hormonio Luteinizante (LH) sdo sintetizados nas células da teca, sendo
iniciada a sintese de andrdgenos que subsequentemente serdo convertidos em estrégenos,
através da acdo da enzima aromatase presente nas células da granulosa (BUCCIONE et al.,
1990; SENEDA & BORDIGNON, 2007).

2.3.1. Formagcao da teca

As células da teca sdo observadas pela primeira vez quando o foliculo ja possui duas
ou mais camadas de células da granulosa (MAGOFFIN & WEITSMAN, 1994). Durante o
desenvolvimento dos foliculos, quando o espessamento da zona pellcida torna-se visivel
(LUCCI et al., 2001) ocorre a formacdo das células da teca a partir do estroma intersticial.
Tem sido proposto que estas células especializadas se originam a partir de células
precursoras semelhantes a fibroblastos encontradas no estroma ovariano (HONDA et al.,
2007).

Os fatores de crescimento GDF-9 e BMP-15, ambos secretados pelo odcito, além de
promoverem a proliferacdo das células da granulosa, também atuam na formacdo das
células da teca (KNIGHT & GLISTER, 2006). A deteccao do receptor c-Kit em células da
teca e a expressdo aumentada do KL no momento da formacgdo da camada da teca sugere
um papel importante deste fator de crescimento também na diferenciacdo de células do
estroma em células da teca (PARROT & SKINNER, 2000). Além disso, o Fator de
Crescimento Fibroblastico-2 (FGF-2) tem sido descrito como importante na formagéo das

células da teca, uma vez que altos niveis deste fator foram detectados em foliculos
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secundarios bovinos no momento do desenvolvimento das camadas tecais (BERISHA et
al., 2000; BURATINI et al., 2005).

As células da granulosa e as células da teca comegcam a interagir durante as fases
iniciais da foliculogénese atraves da sinalizacdo célula-célula, que é mediada
principalmente por fatores paracrinos locais e mecanismos justacrinos (SKINNER, 2005).
No ovério, interacdes celulares entre a teca e a granulosa, a teca e 0 odcito sdo essenciais
para controlar a diferenciacdo e a proliferacdo das células foliculares, permitindo o
crescimento do odcito e diferenciacdo final. Essas interacdes entre as células da granulosa e
da teca sdo necessérias para a biossintese de estrogeno (BONNET et al., 2008).

Com o crescimento e desenvolvimento dos foliculos secundarios ha
consequentemente um aumento no nimero de camadas tecais, ocorrendo uma diferenciacéo
celular. Aquelas células localizadas proximas a membrana basal sdo denominadas teca
interna, enquanto que as células localizadas perifericamente s&o classificadas como teca
externa. Além disso, ocorre a formacgdo de uma extensiva rede de junc¢des do tipo gap, que
sdo canais membranarios que permitem a passagem de nutrientes, ions inorganicos,
segundo mensageiros e pequenos metabdlitos entre as células (KIDDER & MHAWI,
2002). A formacdo da camada da teca possibilita também a ocorréncia da neoangiogénese,
ou formacdo de vasos sanguineos. Esse aumento da vascularizacdo folicular e da
permeabilidade sanguinea é importante para o fornecimento de fatores enddcrinos e para a
manutencdo da sobrevivéncia folicular, além de estar relacionado com a posterior formacéo
de antro (SMITZ & CORTVRINDT, 2002; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

As células da teca, mesmo ndo sendo capazes de produzir estrogénios, produzem
androgenos e agem em interacdo com as células da granulosa, que por sua vez irdo
converter estes andrdégenos em estrogenos, pela acdo da aromatase presente nas células da
granulosa adjacentes de foliculos em crescimento. Esses estrogénios recém-sintetizados,
por sua vez, protegem o foliculo dominante da atresia, sendo fundamentais para a
sobrevivéncia dos foliculos antrais (YOUNG & McNEILLY, 2010).
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2.3.2. Formagéo de Antro

Com o crescimento dos foliculos secundarios e organizacdo das celulas da granulosa
em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido denominada
antro (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A cavidade antral é preenchida por um liquido,
denominado de fluido folicular, derivado principalmente do plasma sanguineo que flui
através dos capilares da teca (HERRMANN & SPANEL-BOROWSKI, 1998).

Embora alguns dos mecanismos de desenvolvimento da cavidade antral sejam
conhecidos, os sinais iniciais para formacdo do antro ainda ndo foram plenamente
elucidados (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O fluido folicular é composto
basicamente por agua, eletrodlitos, proteinas séricas, uma alta concentracdo de horménios
esterdides secretados pelas células da granulosa (BARNETT et al.,, 2006), além de
moléculas que contribuem para o potencial osmdtico na cavidade antral, como 0s
glicosaminoglicanos, tais como o cido hialurénico, o sulfato de condroitina e o sulfato de
dermatano. Durante o desenvolvimento do foliculo, a producdo de fluido antral é
intensificada pelo aumento da vascularizacdo folicular e permeabilidade dos vasos
sanguineos, 0s quais estdo fortemente relacionados com o aumento do tamanho folicular
(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Com o aumento do grau de vascularizacdo do foliculo, na camada tecal e no inicio
da formacdo antral, ocorre um acimulo de liquido folicular. Moléculas com peso molecular
inferior a 100kDa atravessam a membrana basal aumentando a pressdao osmotica no inteior
do foliculo, estimulando a entrada de &gua, iniciando a formagéo do fluido (RODGERS &
IRVING-RODGERS, 2010). As células da granulosa também estdo relacionadas com a
formacéo do fluido folicular, por secretarem moléculas de grande peso molecular, que nao
tem a capacidade de atravessar a membrana basal, permanecendo no interior do foliculo,
gerando um aumento da pressdo osmotica (CLARKE et al., 2006). O DNA das células da
granulosa degeneradas por estar associado a moléculas maiores também pode contribuir
para a formacéo do fluido folicular (VAN WEZEL et al., 1999; CLARKE et al., 2006).

O fluido antral pode servir como uma importante fonte de substancias reguladoras ou

moduladoras derivados do sangue ou secrecOes de células foliculares como gonadotrofinas,
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fatores de crescimento, enzimas e proteoglicanos (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Os
proteoglicanos também estdo diretamente relacionados com a formacéo do fluido folicular,
pois sdo moléculas que auxiliam no aumento do potencial osmético, por serem fortemente
hidrofilicos, sdo carregados negativamente e exercerem forte atividade osmdtica. A
Hialuronidade Sintatase 2 (HAS2) é uma enzima que j& foi demonstrada em células da
granulosa bovinas, sendo responsavel por catalisar a producdo de é&cido hialurénico
(SCHOENFELDER & EINSPANIER, 2003). Outro proteoglicano identificado no fluido
folicular de bovinos foi o versican, que tem se mostrado presente também na membrana da
granulosa (McCARTHUR et al., 2000; IRVING-RODGERS et al., 2004). Além do versican,
0 perlecan foi identificado como sendo mais um proteoglicano de importancia no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, encontrado na Iamina basal de foliculos antrais,
tanto saudaveis como atrésicos. A expressdo do perlecan durante a formacdo do antro é
fundamental para a formacéo do fluido folicular, além de estar envolvido na parte estrutural
do foliculo, interagindo com varios componentes da lamina basal, incluindo a laminina, o
colageno do tipo 1V e a fibronectina. E provavel que o perlecan estabilize a lamina basal
folicular durante a foliculogénese, além de interagir com fatores de crescimento e suas
proteinas de ligacdo, por meio de suas cadeias laterais de sulfato de heparan A interacdo de
todas essas moléculas culmina com a formacdo e expansdo da cavidade antral, que ocorre
de forma continua até que o foliculo chegue ao estagio pré-ovulatério (MCARTHUR et al.,
2000).

2. 4. Crescimento de foliculos antrais

A partir do momento em que a cavidade antral é formada os foliculos sdo
classsificados como terciarios ou antrais. Quando atingem o diametro de aproximadamente
3 mm, os foliculos antrais apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas bem especificas
uma vez que ja possuem células da granulosa diferenciadas em células do cumulus e células
murais, muitas camadas de células tecais, além da cavidade antral preenchida pelo liquido
folicular (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A partir do estagio antral, os foliculos

passam de responsivos a dependentes de gonadotrofinas.



33

O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por fases distintas de
crescimento, como o recrutamento, a selegdo e a dominancia. Em espécies monovulatorias,
somente um foliculo é selecionado, dentre os recrutados, para continuar a crescer. Este
foliculo é chamado de dominante e ir4 diferenciar-se em foliculo ovulatorio. O foliculo
selecionado deve ser capaz de bloquear o crescimento e induzir a atresia dos demais
foliculos, através da secrecdo de altas concentracdes de estradiol e inibina (VAN DEN
HURK & ZHAO, 2005). Os mecanismos endocrinos preponderantes nesta regulacao
envolvem a atuacdo das gonadotrofinas (FSH e LH) e os hormonios esterdides ovarianos
(estradiol e progesterona). Entretanto, varios estudos sustentam a participacdo de fatores
ovarianos paracrinos nos mecanismos de controle, inclusive na mediacdo e modulacdo da
acao das gonadotrofinas (WEBB et al., 2003).

A dependéncia de gonadotrofinas ird induzir o recrutamento e o crescimento
sincronizado de foliculos antrais em ondas foliculares (FORTUNE et al., 2001). Em
bovinos, ocorrem aproximadamente duas a trés ondas de crescimento folicular durante o
ciclo estral (GINTHER, 2000). A emergéncia de uma onda se caracteriza pelo
desenvolvimento de mais de 20 foliculos que sdo estimulados pelo aumento das
concentracdes plasmaticas de FSH (REIS, 2004). Em bovinos, quando o foliculo dominante
chega de 4 a 5 mm de diametro, o FSH atinge seu pico maximo de concentracdo (NASSER,
2006). Foliculos dominantes e subordinados possuem aproximadamente o mesmo ndmero
de receptores de FSH, mas o foliculo dominante possui mais receptores de LH que os
subordinados. A dominancia folicular envolve reducdo da secrecdo de FSH hipofisério,
induzida pela inibina, e reducdo da secrecdo hipotalamica do Hormdnio Regulador das
Gonadotrofinas (GnRH) induzida pelo estradiol, atuando na regressdo dos foliculos
subordinados (GINTHER et al., 1996).

Dentre os fatores de crescimento envolvidos na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento folicular nesta fase, destaca-se a familia dos Fatores de Crescimento
Semelhante a Insulina (IGF), formado pelos Fatores de Crescimento Semelhante a Insulina
I e Il (IGF-1 e IGF-1I) e pelas Proteinas de Ligacdo ao IGF (IGFBPs). O sistema IGF,
parece estar diretamente relacionado ao processo de selecdo do foliculo dominante. Os

IGFs atuam sinergicamente com o FSH na promocdo de crescimento folicular e producéo
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de estradiol (FORTUNE et al., 2004). Além de exercerem um papel importante no controle
do desenvolvimento folicular, esse sistema também parece estar relacionado a atresia em
animais domésticos (MONGET et al., 2002).

No estagio antral final, o odcito ja se encontra com o maior didmetro possivel e
cessa completamente a transcricdo nuclear, atingindo, entdo, competéncia para concluir sua
divisdo meidtica e, em seguida, para ser fertilizado e desenvolver-se em blastocistos
(SENEDA & BORDIGNON, 2007). Os foliculos pré-ovulatérios apresentam todos o0s
componentes presentes nos foliculos terciarios, contudo o odcito encontra-se maturo e no
estagio final do desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). A formacdo de
foliculos pré-ovulatdrios € um pré-requisito para a ovulagdo, que ird ocorrer em resposta ao
pico de LH, além de ser fundamental para a manutencdo da fertilidade feminina
(DRUMMOND, 2006).

2.5. Atresia

Estima-se que a populacdo folicular na espécie bovina chegue ao numero de
235.000 foliculos (BETTERIDGE et al., 1989). No entanto, grande parte destes foliculos,
ou seja, 99,9% ndo atingem a ovulagdo, pois morrem por um processo natural denominado
atresia, fazendo com que o desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatério a partir de um
foliculo primordial seja um evento biolégico extremamente raro (FIGUEIREDO et al.,
2008). Evidéncias tém demonstrado que a apoptose é um dos principais mecanismos
bioguimicos responsavel pela atresia folicular (MARKSTROM et al., 2002), a qual
também pode ocorrer por via degenerativa ou necrética.

A via degenerativa € resultado de processos isquémicos, causados por alteracdes na
permeabilidade da membrana celular ocasionando a degeneragdo. Ja a via apoptdtica,
processo de morte celular programada, ocorre quando os fatores paracrinos ou enddcrinos
ndo sdo apropriados para suportar o crescimento folicular e/ou diferenciacdo das células da
granulosa (SILVA et al.,, 2002), ocasionando um desbalanco entre genes pro e anti-
apoptoticos. Estes genes pertecem a duas importantes familias de reguladores da apoptose,

que sdo a familia das caspases e a familia Bcl-2. A familia Bcl-2 compreende membros
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anti-apoptoticos, como Bcl-2, e pré-apoptoticos inclui o Bax, Bid, Bik, DBO e Bcl- XS
(MARKSTROM et al., 2002).

2.6. Sistemas de cultivo e técnicas de avaliacédo do crescimento folicular

No sentido de evitar essa grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo,
bem como melhorar a compreensdo do complexo mecanismo da foliculogénese, diversos
tipos de sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, que correspondem a 90% da
populagdo folicular, vém sendo empregados, tendo sido obtidos alguns resultados
satisfatorios em diferentes espécies.

Dentre os tipos de cultivo in vitro atualmente empregados, podemos citar o cultivo
do ovario inteiro, que é realizado apenas em roedores devido as pequenas dimensdes dos
ovarios destes animais (EPPIG & O'BRIEN, 1996). Além disso, pode-se realizar o cultivo
de pequenos fragmentos do cortex ovariano (cultivo in situ) (SILVA et al., 2004a, 2004b)
ou ainda o cultivo de foliculos isolados (COSTA et al., 2011).

O cultivo de foliculos isolados pode ser realizado em sistemas diferentes, que
compreendem os sistemas bidimensional e tridimensional. No sistema bidimensional, o
foliculo € cultivado diretamente sobre o substrato. Neste caso, mesmo que 0s componentes
individuais permanecam funcionais, a arquitetura folicular pode ser alterada devido a
aderéncia dos foliculos ao substrato (GOMES et al., 1999). J& no sistema tridimensional, o
foliculo é internalizado no substrato, permitindo que a arquitetura tridimensional seja
mantida, preservando a integridade estrutural do tecido e permitindo as interacGes entre 0s
foliculos, que sdo essenciais para desenvolvimento normal (ABIR et al., 2006).

A partir desses sistemas de cultivo atualmente empregados, grande avancos ja foram
obtidos. Os resultados mais satisfatorios foram alcancados em camundongos. Para estes
animais, foi obtido o nascimento de crias saudaveis a partir do cultivo in vitro em dois
passos: inicialmente o cultivo in situ para ativacdo dos foliculos primordiais e em seguida o
cultivo de foliculos isolados (O'BRIEN et al., 2003). Em ruminantes, ja foi possivel a
obtencdo de embrifes a partir do cultivo de foliculos secundarios isolados de bufalas
(GUPTA et al., 2008), caprinos (SARAIVA et al., 2010; MAGALHAES et al., 2011) e
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ovinos (ARUNAKUMARI et al., 2010). No entanto, na espécie bovina, os resultados séo
ainda limitados, chegando apenas até a formacdo de antro (GUTIERREZ et al., 2000;
ITOH et al., 2002; ROSSETTO et al., 2011).

Devido a essa limitacdo, se faz necessario o aperfeicoamento dos sistemas de
cultivo in vitro atualmente empregados. Um dos principais fatores que afetam 0 sucesso
durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais é a composic¢édo do meio de base utlizado.
H& uma variedade de meios utilizados, dentre eles podemos citar o0 Meio Essencial Minimo
- MEM (MATOS et al., 2007), Waymouth (EPPIG & O’BRIEN, 1996; MURUVI et al.,
2005) e McCoy’s (TELFER et al., 2008). O meio de cultivo de base utilizado para o
crescimento in vitro de foliculos pré-antrais comumente é suplementado com diferentes
fatores e substancias, porém a eficicia desses fatores adicionais na manutencdo do
crescimento e da sobrevivéncia folicular depende da epécie estudada, do préprio sistema de
cultivo, da concentracdo desses fatores e da duracgao do cultivo.

FIGUEIREDO et al., (1994) descreveram que a sobrevivéncia dos foliculos pre-
antrais bovinos in vitro foi reduzida na auséncia de hipoxantina e substratos energéticos,
tais como piruvato e glutamina. JEWGENOW et al., (1998) também mostraram que a
adicdo de piruvato, glutamina e hipoxantina ao meio de cultivo (MEM) é essencial para o
crescimento de foliculos pré-antrais felinos in vitro. Nesse sentido, uma grande quantidade
de fatores de crescimento ainda pode ser inserida ao meio de cultivo, visando a obtencéo de
resultados ainda mais satisfatorios. Dentre essas substancias, podemos citar a Proteina
Morfogenética Ossea 15 (BMP-15), que é um fator de crescimento derivado do odcito e o
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) que consiste em uma gonadotrofina hipofisaria.

2.7. Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15)

A Proteina Morfogenética Ossea -15 (BMP-15) é pertencente a Superfamilia de
Fatores de Crescimento Transformante Beta (TGF- (). Os membros dessa superfamilia
possuem entre si semelhancas estruturais, pois possuem sete cisteinas conservadas, as quais
estdo envolvidas no dobramento da molécula em uma Unica estrutura tridimensional

chamada um né de cistina (VITT et al., 2001). Alguns integrantes dessa familia, como é o
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caso da BMP-15 possui uma substituicdo de uma serina por uma cisteina, normalmente
envolvidas na formagdo de pontes dissulfeto intermolecular. Os ligantes da familia TGF-f
sdo traduzidos inicialmente como pré-pré-peptideos precursores de um peptideo-sinal
amino terminal seguido de um prodominio e um dominio maduro (MASSAGUE, 1998).

A BMP-15 é um fator derivado do o6cito e é responsével por promover a
proliferacdo das células da granulosa e estimular o desenvolvimento de foliculos primarios
em roedores, sendo considerado, portanto, um importante regulador da mitose das células
da granulosa e do desenvolvimento folicular inicial (OTSUKA et al., 2000; NILSSON &
SKINNER, 2002; FORTUNE, 2003). Além disso, outros processos relacionados com o
desenvolvimento folicular, incluindo recrutamento do foliculo primordial, proliferacdo das
células da teca, atresia e esteroidogénese tambem sdo modulados pela BMP-15 (WU et al.,
2007). O gene BMP-15 esta localizado no cromossomo X, e ratas com delecdo do gene
para BMP-15 apresentam disfungdes nas células do cumulus (YAN et al., 2001).

Os membros da familia TGF-p interagem com dois receptores transmembranares
serina/treonina quinase, do tipo | e tipo Il. Logo, para modular suas acdes, a BMP-15 ira
ligar-se primeiramente ao seu receptor do tipo Il, e posteriormente recrutar o receptor BMP
tipo I (1A ou IB) (SHIMASAKI et al., 2004). Uma vez formado este complexo, as proteinas
reguladoras (SMADs) sdo entdo estimuladas e transportadas do citoplasma para o nucleo,
onde podem funcionar como reguladores transcricionais (WOTTON & MASSAGUE,
2001) (Figura 2). Foi verificado que a BMP-15 poderia se ligar aos varios receptores de
células da granulosa como BMPR-II, receptor de ativina tipo 1, ALK-2 e ALK-6. Desses
receptores, ALK-6 é o mais eficiente na ligacdo a BMP-15 e BMPR-II é mais eficaz na
bioatividade de BMP-15 (WU et al., 2007).
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Figura 2. Via de sinalizacéo celular, seus receptores do tipo | e Il (BMPR-IB e BMPR-1I) e
seus mensageiros intracelulares (SMADs -1, 5, 8 e 4).

Os RNAs mensageiros para BMP-15, BMPR-IA, BMPR-IB e BMPR-II j& foram
detectados em foliculos primordiais, primarios, secundarios, bem como no odcito e células
da granulosa de foliculos antrais caprinos (SILVA et al., 2004a). A BMP-15 também foi
localizada exclusivamente em odcitos de foliculos bovinos a partir do estagio primordial
(JUENGEL et al., 2004), enquanto que em roedores, ovinos e em humanos, a BMP-15 foi
detectada principalmente em odcito de foliculos primarios avancados, estimulando o
crescimento folicular (JUENGEL & McNATTY, 2005). A BMP-15 pode promover a
sobrevivéncia folicular através da manutencdo de proliferacdo de células da granulosa e
prevencdo da luteinizagdo precoce e/ou atresia (KNIGHT & GLISTER, 2006). Esse fator
de crescimento tém se mostrado essencial para formacéo de foliculos secundarios, uma vez
gue animais deficientes para essa proteina tiveram o seu desenvolvimento folicular
interrompido (McCNATTY et al., 2007).
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Um estudo recente mostrou que em caprinos, a adicdo de BMP-15 ao meio de
cultivo de foliculos primordiais, resultou no aumento no diametro folicular e no aumento do
percentual de foliculos secundarios, promovendo assim o crescimento. Neste mesmo estudo
foi mostrado ainda que o RNAm para a BMP-15 esta presente em todas as categorias
foliculares analisadas e que esta proteina estimula a manutencdo da integridade folicular
(CELESTINO et al., 2011). Além disso, foi demonstrado, em estudos in vitro, que a BMP-
15 desempenha também um papel fundamental na regulacdo das funcbes ovarianas através
dos processos de mitose, proliferacdo, apoptose, metabolismo e expansdo através de
sinalizacdo mitogénica e transducdo (QIAO & FENG, 2010), mostrando que em todas as
fases do desenvolvimento folicular a agdo da BMP-15 tem um papel relevante.

A BMP-15 ¢ considerada um fator chave obrigatdrio para a fertilidade feminina de
diferentes espécies de mamiferos e ja foi demonstrado que a delecdo do gene BMP-15
induz a ocorréncia de patologias diretamente relacionadas a atividade reprodutiva, tais
como sindrome dos ovérios policisticos (PCOS) e falha ovariana prematura (FOP). A
BMP-15 recombinante humana tem um grande potencial nas tecnologias de reproducéo
assistida para o tratamento da infertilidade (LI et al., 2009).

Galloway et al., (2000) demonstraram que mutacdes homozigéticas no gene para
BMP-15 ocasionam um aumento da infertilidade em ovelhas (Hanna e Inverdale) devido a
um bloqueio na foliculogénese, a partir do estagio primario. Quando esta mutacao se da em
heterozigotos, ocorre uma maturacdo folicular precoce, levando a aumento da taxa de
ovulacdo. Posteriormente, este mesmo fendétipo foi confirmado em um estudo posterior com
animais da mesma espécie demonstrando que a BMP-15 esta diretamente relacionada a
regulacdo do desenvolvimento folicular e controle da taxa de ovulacdo em ovelhas
(HANRAHAN et al., 2004; McNATTY et al., 2005).

2.8. Horménio Foliculo Estimulante (FSH)

O Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH) € um heterodimero formado pela
associacdo ndo-covalente de duas subunidades, o e P, que por sua vez, Sd0 sintetizadas e

secretadas pelas células gonadotroficas na hipofise anterior (BROWN & McNEILLY,
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1999). A formacédo deste dimero, com a estruturacdo quaternaria da proteina, é essencial
para ligacdo do FSH ao receptor e para a atividade biolégica de FSH (MEDEIROS et al.,
2011).

O controle da liberagdo do FSH é realizado por mecanismos de feedback
envolvendo a inibina e estrdgenos, os quais atuam diretamente na hipofise anterior
(ROCHE, 1996). A atuacdo desta gonadotrofina ocorre ap6s sua ligagdo a receptores
especificos de superficie celular presente nas células alvo, que sdo exclusivamente as
células da granulosa. Em bovinos, j& foram detectados receptores de FSH (R-FSH) em
foliculos primérios e secundarios (bovinos: WANDJI et al., 1996) e, recentemente, estes
receptores também foram detectados nestas mesmas categorias foliculares na espécie
caprina (SARAIVA et al., 2010). O papel das gonadotrofinas no controle na foliculogénese
inical é controverso, pois embora foliculos apartir da categoria de primarios (MEDURI et
al., 2002; SARAIVA et al., 2010) possuam receptores para FSH, o desenvolvimento dos
foliculos pré-antrais até a formagdo do antro ocorre na auséncia ou em niveis muito baixos
deste hormonio (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Por outro lado, estudos in vitro demonstraram que a adi¢cdo de FSH ao meio pode
contribuir para o crescimento folicular durante o cultivo de foliculos secundarios, fase que
corresponde a fase responsiva ao FSH (CORTVRINDT et al., 1998; WANDJI et al., 1996;
FORTUNE et al., 2004; MATOS et al., 2007; SARAIVA et al., 2010). Em bovinos, o FSH
estimulou o aumento do diametro, a sobrevivéncia folicular e a secrecdo de progesterona e
estradiol em foliculos priméarios e secundarios isolados (WANDJI et al., 1996). Nesta
mesma espécie, foliculos secundarios isolados mecanicamente foram cultivados em meio
de cultivo suplementado com FSH resultando em crescimento destes foliculos até o estagio
antral (GUTIERREZ et al., 2000).

Recentemente, 0 uso do Horménio Foliculo Estimulante em concentracdes
crescentes promoveu o desenvolvimento folicular in vitro em caprinos. A utilizacdo do
FSH sequencial resultou em melhores taxas de formacdo de antro, sendo de grande
importanica para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, principalmente devido as
necessidades crescentes de FSH, de acordo com a fase do desenvolvimento (SARAIVA et
al., 2011).
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2.9. Técnicas para analise folicular durante o cultivo in vitro

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para andlise folicular durante o cultivo in
vitro. Com o0 auxilio dessas técnicas, pode-se analisar a ativacdo, 0 crescimento e a
viabilidade folicular ao longo do periodo de cultivo. Em geral, os estudos realizados com
cultivo utilizam as técnicas em conjunto, a fim de se obter uma maior precisdo sobre a
qualidade folicular (MATOS et al., 2007). Dentre elas podemos destacar a Microscopia de
Fluorescéncia, técnicas de Biologia Molecular e a Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET).

A microscopia de fluorescéncia é uma técnica que se utiliza de marcadores
fluorescentes, que quando excitados com radiacdo de baixo comprimento de onda,
absorvem energia e emitem luz de comprimento de onda maior (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2005). Diversos estudos vém utilizando-se desta técnica com o intuito de
avaliar a viabilidade dos foliculos pré-antrais ap6s o cultivo in vitro (CELESTINO et al.,
2011). A viabilidade folicular é entdo avaliada com o uso dos marcadores fluorescentes,
como a calceina-AM e o etidio homodimero-1. A calceina-AM ira detectar a atividade da
enzima esterase intracelular, a qual é caracteristica de células viaveis, enquanto que o etidio
homodimero-1, ¢ um marcador que se liga a &cidos nucléicos de células ndo-viaveis, que
apresentam ruptura na membrana plasmatica (LOPES et al., 2009).

A Microscopia Eletronica de Transmissdo é uma técnica capaz de detectar danos as
membranas celulares e organelas que ndo sdo visiveis ao nivel da microscopia de luz. E
considerada uma ferramenta importante para discernir a qualidade do foliculo e do odcito
(LUCCI et al., 2001). Pelo fato de permitir a definicdo de imagens intracelulares, e estudos
da morfologia celular, como aspectos gerais das organelas, o0 emprego da MET vem sendo
bastante difundido (GALLETI, 2003), especialmente no que se refere ao crescimento
folicular, bem como atresia, e as alteracfes ultra-estruturais acarretadas por estes processos.

Por ultimo,dentre as técnicas de Biologia Molecular, destaca-se a PCR em tempo
real (QRT-PCR), que vem sendo utilizada com sucesso para avaliar a expressao de um gene
por meio da quantificacdo dos niveis de RNAmM em um determinado tipo de célula. Essa

analise tem importancia fundamental para analisar a expressao de genes especificos antes e
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apos o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. Desta forma, a quantificacdo dos niveis de
RNA mensageiro para os receptores de BMP-15 e para o receptor de FSH € essencial para a

compreensdo da fisiologia ovariana.
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3. PROBLEMA E HIPOTESES

Apesar de ser conhecido o papel da BMP-15 bem como do FSH no
desenvolvimento folicular, ainda ndo se sabe se a associacdo destas duas substancias tem
uma influéncia no desenvolvimento folicular e expressdo de RNAm para receptores de
BMP e de FSH em foliculos pré-antrais bovinos. Além disso, levantou-se os seguintes
questionamentos: sera que a utilizacdo da BMP-15 nos primeiros seis dias de cultivo
retarda a diferenciacdo celular e favorece a multiplicacdo das células da granulosa? Sera
que a utilizacdo do FSH somente nos ultimos seis dias de cultivo favorece o crescimento e a
viabilidade folicular?

Diante do exposto, formularam-se as seguintes hipdteses cientificas: (1) A BMP-15
e 0 FSH, sozinhos ou associacdo,influenciam positivamente o crescimento in vitro de
foliculos pré-antrais bovinos durante 12 dias de cultivo e controla a expressdo de RNAm
para receptores de BMP e de FSH; (2) A adicdo de FSH ao meio de cultivo favorece o
desenvolvimento folicular; (3) A BMP-15 adicionada ao cultivo favorece a proliferacdo das
células da granulosa e subsequente crescimento e diferenciacdo dos foliculos bovinos

cultivados in vitro.
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4. JUSTIFICATIVA

Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor de carne bovina do mundo, com
um rebanho de aproximadamente 190 milhdes de animais. Aliado a isso, o Brasil aparece
como o sexto maior produtor de leite bovino do mundo, produzindo mais de 27 bilhdes de
litros/ano. Em 2005, a demanda mundial de carne bovina foi de 50,13 milhdes de toneladas,
e segundo estimativas da Fapri — Food and Agricultural Policy Research Institute, deve
haver um aumento do consumo per capita de carne, leite e derivados nos proximos anos.
Isso representa uma crescente demanda pela producdo de bovinos de alta qualidade
genética.

Levando-se em consideracdo que ao nascimento, o ovario das vacas possui
aproximadamente 300.000 odcitos inclusos em foliculos pré-antrais, e que uma pequena
parte desses odcitos, apenas 0,1%, irdo se desenvolver até atingir a ovulacdo, pode-se
vislumbrar o melhoramento do potencial reprodutivo de fémeas geneticamente superiores
através da producdo de milhares de embrides a partir de um unico par de ovarios. Nesse
sentido, diversas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito principal de elucidar os
mecanismos envolvidos na foliculogénese pré-antral em diferentes espécies, e
consequentemente aumentar o potencial reprodutivo de fémeas. Para isto, torna-se
necessario compreender os mecanismos que regulam a dindmica folicular e desenvolver
sistemas de cultivo in vitro que possibilitem o crescimento de milhares de foliculos pré-
antrais até estarem aptos a maturacdo in vitro. Apesar da enorme quantidade de
informagdes produzidas durante as duas Ultimas décadas, o entendimento completo dos
mecanismos controladores do desenvolvimento folicular ainda nao foi alcancado. Engquanto
em roedores crias saudaveis ja foram obtidas a partir do cultivo in vitro de foliculos
primordiais (O’BRIEN et al., 2003), e em bufalos (GUPTA et al., 2008), ovinos
(ARUNAKUMARI et al., 2010) e caprinos (SARAIVA et al., 2010) j& foram obtidos
embrides a partir de odcitos provenientes de foliculos secundarios, em bovinos, os
resultados sdo limitados apenas a formacao de antro (McLAUGHLIN et al., 2010).

Até o momento sabe-se que o crescimento e desenvolvimento folicular é

orquestrado por hormonios e fatores de crescimento que irdo agir de forma autdcrina ou
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parécrina na regulagdo deste crescimento. Além do FSH influenciar todos os estagios de
desenvolvimento folicular, regula a agéo de diferentes fatores de crescimento, tais como a
Proteina Morfogenética Ossea 15. A BMP-15 por sua vez, possui um relevante papel no
desenvolvimento folicular, regulando processos que vao desde a ativacdo até a fase de
maturacdo do oocito (OTSUKA et al., 2000; KNIGHT & GLISTER, 2006). Sabendo da
importancia da acdo destas substancias, espera-se que utilizacdo de ambas em um sistema
de cultivo possa trazer resultados significativos no desenvolvimento de foliculos bovinos.
Além disso, analises da expressdo dos receptores de BMP-15 e de FSH podem contribuir
para uma melhor compreeensdo do papel da BMP-15 e do FSH na regulacdo do

desenvolvimento folicular.
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5. OBJETIVOS

5.1. Gerais

Avaliar o efeito da BMP-15 e do FSH sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos

bovinos;

Avaliar o efeito da BMP-15 e do FSH sobre a expressdo dos RNAs mensageiros para
os receptores de BMP-15 e de FSH ap0s cultivo de foliculos secundarios bovinos
em meio contendo FSH e BMP-15.

5.2. Especificos

Verificar a influéncia da BMP-15 e FSH,sozinhos ou em diferentes combinacdes
sobre o crescimento de foliculos secundarios bovinos bem como sobre a formacgéo

de antro;

Analisar, por microscopia de fluorescéncia, a viabilidade dos foliculos pré-antrais
bovinos cultivados in vitro durante um periodo de 12 dias na presenca de BMP-15,

FSH ou associacdo de ambos;

Analisar a ultra-estrutura de foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro por 12

dias na presenca de BMP-15 sozinha ou associada ao FSH;

Comparar os niveis de RNAs mensageiros para os receptores de BMP-15 e receptor
de FSH em foliculos secundarios bovinos crescidos in vitro.
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Abstract

This study aims to evaluate the effect of BMP-15 and FSH, alone or in different
combinations on the in vitro development of bovine secondary follicles. Furthermore, this
study aimed to assess the levels of mMRNA for BMP-15 receptors (BMPR-1B and BMPR-11)
and FSH-R in follicles grown in vitro, by real time PCR. For in vitro culture, secondary
follicles were microdissected and cultured for 12 days in o-MEM® (TI) alone, or
supplemented with BMP-15 (T2) and/or FSH (T3) alone or in two associations (BMP-
15+FSH from DO to D12 (T4) and BMP-15 from DO to D6 and FSH from D7 to D12 (T5).
During the culture, follicular diameter, viability and rate of antrum formation and
ultrastructural were evaluated. At the end of the culture period, the use of BMP+FSH (0-12)
stimulated a significant increase in follicular diameter in relation to other treatments (p<0.05).
Follicles cultured for 12 days in this same treatment had a antrum formation percentage
significantly superior to control (a-MEM®) and BMP-15 alone (p<0.05), however,
significantly reduced follicular viability when compared to other treatments (p<0.05) and
cause ultrastructural damage to the follicles. The results also showed that the levels of mMRNA
for BMPR-IB were significantly higher in follicles cultured with a-MEM" when compared to

other treatments. The highest levels of mRNA for FSH receptor were detected in follicles
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cultured with BMP-15 alone. In conclusion, this study demonstrated that combination of
BMP-15+FSH (D0-D12) accelerates the growth of bovine preantral follicles cultured for 12
days, but this effect reduces the follicular viability, affecting the ultrastructural integrity of the
follicles. Furthermore, the addition of BMP alone increased expression levels of RNAm for
FSHR after 12 days of culture.

Keywords: culture, preantral follicles, BMPR-IB, BMPR-II, FSHR

Introduction

Culture of preantral follicles has been developed nearly two decades ago with the aim
of improving the use of reproductive potential of genetically superior females. However, birth
of healthy offspring after culture of primordial follicles was obtained only in mice (O'BRIEN
et al, 2003). In farm animals, such as ruminants, the results are limited to production of a very
low number of embryos in caprine (SARAIVA et al., 2011), ovine (ARUNAKUMARI et al.,
2010) and bubaline (GUPTA et al., 2008) species. In cattle, only the antral cavity formation
(ITOH et al., 2002) has been observed after preantral follicle culture. It is essential therefore,
to better understand how culture conditions impact on the maintenance of appropriate growth
during follicle development. The preantral phase of follicle development is typified by mRNA
synthesis and continued proliferation of granulosa and theca cells, increased vasculature and
oocyte growth. In addition, important follicular preantral events include the action of FSH
(SARAIVA et al., 2010), BMP and its receptors (SILVA et al., 2006; CELESTINO et al.,
2011).

BMP-15 is a protein that belongs to the superfamily of transforming growth factor
beta (TGF-B), whose action is directly related to cell proliferation and differentiation
granulosa cells (OTSUKA et al., 2000). The BMP-15 gene is located on the X chromosome
and in ewes, mutations in the BMP15 gene causes infertility (GALLOWAY et al., 2000). In
addition, BMP-15 promotes proliferation of granulosa cells and is regarded as an important
regulator of mitosis of granulosa cells and follicular development stages (OTSUKA et al.,
2000, NILSSON & SKINNER, 2002; FORTUNE, 2003). In vitro studies have demonstrated
that BMP-15 plays a key role in promoting follicular growth since the primary stage
(KNIGHT & GLISTER, 2003). In goats,the addition of BMP-15 (100 ng/mL) to the culture

medium maintained the integrity and promoted the growth of primordial follicles cultured for
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seven days (CELESTINO et al., 2011). In antral follicles, studies have demonstrated that
BMP-15 is a potent inhibitor of premature luteinization, thus contributing to the normal
growth of the oocyte (SHIMASAKI et al, 2004). Furthermore, transgenic mice with high
levels of BMP-15 expression showed a fast follicular growth with a decrease in the primary
follicles and an increase in the secondary follicles (McMAHON et al., 2008). Moreover, rats
with this gene deleted showed dysfunctions in cumulus cells, showing that this protein plays
an important role in the final stage of follicular development (YAN et al., 2001).

The BMP-15 may also act together with the Follicle Stimulating Hormone (FSH) in
the regulation of follicular development, since the correct concentration of FSH is crucial for
appropriate modulation of KL and BMP-15 to promote oocyte growth (THOMAS et al.,
2005). FSH is a gonadotropin which acts directly or indirectly to promote the follicular
development in vivo and in vitro. The presence of receptors for FSH is already evident in
follicles from the primary stage (MEDURI et al., 2000), having an effect on follicular
development in early folliculogenesis through the release of paracrine factors produced by
larger follicles or ovarian stromal cells (VAN DEN HURK AND ZHAO, 2005). Different
studies have shown that FSH and BMP-15 have an important role in the development of
follicles cultured in vitro. However, there is no data on the action of the association of BMP-
15 and FSH in bovine follicles cultured in vitro. Given the known role this substances at
different stages of folliculogenesis, the addition of BMP-15 or FSH at different times may
help to elucidate at what stage of follicular development is more evident its action, thus
contributing to greater efficiency in growth in vitro of bovine preantral follicles.

It is hypothesized that a short-term culture (12 days) of secondary follicles in the
presence of FSH and BMP-15 in different concentrations and times of this addition would be
important for growth and development of bovine follicles. Thus, the objective of this study
was evaluate the effect of BMP-15 and FSH, alone or in different associations on growth and
viability in cultured bovine follicles, and to investigate the expression of BMP-15 receptors
(BMPR-1B and BMPR-11) and FSH receptor (FSH-R) in bovine follicles cultured in vitro for
12 days.
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Materials and methods
Chemicals

Unless indicated otherwise, culture media and other chemicals used in the present

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

Source of ovaries

Ovaries (n = 40) of adult cows (Bos taurus) were collected at a local abattoir
immediately after slaughter. After collection, the ovaries were washed once in 70% alcohol
for about 10 s, twice in 0.9% saline solution, and following transfer to Minimum Essential
Medium Alpha (a-MEM™) supplemented with 100 pg/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin, and then transported to the laboratory at room temperature for up to 1h.

Follicle isolation

The ovaries were carefully dissected and placed immediately in a-MEM®. Briefly,
ovarian cortical slices (1-2 mm thick) were cut from the ovarian surface and preantral
follicles > 0.20 mm in diameter were visualised under the stereomicroscope and manually
isolated using 26-gauge needles attached to a syringe. After isolation, follicles were
transferred to 100 pL drops containing fresh medium at room temperature for evaluation.
Follicles with a visible oocyte, surrounded by granulosa cells, an intact basement membrane

and no antral cavity were selected for culture.

In vitro culture of secondary follicles

After selection, follicles were individually cultured in 100 pL drops of culture medium
in petri dishes (60 x 15 mm; Corning, Lowell, MA, USA) under mineral oil for 12 days at
39°C and 5% CO in air. The basic culture medium consisted of a-MEM* (pH 7.2 - 7.4)
supplemented with 3 mg/mL bovine serum albumin (BSA), ITS (10 pg/mL insulin, 5.5
pg/mL transferrin and 5 ng/mL selenium), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine and 50
pg/mL ascorbic acid. Follicles were ramdonly distributed in five treatments following:
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T1: a-MEM" (cultured control)

T2:  BMP-15 (D0 — D12: 50 ng/mL)

T3: rFSH sequential (DO — D6: 50 ng/mL and D7 — D12: 100 ng/mL)
T4: BMP-15 + rFSH sequential (DO — D12)

T5: BMP-15 (DO — D6: 50 ng/mL) + rFSH (D7 — D12: 100 ng/mL)

Every other day, 60 uL of the culture media were replaced with fresh medium, except
at days 6 and 12, in which total medium replenishment was performed because of the
different treatments tested. Follicles were classified according to morphological
characteristics, and those showing morphological signs of degeneration such as darkness of
oocytes and surrounding cumulus cells or those with deformed oocytes were classified as
degenerated. Oocyte and follicular diameter were measured only in healthy follicles at x and y
dimensions by using an ocular micrometer inserted into a stereomicroscope (SMZ 645
Nikon, Tokyo, Japan) using the software Motic Images Plus 2.0 ML every six days of culture
(at days 0, 6 and 12 of culture). Antral cavity formation was defined as a visible translucent
cavity within the granulosa cell layers. The culture was replicated 5 times, and at least 35
follicles were used in each treatment.

At the end of the 12-day culture period, in each treatment three groups of 7 healthy
follicles (n = 21) were then collected and stored at -80 "C for analysis of MRNA expression by
PCR, while the remaining follicles were to evaluated viability (n = 7) and ultrastructural
integrity (n = 7).

Assessment of follicular viability by fluorescence microscopy

For a more precise evaluation of follicular quality after 12 days of culture, the follicles
were further analyzed using fluorescent probes. At the end of culture, follicles were incubated
in 100 pL droplets of MEM containing 4 uM calcein-AM and 2 pM ethidium homodimer-1
(Molecular Probes; Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C for 15 min. Afterwards, follicles
were washed three times in MEM and examined under a DM LB fluorescence microscope

(Leica, Wetzlar, Germany). The emitted fluorescent signals of calcein-AM and ethidium
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homodimer-1 were collected at 488 and 568 nm, respectively. Oocytes and granulosa cells
were considered to be alive if the cytoplasm was labelled positively with calcein-AM (green)

and if chromatin was not labelled with ethidium homodimer-1 (red).

Ultrastructural analysis of cultured bovine preantral follicles

In order to better examine follicular morphology, transmission electron microscopy
(TEM) was performed to analyze ultrastructure of preantral follicles from in vitro treatments
that provided the best results. Isolated follicles were fixed in Karnovsky solution (4%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer - pH 7.2) for
at least 3 h at room temperature (approximately 25°C). After fixation, cultured follicles were
embedded in drops of 4% low melting agarose, and kept in sodium cacodylate buffer.
Specimens were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM
calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate buffer for 1 h at room temperature, washed in
sodium cacodylate buffer and counterstained with 5% uranyl acetate. The samples were then
dehydrated through a gradient of acetone solutions and thereafter embedded in epoxy resin
(Epoxy-Embedding Kit, Fluka Chemika-BioChemika). Afterwards, semi-thin sections (2 pm)
were cut, stained with toluidine blue and analyzed by light microscopy at a 400 x
magnification. Ultra-thin sections (70 nm) were obtained from preantral follicles classified as
morphologically normal in semi-thin sections. Subsequently, ultra-thin sections were
counterstained with uranyl acetate and lead citrate, and examined under a Morgani-FEI

transmission electron microscope

Quantification of mMRNA for BMP-15 receptors (BMPR-IB and BMPR-I1) and FSH
receptor (FSH-R) in cultured follicles

Total RNA was extracted using the TRIzol reagent (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil).
The RNA concentration was estimated by reading the absorbance at 260 nm and was checked
for purity at 260/280 ratio nm in a spectrophotometer (Amersham Biosciences, Cambridge,
England). For each sample, the RNA concentrations used to synthesis cDNA were adjusted to
44 ng/mL. Before the reverse transcription reaction, samples of RNA were incubated for 5
min at 70°C and then cooled in ice. The reverse transcription was performed in a total volume

of 20 uL composed of 10 pL of sample RNA, 4 L reverse transcriptase buffer (Invitrogen), 8
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units RNAsin, 150 units of reverse transcriptase Superscript 111, 0.036 U random primers, 10
mM DTT and 0.5 mM of each dNTP (Invitrogen). PCR amplification of the cDNA consisted
of an initial denaturation and polymerase activation for 10 min at 95°C, followed by 50 cycles
of 15 s at 95°C, 30 s at 60°C and 30 s at 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C, all
rection were performed in a real time PCR Mastercycler (Eppendorf, Germany) and finally
stored at -20°C.

The negative control was prepared under the same conditions but without addition of
reverse transcriptase. Quantification of mMRNA for BMP-15 receptors (BMPR-IB and BMPR-
I1) and FSH receptor (FSH-R) was performed in bovine cultured follicles, through the
technique of real-time PCR, performed with the use of SYBR Green. Each reaction in real
time (20 pL) contained 10 pL of SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Warrington,
UK), 7.3 mL of ultra-pure water, 1 uL of cDNA and 0.85uM of each primer, and real-time
PCR was performed in a thermocycler (Master Cycler, Eppendorf, Germany). The
housekeeping gene used to normalize the levels of mMRNA was ubiquitin (UBQ) as
determined in previous studies (REBOUCAS et al., 2011). The levels of mRNA of this
cultured follicles was compared in cultured follicles of a-MEM™ (cultured control). The

primers chosen to carry out amplification of these genes are shown in Table 1.

Statistical analysis

In the analysis of discrete variables, ie, number of morphologically normal follicles
(follicular survival) and the formation of the antrum along the cultivation period, the data
were grouped into "pools™ for each treatment and analyzed by frequency dispersion by Chi-
square, and the results are expressed as a percentage. The results corresponding to the
follicular diameters were subjected to Shapiro-WIik and Bartlett for verification of normal
distribution and homoscedasticity, respectively. Not having been confirmed to perform
requirements analysis of variance, even after data transformation, the diameters were
compared using the nonparametric Kruskal-Wallis test (SAS, 2002). Data of mRNA
expression are given as the mean + standard deviation (SD). ANOVA using General Linear
Model (GLM) procedure of SAS was used to test the effect of BMP-15 and FSH on the
relative expression for BMPR-IB, BMPR-II and FSH-R on fresh control and follicles
submitted to culture for 12 days in o-MEM" alone or cultured with a-MEM" (cultured
control), BMP-15 (DO — D12: 50 ng/mL), rFSH sequential (DO — D6: 50 ng/mL and D7 —



55

D12: 100 ng/mL), BMP-15 + rFSH sequential (DO — D12) or BMP-15 (DO — D6: 50 ng/mL) +
rFSH (D7 — D12: 100 ng/mL). If an effect of treatment were significant, data were further
examined by Tukey test to locate differences among treatments. A probability of p<0.05

indicated that a difference was significant.

Results
Growth and viability of bovine preantral follicles cultured in medium containing FSH,
BMP-15 or association of both

The data of follicle diameters of bovine follicles cultured in medium containing FSH
and BMP-15 are shown in Table 2. After 6 days in vitro, the follicles cultured in medium
supplemented with FSH or BMP-15 alone or associated (BMP+FSH DO - D12) presented a
significant increase in their diameters when compared to control medium (a-MEM) (p<0.05).
Follicles cultured in medium supplemented with FSH and BMP-15 alone and BMP-15+FSH
(DO - D12) or BMP-15 (DO - D6) + FSH (D7 - D12) had a significant increase in their
diameter after 12 days of culture, when compared to control medium (p<0.05). In addition,
the presence of both BMP-15 and FSH from day 0 to 12 significatly increased follicular
diameter when compared to other treatments. With the increase of culture period from 0 to 6
and 12 days, follicles cultured in medium supplemented in all treatments, except MEM, had a
significant and progressive increase in their diameter (p<0.05).

After 12 days, the follicles cultured in medium containing BMP-15+FSH (DO - D12)
had a percentage of antral cavity formation (54.29%, 19/35) significantly higher than those
follicles cultured in o -MEM (18.18%, 6/33) or BMP-15 (27.03%, 10/37) (p <0.05). However,
the percentage of antrum formation in follicles cultured in medium containing FSH (48.65%,
18/37), BMP-15+FSH (D0-D12) [54.29%, 19/35] or BMP -15 (D0-D6) + FSH (D7-D12)
[40.54%, 15/37)] showed no significant differences (p>0.05).

Regarding follicle viability, all treatments were able to maintain the follicular survival
during 12 days of culture similar to day 0, except for the treatment containing BMP-15+FSH
(D0-D12) (p <0.05). Furthermore, the follicles cultured in this treatment presented a
reduction of viability with the increase of culture period of 6 for 12 days (p<0.05) (Table 3).
The viability of morphologically normal follicles was confirmed by staining with calcein-AM
and ethidium homodimer after 12 days of culture, because the follicles presented oocyte and

granulosa cells positive for calcein and did not react with ethidium homodimer (Figure 1).
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Morphologically normal follicles cultured for 12 days in different treatments were
analysed
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