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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da artrite encefalite caprina (CAE) sobre a 

expressão de BMP-15, BMPR-IB e GDF-9 em folículos ovarianos, bem como os efeitos de 

fitohemaglutinina (PHA) e EGF na sobrevivência e ativação de folículos primordiais, e na 

expressão de genes para o sistema de TNF-α no tecido ovariano cultivado caprino. Os níveis 

de BMP-15, BMPR-IB e GDF-9 em folículos primordiais/primários e secundários, bem como 

em CCOs e parede folicular de folículos antrais foram avaliados por PCR em tempo real 

(experimento 1). Para os estudos in vitro, fragmentos de tecido ovariano foram cultivados por 

seis dias em α-MEM sozinho ou suplementado com EGF (100ug), PHA (10μg/mL) ou ambos 

(experimento 2). Antes e depois do cultivo, o tecido ovariano foi processado para análise 

morfológica ou armazenado para avaliar a expressão de RNAm para TNF-α e seus receptores. 

Os resultados mostraram que a expressão de BMP-15 e GDF-9 em folículos 

primordiais/primários de cabras infectadas foram significativamente maiores do que em 

animais saudáveis, mas a expressão de GDF-9 em folículos secundários de cabras infectadas 

foi significativamente menor. Além disso, a expressão de RNAm para BMP-15 na parede 

folicular de folículos antrais de cabras infectadas foi significativamente maior do que em 

cabras saudáveis. Após o cultivo dos fragmentos ovarianos em todos os meios testados, 

observou-se a redução nos percentuais de folículos primordiais, e aumento de folículos em 

desenvolvimento quando comparado ao grupo controle não cultivado. Além disso, houve um 

aumento significativo no diâmetro folicular após cultivo em meio suplementado com EGF. 

Após o cultivo de tecido ovariano de cabras infectadas em meio suplementado com PHA, os 

folículos primordiais apresentavam diâmetros maiores do que os de animais saudáveis. Além 

disso, observou-se um aumento nos níveis de RNAm para TNF-α após cultivo de tecido 

ovariano na presença de ambos EGF e PHA em animais saudáveis, mas este mesmo 

tratamento proporcionou uma redução de RNAm para TNF-α e aumento dos transcritos de 

TNFR-II em animais infectados. Pode-se concluir que a CAE influencia a expressão de 

RNAm para BMP-15 e GDF-9 em folículos ovarianos caprinos e a PHA e o EGF 

diferencialmente regulam a expressão de TNF-α e TNFR-II em tecidos ovarianos.  

 

Palavras-chave: caprinos, ovário, folículos, CAEV, Fitohemaglutinina, TNF. 
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ABSTRACT 

 

This study aims to investigate the effects of caprine arthritis encephalitis (CAE) on the 

expression of BMP-15, BMPR-IB and GDF-9 in ovarian follicles, as well as  the effects of 

phytohemagglutinin (PHA) and EGF on the survival and activation of primordial follicles, 

and on expression of mRNA for TNF-α and its receptors in cultured goat ovarian tissue. The 

levels of BMP-15, BMPR-IB and GDF-9 in primordial/primary and secondary follicles, as 

well as in COCs and follicular walls from antral follicles were evacuated by real-time PCR 

(experiment 1). Ovarian tissues were cultured for six days in α-MEM+ alone or supplemented 

with EGF (100µg/mL), PHA (10µg/mL) or both (experiment 2). Before and after culture, 

ovarian fragments were processed for morphological analysis or stored to evaluate the 

expression of mRNA for TNFα and its receptors. The results showed that the expression of 

BMP-15 and GDF-9 in primordial/primary follicles from infected goats was significantly 

higher than in health animals, but the expression of GDF-9 in secondary follicles from 

infected goats was significantly lower. Additionally, the expression of mRNA for BMP-15 in 

follicular wall of antral follicles from infected goats was significantly higher than in healthy 

goats. After culturing ovarian fragments in all tested media, reduced percentages of 

primordial follicles, and increased of developing follicles was observed when compared to 

uncultured control. Furthermore, there was a significant increase in follicular diameter after 

culture in medium supplemented with EGF. Ovarian tissue from infected goats cultured in 

medium supplemented with PHA had primordial follicles with higher diameters than those 

from healthy animals. An increase in the levels of mRNAs for TNF-α was observed after 

culturing ovarian tissue in presence of both EGF and PHA in healthy animals, but this same 

treatment promoted a reduction of mRNAs for TNF-α and and increase of TNFR-II 

transcripts in infected animals. In conclusion, CAE influences the expression of mRNA for 

BMP-15 and GDF-9 in goat ovarian follicles and PHA and EGF differentially regulate the 

expression of TNFα and TNFR-II in cultured ovarian tissue.  

 

Keywords: goat, ovary, follicles, CAEV, Phytohemmagglutinin, TNF 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A caprinocultura tem um importante papel na economia brasileira, especialmente na 

região semi-árida da Região Nordeste do Brasil visto que esta região detém cerca de 90% de 

todo o rebanho caprino nacional. Neste contexto, destaca-se o estado do Ceará com 11% do 

rebanho (IBGE, 2010). Os caprinos são considerados economicamente atrativos por serem 

importantes fontes de carne, leite e pele (DUBEUF et al., 2004).Visando aumentar a 

eficiência da caprinocultura, várias pesquisas com ênfase nas biotécnicas de reprodução 

assistida têm sido realizadas com o intuito de aumentar o potencial reprodutivo e a 

produtividade dos rebanhos. No entanto, algumas patologias podem interferir de forma direta 

ou indireta no aspecto reprodutivo dos caprinos causando uma perda significativa. Dentre 

estas enfermidades que afetam esta espécie está a artrite encefalite caprina (CAE), que é 

causada por um vírus do gênero Lentivirus, da família Retroviridae (HAASE, 1986), 

subfamília Lentiviridae. Esse vírus pode provocar artrite crônica progressiva, mastite, 

pneumonia em animais adultos e leucoencefalomielite em animais jovens (CORK et al., 

1974). Um dos métodos de controle da CAE é a separação e sacrifício de animais 

soropositivos (OIE, 1996), levando assim a perdas de animais com alto valor genético. Uma 

alternativa para o resgate e preservação desse material genético importante seria o uso de 

biotécnicas reprodutivas (ANDRIOLI; GOUVEIA; PINHEIRO, 2003). 

Segundo relatos de ANDRIOLI-PINHEIRO et al. (1996) há uma expressiva resposta 

superovulatória em cabras soropositivas para o vírus da CAE, tendo assim a possibilidade de 

uma maior taxa de recuperação oocitária e embrionária (RICARTE, 2009). Estudos em ovinos 

já demonstraram que alterações na expressão do fator de crescimento e diferenciação 9 (GDF-

9), da proteína morfogenética óssea 15 (BMP-15) e o seu receptor de BMP do tipo IB 

aumentam as taxas de ovulação (HOLANDA et al.,2006). Desta forma, é possível que a 

presença do CAEV nas células da granulosa de folículos caprinos, conforme demonstrado por 

ALI AL AHMAD et al. (2005), influencie positivamente as taxas de ovulação nesta espécie. 

Considerando-se que o ovário mamífero contém milhares de oócitos inclusos em 

folículos pré-antrais,a obtenção de oócitos a partir de folículos pré-antrais é uma alternativa 

para a utilização do potenical oocitário de animais positivos para a CAE e de elevado 

potencial econômico. Já é bem conhecido que os folículos pré-antrais representam fonte 

potencial de oócitos fertilizáveis, mas poucos conseguem desenvolver-se até o estágio de 

folículo pré-ovulatório, visto que a grande maioria sofrerá atresia (MARKSTRÖM et al., 

2002). Assim, o desenvolvimento de condições de cultivo in vitro é indispensável para a 
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utilização destes oócitos em programas de fertilização in vitro (FIGUEIREDO et al., 2008). A 

ativação dos folículos primordiais quiescentes resulta no crescimento do oócito e transição de 

folículos primordiais para os estágios posteriores (HILLIER, 2009). A comunicação parácrina 

que ocorre entre as células somáticas circundantes e o oócito é responsável pela ativação 

folicular. Além disso, alguns estudos têm indicado que a adição de lectinas mitogênicas de 

origem vegetal ao cultivo in vitro de oócitos induziu a retomada da meiose, indicando uma 

possível ação dessas moléculas durante a foliculogênese (CYERT e KIRSCHNER, 1988; 

KISHIMOTO, 1988). Desta forma, a avaliação do efeito da lectina fitohemaglutinina (PHA) 

durante a ativação e crescimento folicular em animais infectados por CAEV torna-se 

relevante para uma melhor compreensão dos diversos efeitos desta patologia na reprodução 

animal. 

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

abordará aspectos relacionados à ativação, desenvolvimento e atresia folicular, com ênfase na 

utilização da lectina PHA no cultivo in vitro de folículos ovarianos pré-antrais de animais 

afetados por CAEV. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A artrite encefalite caprina (CAE) 

 

A CAE é uma doença viral, sendo que o vírus responsável por esta enfermidade 

pertence à família Retroviridae e ao gênero Lentivirus (CRAWFORD; ADAMS e 

CHEEVERS, 1980; ADAMS et al., 1980). Os vírus deste grupo são caracterizados por 

produzirem doenças degenerativas, crônicas e progressivas, com longo período de incubação 

(SIGURDSSON, 1954). A CAE manifesta-se, clinicamente, em alterações no sistema nervoso 

central (SNC), articulações, pulmão e glândula mamária (AL-ANI e VESTWEBER, 1984; 

HAASE, 1986). Geralmente os animais adultos são acometidos por uma severa artrite e 

leucoencefalomielite em animais mais jovens (CORK et al., 1974). As cabras naturalmente 

infectadas com o vírus CAE expressam o DNA proviral em diversos tecidos do seu trato 

genital, tais como útero, ovidutos, além da glândula mamária. A presença dos lentivírus nestes 

tecidos pode contribuir para a transmissão vertical da enfermidade (FIENI et al., 2002). 

Entretanto, muitos animais infectados não desenvolvem sinais clínicos, mas permanecem 

portadores do vírus por toda vida (CUTLIP; SACKS e WEAVER, 1992). 

A principal forma de transmissão do vírus é pela via digestiva através da ingestão de 

colostro e leite de animais infectados (MSELLI-LAKHAL et al., 1999). A transmissão 

também pode ocorrer pelo contato direto prolongado e através de outras fontes de 

contaminação como sangue, fezes, saliva e secreções urogenitais (ROWE et al., 1992). Em 

caprinos, já foi detectada a presença do DNA pró-viral do CAEV no sêmen (ANDRIOLI et al, 

1999; TRAVASSOS et al., 1999; ALI AL AHMAD et al., 2008a), e em células do cumulus 

de oócitos (ALI AL AHMAD et al., 2005). Estudos realizados com tecidos do aparelho 

reprodutor de fêmeas demonstraram que as células da granulosa e células epiteliais de oviduto 

podem replicar o CAEV in vitro (LAMARA et al., 2001). Andrioli et al. (2002) obtiveram 

crias negativas de cabras infectadas pelo CAEV através da transferência de embriões (TE). 

Em pesquisa recente foi observada a presença do DNA pró-viral do CAEV na zona pelúcida 

de oócitos de fêmeas positivas ao vírus, mas ainda não é conhecido se o material genético 

desses animais pode ser utilizado com segurança nas biotécnicas de fecundação in vitro. 

(CAVALCANTE et al., 2013). A disseminação do vírus tem sido bastante preocupante por 

diversos fatores, como à ocorrência de animais portadores do vírus sendo assintomáticos, 

além de dificuldades como a lenta produção de anticorpos, indisponibilidade de vacinas e 

http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/busca?b=ad&biblioteca=vazio&busca=autoria:%22SACKS,%20J.M.%22
http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/busca?b=ad&biblioteca=vazio&busca=autoria:%22WEAVER,%20A.L.%22
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ampla disseminação do vírus, especialmente pela comercialização de animais sem exames 

prévios, principalmente em rebanhos leiteiros (JOAG, 1996). 

Um dos métodos de prevenção da CAE é a separação e sacrifício de animais 

soropositivos, levando assim a perdas de animais com alto valor genético. Neste contexto, o 

uso de biotécnicas reprodutivas surge como uma alternativa para o resgate e utilização do 

material genético desses animais. Por este motivo, é que se faz necessária à realização de 

pesquisas para se avaliar a susceptibilidade dos gametas e embriões e ainda os parâmetros 

reprodutivos de fêmeas caprinas acometidas com o CAEV. 

Para que ocorra a transmissão de um patógeno através do embrião é necessário que 

ele esteja presente no interior do oócito, aderido à zona pelúcida (ZP), ou que esteja presente 

nos fluidos no qual os embriões são recolhidos, manipulados, criopreservados ou transferidos 

(SINGH, 1987; WRATHALL, 1995). ALI AL AHMAD et al. (2005), verificaram a presença 

do DNA proviral do CAEV em células da granulosa, mas não no oócito de folículos antrais de 

cabras infectadas naturalmente. Recentemente, em cabras portadora do vírus da artrite 

encefalite caprina, SILVA (2006) observou pela técnica de PCR a presença deste vírus nos 

folículos pré-antrais, porém, ainda não se sabe se o vírus estava presente no oócito ou nas 

células da granulosa, as quais já demonstraram ser permissivas a este vírus in vitro 

(LAMARA et al., 2001). Folículos ovarianos de cabras infectadas com o vírus da CAE 

observados através de análise ultraestrutural foram detectados normais com as mesmas 

características de folículos de cabras sadias como observados por LUCCI et al. (2001), 

SILVA et al. (2002) e RICARTE (2005). 

 

2.2 O ovário mamífero  

 

As espécies mamíferas possuem o ovário como um órgão componente do sistema 

reprodutor feminino com duas funções principais: endócrina, responsável pela síntese e 

secreção de hormônios esteróides e diversos peptídeos essenciais para o desenvolvimento 

folicular, ciclo estral ou menstrual, bem como pela manutenção do trato reprodutivo 

(HIRSHFIELD, 1991). A segunda função é a gametogênica, que resulta na produção e 

liberação de oócitos fertilizáveis (SAUMANDE, 1991; BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 

2006).  

O ovário mamífero é subdividido em duas regiões, que podem ser classificadas como 

medular e cortical. A região medular é composta por tecido conjuntivo, nervos, artérias, veias 

e confere sustentação e nutrição ao ovário, estando localizada na maioria das espécies na 
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porção interna do ovário. Já na região do córtex estão localizadas as células germinativas 

(oócitos) e células somáticas (células da granulosa - CG, da teca - CT e do estroma) (McGEE; 

& HSUEH, 2000). Quando ocorre a ovulação, que é a expulsão do oócito maduro pelo 

folículo, forma-se uma estrutura na região cortical chamada de corpo lúteo (RICHARDS; 

PANGAS, 2010). Todas essas células e estruturas proporcionam um ambiente ideal para que 

ocorra o processo contínuo de desenvolvimento folicular, ovulação, formação e regressão do 

corpo lúteo, dirigidos por mecanismos de feedback entre o hipotálamo e a hipófise 

(GOUGEON, 2004; LEITÃO et al., 2009). 

 

2.3 Oogênese 

 

A oogênese é o processo de formação e diferenciação dos gametas femininos. Tem 

início ainda na vida fetal (antes do nascimento), a partir da formação das células germinativas 

primordiais até a liberação do oócito haplóide fecundado (BRISTOL-GOULD e 

WOODRUFF, 2006). Em mamíferos, nos estágios iniciais do desenvolvimento do ovário, as 

células germinativas primordiais irão migrar do saco vitelínico para a gônada primitiva 

indiferenciada, colonizando-a (EPPIG et al., 2004). Essas gônadas irão passar por um 

processo de diferenciação, e imediatamente as CGPs irão se diferenciar em oogônias que 

serão mitoticamente ativas e em sequência em oócitos primários (SUH et al., 2002). Após 

esse processo, uma camada de células somáticas planas conhecidas também como células da 

pré-granulosa, que podem ser originárias do mesonéfron ou ainda das células mesoteliais 

oriundas do epitélio da superfície ovariana, circundam os oócitos primários formando os 

folículos primordiais (MAGOFFIN, 2005; MAHESHWARI & FOWLER, 2008), iniciando 

assim o processo de foliculogênese. 

Após a formação dos folículos primordiais, as células da pré-granulosa irão parar de 

se multiplicar e entram em quiescência. Este é um período em que os oócitos primários 

inclusos nesses folículos estarão em prófase I da meiose, também conhecidos como vesícula 

germinativa (VG). Somente a partir da puberdade irá ocorrer a progressão da divisão 

meiótica, com a liberação do pico pré-ovulatório de FSH e LH, formação dos oócitos 

secundários e outra parada da meiose em metáfase II (GORDON, 1994). Caso haja 

fecundação, a meiose II será retomada dando origem ao oócito haplóide fecundado e 

finalizando a oogênese (FIGUEIREDO et al., 2008).  
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2.4 Foliculogênese 

 

A foliculogênese é o processo de formação, crescimento e maturação folicular que 

ocorre no interior do córtex ovariano em todos os mamíferos (WILLIAMS e ERICKSON, 

2012). O folículo ovariano é a unidade morfofuncional do ovário mamífero, tendo como 

função principal proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e maturação do oócito 

(CORTVRINDT e SMITZ, 2001). Durante a foliculogênese, a morfologia folicular sofrerá 

inúmeras alterações devido à diferenciação das células circundantes (células da pré-granulosa, 

células da granulosa e células da teca) e ao crescimento do oócito (BRISTOL-GOULD e 

WOODRUFF, 2006). 

De acordo com o grau de evolução, os folículos podem ser classificados em pré-

antrais ou não-cavitários, e ainda antrais ou cavitários. Os folículos pré-antrais são os 

folículos primordiais, primários e secundários. Já os folículos antrais são os folículos 

terciários e pré-ovulatórios (FIGUEIREDO et al., 2008). 

 

2.4.1 Folículos primordiais 

 

O início da formação dos folículos primordiais ocorre com a colonização das células 

germinativas primordiais e diferenciação das oogônias em oócitos. Quando é iniciada a 

meiose, o oócito é circundado pelas células da pré-granulosa achatadas, originadas do 

mesonéfron ou do epitélio germinativo da superfície ovariana, já podendo ser observado o 

folículo primordial (McNATTY et al., 2000). Após sua organização, o início do 

desenvolvimento dos folículos primordiais pode ocorrer dias, meses ou anos após a sua 

formação (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 

Os folículos primordiais apresentam um oócito primário imaturo, estacionado na fase 

diplóteno da meiose I, com diâmetro em torno de 30 a 60 μm circundados por células da pré-

granulosa (de formato achatado) que se diferenciam a partir do epitélio superficial do ovário 

ou dos túbulos mesonéfricos. Os folículos primordiais são os menores folículos encontrados 

no ovário, compreendendo 90 a 95% da população folicular e constituem o pool de reserva 

folicular (HIRSHFIELD, 1991). Estes folículos não são vascularizados, o que os faz 

incapazes do próprio suprimento sanguíneo. Essa condição torna extremamente necessária a 

atuação das junções intercomunicantes também chamadas de junções do tipo gap que irão 

ocorrer entre as células dos compartimentos foliculares (CG e oócito) e o estroma ovariano 

(ERICKSON e WILLIAMS, 2008). Essas junções irão facilitar a transferência de nutrientes 
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essenciais para o crescimento do oócito (EPPIG, 1991). Para a produção de ATP os folículos 

utilizam predominantemente a via glicolítica, sendo que os FOPAs parecem ser capazes de 

gerar energia suficiente em condições anaeróbias (BOLAND e GOSDEN, 1994). Mas para 

que ocorra o crescimento normal, maturação e esteroidogênese, o metabolismo folicular 

necessitada presença de oxigênio. 

Cada folículo primordial pode seguir caminhos distintos, em que poderão 

permanecer quiescentes durante o período de reprodução ou iniciar o crescimento e progredir 

até o estágio de folículo ovulatório, ou ainda morrer por atresia (McGEE & HSUEH, 2000; 

HANSEN, 2008). Ainda nessa fase, os oócitos primários irão aumentar consideravelmente de 

tamanho podendo ser detectados altos níveis de expressão de RNAm e acúmulo de 

ribossomos e polipeptídios (HYTTEL & FAIR, 1997). 

A ativação dos folículos primordiais ocorre com a retomada da proliferação das 

células da granulosa em que os folículos primordiais irão recrutar células da granulosa de 

formato cúbico. Nessa fase eles serão denominados de folículos de transição, e podem ser 

reconhecidos pela presença de células da granulosa com ambos os formatos pavimentoso e 

cúbico transformando-se posteriormente em folículos primários, quando o oócito é circundado 

por uma camada completa de células da granulosa de formato cúbico (GOUGEON & 

BUSSO, 2000). Outra mudança importante é o aumento dos volumes citoplasmático e nuclear 

do oócito (HIRSHFIELD, 1991). 

Os mecanismos de ativação que fazem com que os folículos primordiais cheguem a 

ser folículos primários ainda são pouco conhecidos. No entanto, já existem alguns estudos 

mostrando que o balanço entre fatores inibitórios ou estimulantes de origem sistêmica ou 

local, provavelmente regula essa ativação (VAN DENHURK & ZHAO, 2005). Os membros 

da família dos Fatores de Crescimento Transformante–β (TGF-β), como o Hormônio Anti-

Mülleriano (AMH), Ativinas, Proteína Morfogenética Óssea-15 (BMP), Fator de Crescimento 

e Diferenciação 9 (GDF-9), bem como Kit Ligand (KL), Fator de Crescimento Fibroblástico 2 

(FGF-2) e Fator de Crescimento Epidermal (EGF), estão associados à ativação e ao 

crescimento do folículo. De uma forma geral, esses fatores agem nos receptores que estão 

presentes nas células da granulosa e no oócito estimulando a organização de camadas 

celulares no folículo, importantes para o crescimento e diferenciação do oócito (McNATTY et 

al., 1999; GOUGEON & BUSSO, 2000; PAULINI & MELO, 2011).O crescimento folicular 

no ovário irá sempre apresentar um grupo de folículos que são ativados e entram no pool de 

folículos em crescimento, o que é chamado de ondas foliculares. Após a ativação, os folículos 
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que apresentam células da granulosa com ambos os formatos pavimentoso e cúbico são 

chamados de folículos de transição (SILVA et al., 2004a). 

O crescimento in vitro de folículos primordiais irá depender dos métodos de cultivo 

que serão capazes de promover a ativação do folículo primordial, além da sua manutenção e 

crescimento até o estádio antral. Existem dois sistemas de cultivo folicular, ou seja, o cultivo 

in situ, onde os folículos são cultivados inseridos no fragmento ovariano ou no ovário inteiro, 

enquanto que no segundo sistema os folículos são cultivados isoladamente sobre a placa ou 

um substrato, caracterizando o sistema bidimensional, ou inserido no substrato, caracterizando 

o sistema tridimensional. Já foi demonstrado por vários autores que o cultivo de fragmentos 

de córtex ovariano é o método mais utilizado para o estudo da ativação dos folículos 

primordiais caprinos (ROSSETTO et al., 2009), bovinos (BRAW-TAL e  YOSSEFI, 1997), 

babuínos (WANDJI et al., 1997) e humanos ( ZHANG et al., 2004.) 

O cultivo in vitro de folículos pré-antrais é uma técnica que vem sendo largamente 

empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substâncias, em diferentes 

concentrações e em diferentes fases do desenvolvimento folicular, a fim de mimetizar in vitro 

os eventos que ocorrem in vivo no ovário durante a foliculogênese. Nas últimas duas décadas, 

vários sistemas de cultivo foram desenvolvidos e os resultados são dependentes do tipo de 

meio, sistema de cultivo utilizado e da espécie animal estudada (EPPIG e SCHROEDER, 

1989; BOLAND & GOSDEN, 1994; FORTUNE, 2003). 

Estudos mostraram que o Fator de Crescimento Epidermal – EGF promove a 

ativação de folículos primordiais caprinos (SILVA et al., 2004b), bem como a proliferação 

das células da granulosa de folículos pré-antrais (MORBECK et al., 1993), o aumento do 

diâmetro de folículos pré-antrais bovinos (GUTIERREZ et al., 2000), hamsters (ROY & 

TREACY, 1993), camundongos (BOLAND e GOSDEN, 1994) e humanos (ROY E KOLE, 

1998), induz a transição de folículos suínos primários para secundários (MORBECK et al., 

1993), reduz os níveis de atresia em folículos pré-antrais bovinos cultivados in vitro e 

promove a ativação de folículos primordiais ovinos e a manutenção da viabilidade por até seis 

dias de cultivo (ANDRADE et al., 2005). Além disso, o EGF exerce importantes funções no 

folículo ovariano estimulando a mitose nas células da granulosa e teca (CELESTINO et al., 

2009), induzindo o crescimento do oócito (GALL et al., 2004), ajudando a manter a 

viabilidade folicular (CELESTINO et al., 2009), favorecendo a produção de esteroides 

(JAMNONGJIT et al., 2005), promovendo a expansão das células do cumulus (BOLAMBA 

et al., 2006) e ainda exerce um papel determinante na maturação nuclear oocitária (FARIN et 

al., 2007; HATOYA et al., 2008) e citoplasmática (MERLO et al., 2005; ROSSI et al., 2006). 



29 
 

Além de exercer um importante papel no desenvolvimento embrionário inicial (KLONISCH 

et al.,2001). 

O EGF pertencente à família EGF e sua ação é mediada por um receptor de 

membrana, ErbB1, o qual é pertencente à superfamília ErbB (RIESE & STERN, 1998). O 

receptor EGF (EGF-R) é uma glicoproteína transmembranar (CARPENTER, 1999) que está 

localizado na membrana celular das células da granulosa, nas células da teca e no oócito em 

todos os estágios de desenvolvimento folicular e nas células intersticiais circundando 

pequenos folículos pré-antrais. A expressão da proteína para o receptor do EGF e o RNA 

mensageiro é regulada positivamente pelas gonadotrofinas e pelos esteróides (GARNETT et 

al., 2002) e tem sido localizada em oócito e células da granulosa de folículos pré-antrais e 

antrais e também nas células luteais de suínos (SINGH et al., 1995a) e ratas (TEKPETEY et 

al., 1995). O EGF e seu receptor são expressos nos folículos ovarianos caprinos em todos os 

estágios de desenvolvimento folicular, no corpo lúteo e na superfície do epitélio ovariano 

(SILVA et al., 2006b). A atividade biológica desses componentes é mediada por receptores 

do tipo tirosina quinase, localizados na superfície da membrana plasmática, responsáveis por 

iniciar e manter uma complexa rede de eventos que controlam o crescimento e a diferenciação 

celular (LAFKY et al., 2008). 

Além do EGF, dois outros fatores de crescimento são conhecidos por serem 

essenciais para o desenvolvimento folicular normal, ou seja, o fator de crescimento de 

diferenciação 9 (GDF-9) e o GDF-9B, que também é conhecido como proteína morfogenética 

óssea 15 (BMP-15). O GDF-9 é um fator secretado pelo oócito (CHANG et al., 2002) e 

células da granulosa em caprinos (SILVA et al., 2006b) e atua estimulando o crescimento de 

folículos primários e secundários, bem como a manutenção da viabilidade folicular e a 

proliferação de células da granulosa de humanos (HREINSSON et al., 2002). A deleção do 

gene GDF-9 causou infertilidade com foliculogênese bloqueada no estágio primário em 

camundongos (DONG et al., 1996), enquanto que o tratamento com GDF-9 estimulou o 

crescimento de folículos pré-antrais em ratas (VITT et al., 2000), indicando participação 

fundamental do GDF-9 na regulação da foliculogênese pré-antral. A BMP-15 tem como 

primeiro alvo as células da granulosa e atua regulando sua proliferação e diferenciação 

(OTSUKA et al., 2000). In vitro têm sido demonstrados que ele promove a proliferação das 

células da granulosa e estimula o desenvolvimento de folículos primordiais e primários em 

roedores, sendo assim um importante regulador da mitose das células da granulosa e do 

desenvolvimento folicular inicial (JUENGEL & McNATTY, 2005). 
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2.4.2 Folículos primários  

 

O folículo primário é constituído de um oócito primário, circundado por uma camada 

de células da granulosa de formato cúbico. Esses folículos ainda não possuem células da teca 

diferenciadas e podem apresentar uma zona pelúcida em formação (CORTVRINDT e 

SMITZ, 2001), com as glicoproteínas (ZP1, ZP2 e ZP3) que circundam o oócito (LEE et al., 

2001; RANKIN et al., 2001). Nessa fase folicular irá ocorrer o surgimento das junções gap 

entre estas células, que são os canais intercelulares que permitem a passagem de nutrientes, 

íons inorgânicos, segundos mensageiros e pequenos metabólitos de uma célula para outra, 

auxiliando também na comunicação direta entre as células da granulosa e o oócito, 

projetando-se através da zona pelúcida e chegando à membrana plasmática do oócito 

(JUNEJA et al., 1999; SIMON et al., 1997). Estes canais são compostos de conexinas (Cx), 

que são extremamente importantes no desenvolvimento de folículos primários (Cx43) e 

secundários (Cx37) (SIMON et al., 1997; JUNEJA et al., 1999), sendo que a conexina 43 

(Cx43) é a mais abundante no ovário, uma vez que esta é expressa nas células da granulosa 

desde o início da foliculogênese (ACKERT et al., 2001). 

 

2.4.3 Folículos secundários  

 

Os folículos secundários apresentam um oócito primário inteiramente circundado 

pela zona pelúcida e a presença de pelo menos duas camadas de células da granulosa de forma 

cúbica (SANTOS et al., 2008). Folículos secundários em estágios avançados apresentam a 

zona pelúcida completamente formada e as células precursoras da teca se organizam paralelas 

à membrana basal para formar a camada da teca. O recrutamento das células da teca do 

estroma ovariano é um fator de extrema importância para o folículo (PARROTT & 

SKINNER, 2000). 

Com o crescimento dos folículos secundários e a organização das células da 

granulosa em várias camadas, ocorre a formação do antro, que é uma cavidade repleta de 

líquido folicular. Este líquido, que é chamado de fluído antral, torna-se uma importante fonte 

de substâncias regulatórias e/ou moduladoras derivadas do sangue ou secreções foliculares, 

como os esteróides, gonadotrofinas, fatores de crescimento e outras substâncias. A produção 

deste fluido é intensificada pelo aumento da vascularização folicular e pela permeabilidade 

dos vasos sanguíneos (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). 
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2.4.4 Folículos antrais  

 

Com a formação do antro, os folículos serão classificados em terciários, antrais e 

posteriormente em pré-ovulatórios (BARNETT et al., 2006). Com o desenvolvimento desses 

folículos, as células da granulosa são diferenciadas em células do cumulus, que estão 

próximas ao oócito e células murais as mais superficiais (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). 

O fluido antral é oriundo dos capilares da teca ou secreções das células foliculares, 

como, esteróides, fatores de crescimento e proteoglicanos. Com o desenvolvimento folicular 

irá ocorrer o aumento da vascularização, a permeabilidade dos vasos sanguíneos e por 

consequência do aumento na produção desse fluido. O aumento do líquido folicular ocorre em 

consequência da síntese de moléculas osmoticamente ativas oriundas das células da 

granulosa, que atuam carreando líquido para o interior do folículo (RODGERS, 2010). As 

células da granulosa estão organizadas em várias camadas com uma cavidade antral entre as 

camadas de células da granulosa. Já os folículos pré-ovulatórios apresentam todos os 

componentes presentes nos folículos terciários, com o oócito maduro e no estágio final do 

desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO et al., 1995). 

 

2.5  Maturação oocitária e ovulação  

 

2.5.1. Maturação oocitária 

 

A maturação oocitária é um processo que compreende eventos tanto nucleares quanto 

citoplasmáticos em que ocorre o preparo do oócito para que esteja apto à fecundação 

(GOTARDI & MINGOTI, 2009). Na maioria das espécies de mamíferos, o início da meiose 

irá ocorrer ainda na vida fetal, em que o oócito estará no estágio de vesícula germinativa 

podendo o folículo se tornar atrésico ou retomar o seu desenvolvimento e a capacidade de 

induzir a ovulação (SIRARD et al., 1989). Durante a fase de diplóteno da prófase I da 

primeira divisão meiótica irá ocorrer o desenvolvimento folicular e o crescimento oocitário 

ficará estático (ADONA e LEAL, 2006; VAN DEN HURK &ZHAO, 2005). 

A maturação nuclear representa o retorno do primeiro bloqueio meiótico que irá até 

metáfase II (MII) (MINGOTI, 2000). Nesse processo ocorrerá a quebra da vesícula 

germinativa-VGBD (do inglês, vesicle germinal break down), condensação dos cromossomos, 

que irá marcar o final da prófase I e a progressão aos estádios de metáfase I (MI), anáfase I 

(AI), telófase (TI), até que se complete a primeira divisão meiótica, passando rapidamente 
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para metáfase MII, da segunda divisão meiótica. Ainda nessa fase ocorrerá a divisão dos 

cromossomos homólogos, ocorrendo a divisão do número de cromossomos permanecendo a 

metade no oócito (célula haplóide) e a outra metade sendo liberada no primeiro corpúsculo 

polar. Ocorrerá então o segundo bloqueio do ciclo celular até a fecundação (SIRARD, 2001). 

Um importante fator envolvido na maturação do oócito é a proteína quinase ativada 

por mitógenos (MAPK). O momento da ativação da MAPK varia nas diferentes espécies, 

(KOSAKO et al., 1994). Além dos fatores promotores da maturação, o reinício da meiose 

também é regulado por fatores inibidores produzidos pelas células foliculares. Esse fato pode 

ser evidenciado pela manutenção de oócitos em VG quando co-cultivados com metades 

foliculares ou em meio condicionado pelas mesmas (SIRARD & FIRST, 1988; RICHARD & 

SIRARD, 1996; GIOMETTI et al., 2005; BARRETA et al., 2008). 

A competência oocitária é a capacidade do oócito de desenvolver a maturação 

completa, fecundação, suportar o desenvolvimento embrionário, e induzir uma gestação 

(MINGOTI, 2000). Para que ocorra total competência do oócito para desenvolver a maturação 

nuclear e citoplasmática é necessário que tenha completado toda a sua fase de crescimento 

(ADONA, 2002). Relaciona-se a competência oocitária ao crescimento do folículo e a maioria 

das modificações que ocorrem no citoplasma e no núcleo na fase final de crescimento 

folicular e da maturação. Nesta etapa ocorre síntese de proteínas e armazenamento de RNAm, 

desenvolvimento de mecanismos reguladores de cálcio, alterações na atividade do MPF e da 

proteína quinase ativadora de mitógenos (MAPK) e redistribuição das organelas 

citoplasmáticas (ANGUITA et al., 2007). 

Na maturação in vitro, nem sempre os oócitos que atingem o estágio de metáfase II, 

estão aptos a apresentarem desenvolvimento embrionário normal após a fecundação. Isso se 

deve ao fato de adquirir a competência para sofrer a maturação meiótica antes da competência 

para formar embrião viável, sendo que essa última só ocorre na fase final da foliculogênese 

(DONNISON e PFEFFER, 2004). 

Ao contrário das outras células somáticas, o oócito possui um o intervalo entre a 

síntese e a utilização do RNA que pode ser longo, sendo que essas moléculas são 

armazenadas em uma forma quiescente até o seu uso ao longo da maturação do oócito e 

desenvolvimento embrionário inicial (PICTON et al., 1998). Essa eficiência no 

armazenamento assim como a reativação no momento certo das moléculas armazenadas irá 

determinar a qualidade do oócito e a sua competência para o desenvolvimento embrionário 

(SANDRI, 2007). Apesar de não perder a capacidade de produzir proteínas após a retomada 

da meiose, durante a maturação, tanto in vivo como in vitro, o oócito perde a capacidade de 
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realizar a transcrição (FOULADI NASHTA, 1998; BLONDIN e SIRARD, 1995). Portanto, é 

necessário que oócito tenha armazenado todos os estoques de RNAs para a condução das 

primeiras divisões zigóticas e a ativação do genoma embrionário, caso contrário não haverá 

uma fecundação bem sucedida (BREVINI-GANDOLFI e GANDOLFI, 2001). 

Apenas oócitos que completaram o seu total crescimento possuem capacidade para 

ativar as duas vias do ciclo celular (ADONA e LEAL, 2006). Inúmeros fatores de crescimento 

sintetizados pelas células foliculares como pelo oócito atuam modulando o efeito de 

hormônios e regulando o desenvolvimento dos folículos ovarianos bem como a liberação do 

oócito maduro.  

O GDF-9 é uma proteína homodimérica secretada pelo oócito, pertencente à família 

dos Fatores de Crescimento Transformante–TGF-β (CHANG et al., 2002). Ele irá atuar 

promovendo no crescimento de folículos primários e na proliferação de células da teca de 

ratas (NILSSON & SKINNER, 2002), estimulando a manutenção da viabilidade folicular e a 

proliferação de células da granulosa de humanos (HREISSON et al., 2002). Além disso, 

exerce efeito sinérgico com o FSH sobre o crescimento e a diferenciação de folículos pré-

antrais em murinos (HAYASHI et al., 1999). Na ausência do GDF-9, não ocorre à formação 

de folículos secundários, levando, consequentemente, à degeneração dos oócitos inclusos em 

folículos primários (DONG et al.,1996). Na concentração de 200 ng/mL o GDF-9 promove a 

sobrevivência e a progressão dos folículos ao estádio secundário após sete dias de cultivo 

(HREISSON et al., 2002). WANG & ROY (2004) propuseram que o GDF-9 pode influenciar 

a expressão de fatores de crescimento folicular como o KL e que, durante nove dias de 

cultivo, 10 ng/mL de GDF-9 estimulam o crescimento de folículos primordiais e que ainda 

em altas doses (200 ng/mL) ocorre o aumento da proporção de folículos secundários de 

hamster. O RNAm para o GDF-9 tem sido localizado em oócito de ovários bovinos, ovinos 

(BODENSTEINER et al., 1999), caprinos (SILVA et al., 2004b) e humanos (AALTONEN et 

al., 1999). A sua expressão em oócitos de folículos primordiais de ovelhas e cabras levantou a 

possibilidade de que o GDF-9 é essencial para a ativação de folículos primordiais e o seu 

subsequente desenvolvimento. SILVA et al. (2004b) demonstraram que o GDF-9 e os seus 

receptores estão expressos em todos os tipos de folículos ovarianos na espécie caprina. 

Outro fator extremamente importante é a BMP-15, também conhecida como fator de 

crescimento de diferenciação-9B (GDF-9B). É um dos membros da superfamília do TGFβ da 

qual já foram identificados três tipos de receptores, receptores BMP tipo IA, tipo IB e II. Em 

roedores, ovinos e humanos, a BMP-15 mostrou estar expressa principalmente no oócito de 

folículos primários avançados (FINDLAY et al., 2002). Já para a espécie caprina, a proteína 
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BMP-15 foi encontrada nos oócitos de todos os tipos de folículos e nas células da granulosa 

de folículos primários, secundários e antrais, mas não em folículos primordiais. Os RNAms 

para BMP-15, BMPR-IA, BMPR-IB e BMPR-II foram detectados nos folículos primordiais, 

primários, secundários, bem como no oócito e nas células da granulosa de folículos antrais 

(SILVA et al., 2004b). 

Estudos in vitro têm demonstrado que ele promove a proliferação das células da 

granulosa e estimula o desenvolvimento de folículos primordiais e primários em roedores, ou 

seja, é um importante regulador da mitose das células da granulosa e do desenvolvimento 

folicular inicial (FORTUNE, 2003; OTSUKA et al., 2000; NILSSON e SKINNER, 2002). 

Em células da granulosa de ratas, foi mostrado que o BMP-15 recombinante estimulou a 

proliferação independente do FSH, mas diminuiu os efeitos do FSH no que se refere à 

produção de progesterona sem afetar a produção de estradiol (OTSUKA et al., 2000). O 

BMP-15 é capaz de inibir a expressão do receptor de FSH (OTSUKA et al., 2001) e estimular 

a expressão do KL nas células da granulosa de ratas (OTSUKA e SHIMASAKI, 2002), além 

de estimular a expressão do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células do cumulus de 

camundongas (YOSHINO et al., 2006). O BMP-15 tem um papel essencial nos estágios 

iniciais de desenvolvimento folicular (transição de primordial para primário), promovendo a 

proliferação das células da granulosa (DONG et al., 1996). 

 

2.5.2 Ovulação 

 

Em ovelhas (JUENGEL et al., 2002) observou-se que a BMP-15 apresenta um papel 

relevante no desenvolvimento folicular até o estágio ovulatório, sugerindo a efetiva 

participação desta  proteína durante os estágios iniciais e finais da foliculogênese. Ovelhas 

inverdale e hanna, por apresentarem mutações inativadoras da BMP-15 (FecXI e FecXH), 

constituem modelo interessante para a compreensão do papel desta proteína no controle da 

foliculogênese, bem  como na determinação da fertilidade e da taxa de ovulação. 

A importante atuação da BMP-15 na fertilidade de ovelhas foi confirmada em 

estudos complementares nesta espécie, nos quais se observou que mutações adicionais no 

gene que codifica a proteína BMP-15 (FecXB, FecXG e FecXL) foram determinantes do 

fenótipo de ovelhas Inverdale e Hanna, resultando em altas taxas de ovulação nas ovelhas 

heterozigotas e infertilidade nas homozigotas (HANRAHAN et al., 2004; McNATTY et al., 

2005a). Nas ovelhas Inverdale, a prolificidade é resultante de uma mutação no gene da 

proteína morfogenética do osso 15 (BMP-15). Esse fator de crescimento está associado ao 
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aumento na taxa de ovulação ou esterilidade, dependendo de estar em heterozigose ou 

homozigose. Polimorfismo no gene GDF-9 também foi associado ao aumento da taxa de 

ovulação e da prolificidade. Animais homozigotos e heterozigotos para essas mutações têm 

exibido uma taxa de ovulação maior, e essa característica pode ter uma forte implicação em 

termos de produtividade dos rebanhos, na medida em que eleva as chances de ocorrência de 

gestações gemelares das ovelhas (DAVIS et al. ,1991; GALLOWAY et al, 2000; 

HANRAHAN et al, 2004). 

Os primeiros trabalhos que demonstraram a relação genética entre alterações 

genéticas com o número de oócitos ovulados e número de crias foram descritos em 2001, 

quando foi mostrada uma alteração no gene que codifica o receptor de BMP do tipo IB 

(BMPR IB) afeta a taxa de ovulação em ovelhas da raça Merino (MULSANT et al., 2002; 

SOUZA et al., 2001; WILSON et al., 2001). Desde então, muitos estudos têm caracterizado 

mutações nos genes BMPR IB, GDF-9 E BMP-15 que ocorrem naturalmente e associados à 

taxa de ovulação em ovelhas (McNATTY et al., 2005a; DAVIS et al., 2005, 2001, 1999; 

HANRAHAN et al., 2004; ROYO-MARTINEZ et al., 2008). Essas ovelhas são 

caracterizadas por uma elevada taxa de ovulação. Este fenótipo é, devido à ação do alelo 

FecBB de um gene principal nomeado FECB. A mutação do gene FecB está relacionada ao 

receptor de BMP-1B. As ovelhas que carreiam essa alteração apresentam maior número de 

ovulação, porque mobilizam maior número de folículos primordiais para a ovulação ou 

porque têm um menor número de atresia (HOLANDA et al.,2006). A mutação exerce ação 

principalmente no ovário, entretanto, atuações indiretas são observadas nos perfis hormonais. 

O FecB é um gene dominante com amplo efeito na taxa ovulatória (HOLANDA et al.,2006). 

Em caprinos, alguns estudos com transferência de embriões já demonstraram que 

cabras positivas para o CAEV podem apresentar um número maior de estruturas recuperadas 

(oócitos e embriões), o que seria um indicativo de maiores taxas de ovulação (RICARTE, 

2009). Isto demonstra que a presença dos vírus da CAE nas células da granulosa dos folículos 

ovarianos pode influenciar a expressão de genes (Ex. GDF-9 e BMP-15) que exercem 

importantes funções durante o processo de ovulação. 

 

2.6 População folicular e atresia 

 

A população folicular ovariana foi estimada em 45.000 em caprinos (LUCCI et al., 

1999). Fatores como a idade (PETERS, 1976), a raça (CAHILL et al., 1979; DRIANCOURT; 

CAHILL e BINDON, 1985), o estágio reprodutivo (ERICKSON, 1986), e a alimentação 
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(SCARAMUZZI et al., 1993) podem afetar a população folicular ovariana tanto 

qualitativamente, quanto quantitativamente, como também os fatores genéticos (ERICKSON; 

REYNOLDS e MURPHREE, 1976a,b; CAHILL et al., 1979). Em ruminantes, cerca de 90% 

da população ovariana é constituída por FOPAs (SAUMANDE, 1991), sendo estes os 

responsáveis pela renovação contínua dos folículos antrais no ovário (GUIBAULT et al., 

1986). 

Após o início do crescimento folicular, dois fatos relevantes podem ocorrer: o 

desenvolvimento do folículo até a ovulação, fato que é relatado como um evento bastante raro 

(IRELAND, 1987), ou a morte folicular por atresia (ERICKSON, 1986), o que ocorre com 

grande frequência, em qualquer fase do crescimento folicular, na maioria das espécies 

(IRELAND, 1987; FORTUNE, 1994). 

Com o subsequente desenvolvimento, os folículos antrais tornam-se dependentes de 

FSH que é o hormônio responsável pelo recrutamento (GINTHER et al., 1996). Esse 

desenvolvimento pode ser subdividido nas fases de crescimento, recrutamento, seleção e 

dominância folicular (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O recrutamento de um grupo de 

folículos antrais e a seleção de um folículo dominante são as principais características desta 

fase, e nas espécies monovulatórias, somente um folículo será ovulado (BAERWALD; 

ADAMS e PIERSON, 2003). 

 

2.6.1 Atresia e apoptose 

 

A grande maioria da população ovariana é composta de folículos primordiais, mas 

cerca de 99,9% irá sofrer atresia que é um processo degenerativo. Isso irá impedir a ovulação, 

ocasionando assim um grande desperdício no potencial reprodutivo do ovário (IRELAND, 

1987). A atresia folicular ocorre de forma diferenciada em todos os estágios de 

desenvolvimento folicular (FORTUNE, 1994). Em algumas espécies, como murinos, a atresia 

é predominante em folículos antrais (HIRSHFIELD, 1988). Já em ovelhas, 50% dos folículos 

presentes nos ovários desaparecem durante a fase pré-antral (DRIANCOURT; CAHILL e 

BINDON, 1985). 

A atresia ocorre por um processo de morte celular programada conhecido por 

apoptose, que pode ser observado nos folículos durante toda a vida fetal e adulta (TSAFIRI & 

BRAW, 1984). Nos folículos pré-antrais, as primeiras alterações indicativas de atresia 

ocorrem no oócito, como por exemplo, retração da cromatina nuclear e fragmentação 

oocitária (MORITA & TILLY, 1999). As alterações nas células da granulosa são raras, uma 
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vez que essas células são mais resistentes à degeneração que os oócitos (SILVA et al., 2002). 

A célula irá sofrer fragmentação e surgirão corpos apoptóticos ligados à membrana, que serão 

fagocitados pelos macrófagos (HUSSEIN et al., 2005). 

Com o desenvolvimento folicular e o aparecimento da cavidade antral, surge um 

ambiente mais seguro e que garante maior resistência ao oócito. Assim, as primeiras 

alterações da atresia são observadas nas células da granulosa pela sensibilidade adquirida ao 

longo de seu desenvolvimento (SILVA et al., 2002). O equilíbrio entre fatores endócrinos, 

parácrinos e autócrinos é crucial para a definição do destino final dos folículos ovarianos, que 

poderão chegar à ovulação ou tornar-se atrésicos (HSU & HSUEH, 2000). 

Com relação aos fatores que regulam a atresia, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) pode estimular apoptose ou regular a expressão de genes, através da indução de muitos 

fatores de transcrição (HUNT & PHILLIPS, 2000). Esta citocina tem importante papel no 

estabelecimento da atresia folicular ou da ovulação (SAKUMOTO & OKUDA, 2004). De 

acordo com PRANGE-KIEL et al. (2001) e SAKUMOTO & OKUDA, 2004, os receptores 

funcionais do TNF são requeridos para que este possa cumprir suas funções no ovário, 

havendo dois tipos: o tipo I (TNFRI) e o tipo II (TNFRII). Destes, o tipo I parece ser 

tipicamente expresso no ovário, confirmando os efeitos do TNF sobre o desenvolvimento e 

diferenciação celular, devidos à via mediada por receptores. O TNF-α e seus receptores 

também estão presentes no corpo lúteo bovino, com as maiores expressões na luteólise 

(SKARZYNSKI et al., 2005; OKANO et al., 2006), sendo um potente estimulador das 

prostaglandinas luteais e da endotelina-1, em uma ação luteotrófica na fase luteal inicial 

(SAKUMOTO & OKUDA, 2004; ACOSTA et al., 2007). A manutenção da comunicação 

entre o oócito e as células somáticas é de grande importância para manutenção da viabilidade 

folicular (HSUEH et al., 1994; DONG et al., 1996; McNATTY et al., 2004). Essa 

comunicação é essencial para a foliculogênese, o crescimento e maturação oocitária 

(GILCHRIST et al., 2004). Desta forma, o estudo de substâncias que contribuem para a 

manutenção da adesão entre as células, como por exemplo, a lectina PHA tem assumido 

grande relevância. 

 

2.7 Lectinas 

 

As lectinas são glicoproteínas que podem se ligar a açúcares de forma específica e 

reversível (CAVADA et. al., 2001). Elas despertam grande interesse nas investigações 

científicas por possuírem inúmeras atividades biológicas. Essa diversidade se dá pelo fato das 
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lectinas possuírem a capacidade de se ligar aos carboidratos de células a que se associam 

tornando-se capazes de interagir com diversas substâncias dos fluidos biológicos e receptores 

da superfície celular, agindo como decodificadores de informações entre moléculas, células e 

microorganismos (SHARON & LIS, 1989, MISQUITH et al., 1994). Entre tantas funções 

estão envolvidas em processos de reconhecimento e interações celulares (SELL et al., 2000). 

Podem ser encontradas em plantas, animais e microorganismos (LIS & SHARON, 1986; 

MODY et al., 1995, KENNEDY et al., 1995). Estão localizadas geralmente na superfície 

celular ou em partículas intracelulares (SHARON & LIS, 1989). 

 

2.7.1 Fitohemaglutinina (PHA) 

 

A fitohemaglutinina (PHA) é uma lectina extraída do feijão (Phaseolus vulgaris). É 

uma glicoproteína tetramérica com peso molecular 125 KDa e composta de duas subunidades 

distintas não covalentemente ligadas com peso molecular entre 29 e 35 KDa As subunidades 

são denominadas E e L, e referem-se à atividade de hemaglutinação de eritrócitos e leucócitos 

humanos, respectivamente. Estas subunidades são sintetizadas em paralelo no retículo 

endoplasmático e depois aleatoriamente combinadas para produzir cinco isolectinas 

denominadas L4, L3E1, L2E2, L1E3 e E4 (LEAVITT et al., 1977). Estas isolectinas têm 

propriedades físico-químicas semelhantes e homologia estrutural, mas diferem na 

especificidade aos carboidratos e na atividade biológica, indicando que a diferença reside em 

pequenas variações nas suas estruturas primárias. O açúcar específico dessa lectina é N-

acetilgalactosamina, mas ela é capaz de reconhecer estruturas oligossacarídicas (LIENER, 

1990). A PHA pode exercer diversas atividades terapêuticas como estimular a linfopoiese, 

atrair células mononucleares ao sítio de injeção, agir como imunoestimulante, ativando a 

proliferação e ativação das células efetoras e estimular a produção de citocinas endógenas 

(MODY et al., 1995). Devido à sua capacidade de estimular sub-populações de células T, a 

PHA tem sido usada como mitógeno para estudos in vitro de proliferação de vários tipos 

celulares (MYERS, 1995). Em caprinos, tanto os linfócitos T como B, são estimulados com a 

mesma intensidade pela PHA (GONZALEZ, 1989). 

Como as lectinas mitogênicas, a PHA, promovera a maturação oocitária e expansão 

das células do cumulus isoladas ou em associação no complexo cumulus oócito em ratas 

(FAGBOHUN e DOWNS,1990). No entanto, em bovinos Wang, et al., (2001), concluíram 

que a PHA não tem efeito aparente na maturação oocitária ou desenvolvimento de embriões a 
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partir de folículos bovinos. Mas a PHA tem sido usada para melhorar a eficiência da técnica 

de transferência nuclear de células somáticas (SCNT) em oócitos de diversas espécies 

(humanos: TESARIK et al., 2000; caprinos: BEGIN et al., 2004; bovinos: HONG et al., 

2005). 

De acordo com CUNHA et al. (2013) a lectina PHA em cultivo de folículos pré-

antrais, na concentração de 10µg/mL a PHA aumentou a taxa de formação de antro e 

estimulou um aumento nos níveis de expressão de RNAm para FSH-R e PCNA em folículos 

secundários caprinos cultivados in vitro por seis dias. Sugerindo o potencial mitogênico da 

PHA nessa concentração. Apesar disso, não foi observado aumento no diâmetro folicular após 

o período de cultivo em todos os grupos. A lectina PHA, nas concentrações testadas, não 

aumentou a sobrevivência folicular nem promoveu o aumento do diâmetro dos folículos.  
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3. HIPÓTESES  

 

Conforme mostrado na revisão de literatura, a foliculogênese é um processo 

complexo regulado por diferentes hormônios e fatores de crescimento e esse processo pode 

ser alterado pela presença do vírus da CAE. Diante do exposto, foram formuladas as seguintes 

hipóteses científicas: 

 

1) A presença do vírus da CAE altera a expressão de genes envolvidos com o 

processo de ovulação, ou seja, de BMP-15, BMPR-IB e GDF-9 em folículos pré-antrais, bem 

como em COC’s e células da granulosa/teca de folículos antrais caprinos. 

 

2) A presença do vírus da CAE influencia a ativação de folículos primordiais durante 

o cultivo in vitro de tecido ovariano de caprinos 

 

3) A lectina fitohemaglutinina e o EGF auxiliam na manutenção da viabilidade de 

folículos primordiais caprinos e influencia expressão TNF e seus receptores durante o cultivo 

de tecido ovariano provenientes de cabras saudáveis e infectadas com o vírus da CAE. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

As células da granulosa e do cumulus são susceptíveis ao CAEV (LAMARA et al.. 

2001, ALI AL AHMAD et al., 2005), mas as células de predileção da infecção do CAEV são 

as células do sistema monócito fagocitário e fibroblastos, principais componentes do córtex 

ovariano (ZINK et al., 1990). Já foi observada a presença do DNA pró-viral do CAEV na 

zona pelúcida de oócitos de fêmeas positivas ao vírus, (CAVALCANTE et al., 2013) mas 

ainda não é conhecido se a presença do vírus nos animais infectados influencia o 

desenvolvimento oocitário e a expressão gênica. Já é bem conhecido que alterações na 

expressão de BMPR-IB e de seus ligantes BMP-15 e GDF-9 aumentam as taxas de ovulação 

em ovelhas (CHU et al., 2007), mas ainda não se sabe se os oócitos de cabras infectadas com 

CAEV apresentam alterações na expressão destes genes relacionados com maiores taxas de 

ovulação. O estudo dos níveis de RNAm para GDF-9, BMP-15 e BMP-RIB em folículos 

ovarianos de cabras positivas para CAEV é de grande importância para se entender se a 

presença do vírus da CAE influencia a foliculogênese e as taxas de ovulação em caprinos 

infectados, pois a presença do vírus nas células da granulosa dos folículos ovarianos pode 

influenciar a expressão desses genes que exercem importantes funções durante o processo de 

ovulação. 

O estudo de substâncias de origem vegetal, como as lectinas, durante a ativação de 

folículos primordiais caprinos in vitro pode favorecer o desenvolvimento de sistemas de 

cultivo que reduzam as taxas de atresia folicular. In vivo, a atresia afeta cerca de 99,9% dos 

folículos ovarianos, sendo responsável pelo baixo rendimento do ovário mamífero no que 

concerne a produção de liberação de oócitos viáveis para a fecundação. As lectinas são uma 

classe de proteínas que se ligam a carboidratos e influenciam a aglutinação e proliferação 

celular (TEIXEIRA et al., 2007). No entanto, ainda não se sabe se a fitohemaglutinina 

influencia as taxas de viabilidade e ativação de folículos primordiais em caprinos durante o 

cultivo de tecido ovariano in vitro. O estudo da ativação de folículos primordiais e o cultivo 

de folículos pré-antrais pode contribuir para uma melhor compreensão da foliculogênese 

inicial, e no futuro pode proporcionar uma alternativa para o aumento da eficiência 

reprodutiva de animais de alto valor zootécnico, passando pela utilização de ovários de 

animais portadores de patologias graves de ovidutos e/ou útero, até a recuperação de rebanhos 

eliminados por problemas sanitários (FIGUEIREDO; RODRIGUES e AMORIM, 2001). 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivos gerais 

 

1) Avaliar os níveis de RNAm para GDF-9, BMP-15 e BMPR-IB em folículos pré-

antrais, bem como em COC e células da granulosa/teca de folículos antrais provenientes de 

ovários de cabras saudáveis ou  portadoras do CAEV. 

2) Avaliar o efeito da lectina PHA sozinha ou em associação com EGF sobre a 

viabilidade e o desenvolvimento de folículos primordiais inclusos em fragmentos de tecido 

ovariano cultivados in vitro. 

3) Verificar se a presença do vírus da CAE influencia a ativação de folículos 

primordiais caprinos durante o cultivo de tecido ovariano in vitro. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1) Verificar o efeito da lectina PHA, do EGF e de sua interação sobre a expressão 

dos RNAs mensageiros para o Fator de Necrose Tumoral – α (TNF–α) e seus receptores 

TNFR–I e TNFR–II em animais saudáveis ou portadores do CAEV. 
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Abstract  

This study aims to investigate the effects of caprine arthritis encephalitis (CAE) on 

the expression of BMP-15, BMPR-IB and GDF-9 in ovarian follicles, as well as  the effects of 

phytohemagglutinin (PHA) and EGF on the survival and activation of primordial follicles, 

and on expression of mRNA for TNF-α and its receptors in cultured goat ovarian tissue. The 

levels of BMP-15, BMPR-IB and GDF-9 in primordial/primary and secondary follicles, as 

well as in COCs and follicular walls from antral follicles were evacuated by real-time PCR 

(experiment 1). Ovarian tissues were cultured for six days in α-MEM+ alone or supplemented 

with EGF (100µg/mL), PHA (10µg/mL) or both (experiment 2). Before and after culture, 
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ovarian fragments were processed for morphological analysis or stored to evaluate the 

expression of mRNA for TNFα and its receptors. The results showed that the expression of 

BMP-15 and GDF-9 in primordial/primary follicles from infected goats was significantly 

higher than in health animals, but the expression of GDF-9 in secondary follicles from 

infected goats was significantly lower. Additionally, the expression of mRNA for BMP-15 in 

follicular wall of antral follicles from infected goats was significantly higher than in healthy 

goats. After culturing ovarian fragments in all tested media, reduced percentages of 

primordial follicles, and increased of developing follicles was observed when compared to 

uncultured control. Furthermore, there was a significant increase in follicular diameter after 

culture in medium supplemented with EGF. Ovarian tissue from infected goats cultured in 

medium supplemented with PHA had primordial follicles with higher diameters than those 

from healthy animals. An increase in the levels of mRNAs for TNF-α was observed after 

culturing ovarian tissue in presence of both EGF and PHA in healthy animals, but this same 

treatment promoted a reduction of mRNAs for TNF-α and and increase of TNFR-II 

transcripts in infected animals. In conclusion, CAE influences the expression of mRNA for 

BMP-15 and GDF-9 in goat ovarian follicles and PHA and EGF differentially regulate the 

expression of TNFα and TNFR-II in cultured ovarian tissue.  

Keywords: goat, ovary, follicles, CAEV, phytohemmaglutinin, TNF 

 

Introduction 

The caprine arthritis encephalitis (CAE) is an infectious disease caused by a virus 

called caprine arthritis encephalitis lentivirus (CAEV) which affects goats of all ages. 

Generally, the infected animals has sharp decline in production, compromising economically 

their productivity (Joag et al, 1996). According to reports from Andrioli-Pinheiro et al. 

(1996), infected animals have a significant superovulatory response which is indicative of 
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higher rate of ovulation and oocyte retrieval (Ricarte, 2009). In ovine species, previous 

studies have demonstrated that ewes with a mutation in the bone morphogenetic protein 

receptor type 1B (BMPR-IB) gene have significantly higher ovulation rates compared with 

their wild-type animals (McNatty et al., 2005; Fabre et al., 2006)). It has been suggested that 

this mutation influences the levels of BMP15 (McNatty et al. 2005). Mutations have also been 

identified in the BMP15 (Galloway et al., 2000) and GDF9 [Hanrahan et al., 2004] genes. 

Each of the above mutations results in an increased ovulation rate in heterozygous carriers 

due to a reduction in BMP-15 and GDF-9 synthesis, whereas primary ovarian failure is 

observed in those that are homozygous carriers. Previously, ALI AL AHMAD et al. (2005) 

have shown the presence of CAEV in granulosa cells of antral follicles, but it is still not know 

if the presence of CAEV in granulose cells influence the expression of BMP-15, GDF-9 and 

BMPR-IB and consequently ovulation rate. 

Currently it is known that various biotechnologies are used aiming the preservation 

of genetic material, such as ovarian follicles, oocytes and embryos from genetically superior 

animals and/or endangered species. Considering that infected goats are generally discarded, 

the use of reproductive biotechnologies can be an alternative to use the reproductive potential 

of these animals. Therefore, the in vitro culture of primordial follicle can be an alternative to 

study follicular development (Silva et al., 2004b; Hutt et al., 2006; Celestino et al., 2009; 

Araújo et al., 2010; Kim, 2012; Khalich-Philosoph et al., 2013;\ Portela et al., 2014) and 

atresia in vitro (Markström et al. 2002). It has been shown that follicular atresia occurs by an 

apoptotic process (Van Wezel et al., 1999). Apoptosis can be initiated externally to the cell by 

the binding of death ligands, such as tumor necrosis factor α (TNFα) to specific receptors 

(Hsu et al., 1996). 

The activation of quiescent primordial follicles results in oocyte growth and 

transition of primordial follicles to later stages (Hillier, 2009). The paracrine communication 
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that occurs between the oocyte and surrounding somatic cells is responsible for follicular 

activation. Several hormones and growth factors such as EGF (Silva et al., 2004a), GDF-9 

(Martins et al., 2010) and BMP-15 were tested during culture of goat pre-antral follicles. 

Additionally, substances that are not produced by the ovaries, such as phytohemagglutinin 

(PHA), have not yet been tested during activation of primordial follicles. Phytohemagglutinin 

is a lectin extracted from Phaseolus vulgaris, which bind to complex oligosaccharide 

containing N-acetylgalactosamine/galactose residues (Sell & Costa, 2003). In addition to 

recognize some sugars, lectins, like PHA, promote mitogenic stimulation of leukocytes 

(Sheng et al., 2000) and fibroblasts (Sell & Costa, 2003). Thus, evaluation of the effect of 

PHA during follicular activation and growth in animals infected by CAEV becomes relevant 

for a better understanding of follicular development. 

The aim of the present study is to evaluate (1) the influence of CAEV on the 

expression of mRNAs for BMP-15, GDF-9 and BMPR-IB in goat ovarian follicles and (2) to 

investigate the effect of EGF, PHA or both on the activation of primordial follicles and 

expression of mRNA for TNF-alpha and TNF receptors in healthy and infected goats during 

culture of ovarian cortical tissue. 

 

Materials and Methods 

 

Chemicals 

Unless mentioned otherwise, the culture media, EGF, PHA and other chemicals used 

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

 

Experiment 1: Influence of CAE on the expression of mRNAs for BMP-15, GDF-9 and 

BMPR-I in goat ovarian follicles. 
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Ovaries (n=20) from healthy (n=5) and infected (n=5) goats were collected at Goat 

and Sheep National Research Center (Brazilian Agricultural Research Corporation - 

EMBRAPA). Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70% ethanol for 10 

seconds following two times in saline solution (0.9% NaCl) containing antibiotics (100 

IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin) The ovaries were transported within 1 hour to 

the laboratory in saline solution containing antibiotics at 4°C (Chaves et al., 2008). 

In the laboratory, the ovaries from each animal were stripped of surrounding fat tissue 

and ligaments, then isolation of primordial/primary and secondary follicles, as well as COCs 

and follicular walls from antral follicles were performed. Primordial and primary follicles 

were isolated from ovarian tissue by using a mechanical procedure described by Lucci et al. 

(1999). Briefly, the ovarian cortex was cut into small fragments using a tissue chopper (The 

Mickle Laboratory Engineering Co., Gomshal, Surrey, UK). The ovarian fragments were then 

placed in α-MEM supplemented with 100 µg/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin and 

then pipetted 40 times with a large Pasteur pipette (diameter 1600 µm) and, subsequently, 40 

times with a smaller pipette (diameter 600 µm) to release the follicles. The suspension was 

successively filtered through 500 and 100 µm nylon-mesh filters. Groups of 10 primordial / 

primary follicles were collected from healthy or infected goats and stored at -80°C until 

extraction of total RNA. To isolated secondary follicles, fine slices of the ovarian cortex (1–2 

mm) were cut from the ovarian surface using a sterile scalpel blade. The slices were 

subsequently placed into fragmentation medium, consisting of α-MEM supplemented with 

100 µg/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin. Secondary follicles of approximately 0.2 

mm diameter were identified under a stereomicroscope (SMZ 645; Nikon, Tokyo, Japan) and 

microdissected manually from strips of the ovarian cortex using 26-gauge needles. Follicles 

exhibiting a visible oocyte, surrounded by two or more layers of granulosa cells and an intact 

basal membrane and without an antral cavity within the granulosa were selected. Groups of 10 
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secondary follicles were collected from healthy or infected goats and stored at -80°C until 

extraction of total RNA. COCs from healthy and infected goats were aspirated from antral 

follicle with an 18 gauge needle and pooled in a 15 mL conical tube. After sedimentation, 

COCs were recovered and selected using a stereomicroscope (SMZ 645; Nikon, Tokyo, 

Japan). Only COCs with homogenous cytoplasm and at least five compact layers of cumulus 

cells were used (CAIXETA et al., 2013) and stored at -80°C until extraction of total RNA. To 

collect the follicular walls, antral follicles 3 to 6 mm were isolated from the ovaries. The 

follicles were then cut in half with the aid of a scalpel blade according to the protocol used by 

Richard & Sirard (1996) and stored at -80°C until extraction of total RNA. 

To evaluate gene expression for BMP-15, BMPR-IB and GDF-9, total RNA extraction 

was performed using Trizol® purification kit (Invitrogen, São Paulo, Brazil). According to the 

manufacturer’s instructions, 800 µL of Trizol solution was added to each frozen samples and 

the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before centrifugation at 10,000 g for 3 min 

at room temperature. Thereafter, all lysates were diluted 1:1 with 70% ethanol and subjected 

to a mini-column. After binding of the RNA to the column, DNA digestion was performed 

using RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/mL) for 15 min at room temperature. After 

washing the column three times, the RNA was eluted with 30 µL RNAse-free water. The 

RNA concentration was estimated by reading the absorbance at 260 nm and was checked for 

purity at 280 nm in a spectrophotometer (Amersham Biosciences, Cambridge, England) and 2 

µg of total RNA was used for reverse transcription. Before the reverse transcription reaction, 

samples of RNA were incubated for 5 min at 70 ºC and then cooled in ice. Reverse 

transcription was performed in a total volume of 20 μL, which was comprised of 10 μL of 

sample RNA, 4 μL 5X reverse transcriptase buffer (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 8 units 

RNAse out, 150 units Superscript III reverse transcriptase, 0.036 U random primers 

(Invitrogen, São Paulo, Brazil), 10 mM DTT, and 0.5 mM of each dNTP. The mixture was 
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incubated for 1 h at 42oC, for 5 min at 80oC, and then stored at -20oC. Negative controls were 

prepared under the same conditions, but without the inclusion of the reverse transcriptase. 

Quantification of mRNA was performed using GoTaq® qPCR Master Mix. PCR reactions 

were composed of 1 μL cDNA as a template in 7.5 μL of GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA), 5.5 µL of ultra-pure water, and 0.5 μM of each 

primer. The primers were designed by using the PrimerQuestSM program 

(http://www.idtdna.com) to perform amplification of BMP-15, BMPR-IB, GDF-9 and 

housekeeping genes β-tubulin and β-actin (Table 1). These housekeeping were used to 

normalize expression of target genes. The specificity of each primer pair was confirmed by 

melting curve analysis of PCR products. The thermal cycling profile for the first round of 

PCR was: initial denaturation and activation of the polymerase for 10 min at 95oC, followed 

by 50 cycles of 15 sec at 95oC, 30 sec at 58oC, and 30 sec at 72oC. The final extension was for 

10 min at 72oC. All reactions were performed in StepOne Real-Time PCR (Applied 

Biosystems). The delta-delta-Ct method was used to transform the Ct values into normalized 

relative expression levels (Livak and Schmittgen, 2001). 

Levels of mRNA for BMP-15, BMPR-IB and GDF-9, in ovarian follicles, COCs and 

follicular walls were analyzed by using the non-parametric Kruskal–Wallis test and Dunn’s 

test for post hoc pair-wise comparisons. Data were expressed as mean ± SEM. The 

differences were considered significant when P<0.05. 

 

Experiment 2: Influence of CAE on in vitro activation of primordial follicles in medium 

supplemented with PHA and EGF 

Ovaries (n=20) from healthy (n=5) and infected (n=5) goats were collected as 

described in experiment 1. The culture system used was described in detail earlier by Silva et 

al. (2004). Briefly, ovarian cortical tissue from the same ovarian pair was cut in 10 slices (3 
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mm x 3 mm x 1 mm) using a scissor and scalpel under sterile conditions. For each group of 

animals (healthy or infected), after fragmentation, some pieces of goat ovarian cortex were 

directly fixed for histological or stored at -80°C for extraction of total RNA (uncultured 

controls). The remaining fragments were cultured in vitro for 6 days in 24-well culture dishes 

1 mL of culture media. Culture was performed at 39°C in 5% CO2 in a humidified incubator. 

The basic culture medium consisted of α-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with ITS (10 

μg/mL insulin, 5.5 μg/mL transferrin, and 5 ng/mL selenium), 2 mM glutamine, 2 mM 

hypoxantine, antibiotics 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin, 50 µg/mL 

ascorbic acid, 3.0 mg/mL of bovine serum albumin (α-MEM+). The ovarian cortical 

fragments were cultured in control medium (α-MEM+) alone or supplemented with EGF 

(100µg/mL), PHA (10µg/mL) or both (EGF+PHA). Every 2 days, the culture medium was 

replaced with fresh medium. After six days of culture, the pieces of ovarian tissue were fixed 

overnight at room temperature in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS, 

pH 7.4) for histological studies. Additionally, fragments from each treatment were collected 

and stored at –80°C until extraction of total RNA. This experiment was repeated five times. 

After fixation, the ovarian fragments were dehydrated in a graded series of ethanol, 

clarified with xylene, and embedded in paraffin wax. For each piece of ovarian cortex, 7 µm 

sections were mounted on slides and stained with eosin and hematoxylin. Coded anonymized 

slides were examined under a microscope (Nikon, Tokyo, Japan) at x100 and x400 

magnification. The developmental stages of follicles were classified as primordial (one layer 

of flattened or flattened and cuboidal granulosa cells around the oocyte) or growing follicles 

(primary: one layer of cuboidal granulosa cells, and secondary: two or more layers of cuboidal 

granulosa cells around the oocyte). These follicles were further classified individually as 

histologically normal when an intact oocyte was present, surrounded by granulosa cells that 

are well organized in one or more layers, and have no pyknotic nucleus. Degenerated follicles 
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were defined as those with a retracted oocyte, that had a pyknotic nucleus and/or is 

surrounded by disorganized granulosa cells, which are detached from the basement 

membrane. The percentages of healthy primordial and developing follicles were calculated 

before (fresh control) and after culture in a particular medium. Furthermore, the follicular 

diameter of follicles on day 0 and day 6 days of culture, was determined as the mean of two 

perpendicular measures of each follicle, were examined under a microscope (SMZ 645,Nikon, 

Tokyo, Japan) at x100 and x400 magnification. 

To evaluate the effects of EGF, PHA and their combination on mRNA expression for 

TNF-α, TNFR-I and TNFR-II, 6-day cultured fragments from each treatment using cortical 

tissues from healthy and infected animals were collected and then stored at -80°C until 

extraction of total RNA. Total RNA extraction, reverse transcription reaction and 

quantification of mRNA were performed as described previously. The primers to perform 

amplification of TNF-α, TNFR-I, TNFR-II and housekeeping genes β-tubulin and β-actin 

(Table 1). The percentages of morphologically normal follicles, as well as those of primordial 

and developing follicles after 6 days of culture were subjected to Fisher´s exact test (P<0.05). 

Levels of mRNA for TNF-α, TNFR-I and TNFR-II in cultured fragments were analyzed by 

using the non-parametric Kruskal–Wallis test and Dunn’s test for post hoc pair-wise 

comparisons (P<0.05). Data were expressed as mean±sem. The differences were considered 

significant when P<0.05. 

 

Results  

 

Experiment 1: Influence of CAE on expression of mRNAs for BMP-15, GDF-9 and 

BMPR-IB in goat ovarian follicles. 
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The levels of mRNA for BMP-15 and GDF-9 in primordial / primary follicles from 

infected goats were significantly higher than those observed in follicles from healthy animals 

(Fig. 1A, C), P<0.05). However, the presence of CAE did not affect the levels of mRNA for 

BMPR-IB in primordial and primary follicles (Fig. 1B, P>0.05). On the other hand, the levels 

of mRNA for GDF-9 in secondary follicles from infected goats was significantly lower than 

those from healthy animals (Fig. 1F), P<0.05). No significant difference in the levels of 

mRNA for BMP-15 and BMPR-IB were observed in secondary follicles collected from 

healthy and infected animals (Fig. 1D, E, P>0.05). The levels of mRNA for BMP-15, BMPR-

IB and GDF-9 in COCs collected from healthy and infected goats did not differ significantly 

(Fig. 1G, H, I, P>0.05). In contrast, the expression of mRNA for BMP-15 in follicular walls 

collected from infected goats was significantly higher than those from healthy animals (Fig. 

1J, P<0.05), but no differences were observed in the expression of BMPR-IB and GDF-9 (Fig. 

1K, L, P>0.05). 

 

Experiment 2: Influence of CAE, PHA and EGF on activation of primordial follicles and 

on expression of TNFα and its receptors. 

After culturing of cortical tissue from infected and healthy goats, a total of 1,039 and 

1,113 preantral follicles were analyzed, respectively. Both for healthy and infected animals, 

histological analysis showed that ovarian fragments cultured in all tested media had reduced 

percentages of normal follicles when compared to uncultured control (Fig. 2, P<0.05). 

Furthermore, neither CAE nor in vitro treatments (EGF, PHA and EGF+PHA) influenced the 

percentage of morphologically normal follicles after culturing were observed (Fig. 2, P>0.05). 

Compared to uncultured control group, a significant reduction in the percentage of 

primordial follicles and increase of developing follicles was observed in all tested media after 

6 days of culture of cortical tissue from both healthy and infected goats (Fig. 3 and 4, 
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P<0.05). No significant effect of CAE, EGF, PHA or both EGF and PHA on primordial 

follicle activation was observed (Fig. 3 and 4, P>0.05).For both healthy and infected goats, 

after 6 days of culture, there was a significant increase in follicular diameter after culturing 

ovarian tissue in medium supplemented with EGF, when compared with the uncultured 

control and other treatments. However, when healthy and infected animals were compared, a 

significant increase in the diameters of primordial follicles cultured with PHA was observed 

(Table 2).  

After culturing ovarian tissue from healthy animals for 6 days in culture medium 

supplemented with EGF and PHA, a significant increase in the levels of mRNA for TNF-α 

was observed when compared to uncultured control (day 0) (Fig. 5A, P<0.05). In contrast, 

culturing ovarian tissue from infected animals in this medium reduced the expression of 

transcripts for TNF-α (Fig. 5B, P<0.05). Neither the CAE nor the presence of EGF, PHA or 

both in culture medium influenced the expression of mRNA for TNFR-I (Fig. 5C and D, 

P>0.05). In healthy animals, EGF reduced significantly the levels of mRNA for TNFR-II 

when compared to those levels observed in tissues cultured in control medium (Fig. 5E, 

P<0.05). No significant differences were observed among other treatments (Fig. 5E, P>0.05). 

In infected animals, the presence of both PHA and EGF in culture medium increased 

significantly the levels of mRNA for TNFR-II when compared to tissues cultured in control 

medium (Fig. 5F, P<0.05). No significant differences were observed among other treatments 

(Fig. 5F, P>0.05). 

 

Discussion 

The present study is the first to show that CAE alters the levels of mRNA for BMP-

15 and GDF-9 in goat ovarian follicles. The mRNA expression of BMP-15 and GDF-9 in 

primordial and primary isolated follicles was higher in infected than in healthy animals. 
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Previous study have already demonstrate the presence of CAEV in preantral follicles (SILVA, 

2006) and this study shows that the CAEV can influence the expression of BMP-15 and GDF-

9. TGF-β family proteins, such as BMPs and GDF-9, have been linked to the regulation of 

primordial follicles activation (MATZUK et al., 2002). BMP-15 have an important role in 

follicular activation, since its effect has been shown on the transition from primordial to 

primary follicles in mice (LEE et al, 2001; MOORE & SHIMASAKI, 2005), and goats 

(CELESTINO et al., 2011). Ewes with inactivating mutations in BMP-15 gene are completely 

infertile, having follicular development blocked at primary follicle stage (JUENGEL et al 

2002; HANRAHAN et al, 2004). In addition, GDF-9 can positively influence the transition of 

primordial follicles to primary follicles. Transgenic mice deficient for GDF-9 are infertile and 

the follicles do not develop beyond primary stage (MATZUK et al., 2002). This protein 

seems to act as a paracrine regulator of granulosa cell proliferation and differentiation into 

primordial follicles. The main activities of BMP-15 and GDF-9 in early folliculogenesis 

include stimulation of mitosis in the granulosa cells (YOSHINO et al., 2006; GUERIPEL et 

al., 2006). 

In secondary follicles, the expression of GDF-9 was significantly reduced in infected 

animals when compared with healthy animals, emphasizing that the effect of CAEV on GDF-

9 expression is dependent on follicular stage of development. In murine species, GDF-9 is 

essential for the formation of secondary follicles, since in rats with a knockout of the gene for 

GDF-9, follicular development beyond the primary stage was not observed (DONG et al., 

1996). Similarly, with spontaneous mutations inactivating sheep GDF-9 gene (HANRAHAN 

et al., 2004) and actively immunized against sheep GDF-9 had no preantral follicles 

developed at the stage of secondary follicles (JUENGEL et al., 2002). In goats, SILVA et al., 

(2004), evidenced that GDF-9 protein were found in the oocyte of all types of follicles and in 

the granulosa cells of primary, secondary, and antral follicles, but not primordial follicles. The 
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in vitro exposure of ovarian tissue to GDF-9 in rodents (NILSSON & SKINNER, 2003, 2002; 

WANG & ROY, 2004), goats (MARTINS et al., 2008) and women (HREINSSON et al., 

2002) promoted developmental progression of primary follicles. In addition, another study 

showed that GDF-9 promoted the growth of preantral follicles in vitro and suppressed 

apoptosis in granulosa cells (ORISAKA et al., 2006). In the stage of secondary follicle, GDF-

9 controls the biological function of inhibin and activin (ELVIN et al., 1999a,b). 

In follicular walls from antral follicles, an increase in the expression of mRNA for 

BMP-15 was observed in follicles from infected animal. Previously, ALI AL AHMAD et al. 

(2005) have shown the presence of CAEV in granulosa cells of antral follicles, but not in the 

oocyte. Recent studies in mice, pigs and humans have demonstrated that BMP-15 and GDF-9 

are expressed in granulosa and/or cumulus cells, but the oocyte is the main source of these 

factors in large antral follicles (MARGOULIS et al. 2009; SUN et al., 2010). CELESTINO et 

al. (2011) demonstrated that the levels of mRNA for BMP-15 in oocytes is many thousand 

times higher than in granulosa cells. Thus, we can hypothesize that this increase in expression 

of BMP-15 in follicular wall does not interfere with ovulation rate in goat with CAE. Previous 

studies showed a physiological relationship between lower biologically active concentrations 

of BMP-15 and higher ovulation rates after immunizing wild-type ewes against the entire 

mature BMP-15 protein (JUENGEL et al., 2002, McNATTY et al., 2007). Both the 

immunisation and mutation studies indicates that as the dose of biologically available BMP-

15 decreases, the ovulation rate increases until BMP-15 concentrations are too low to support 

follicular growth (McNATTY et al., 2004, 2007; FABRE et al. 2006). No difference in the 

levels of mRNA for GDF-9 and BMPR-IB were observed in follicular walls. Mutations in the 

BMPR-IB gene are directly correlated with increased ovulation rates in ovine species (YAN-

YADONG et al., 2005). Mutations in GDF-9 gene are related to reduced levels of mature 

protein or altered binding to cell surface receptors (McNATTY et al., 1997). Potential causes 
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of high rates of ovulation in heterozygote animals with the mutation in BMP-15 and GDF-9 

genes, as well as homozygous mutation in BMPR-IB, are early maturation of follicular 

development due to the increase of LH receptors in granulosa cells (HENDERSON et al. 

1987). 

After 6 days of culture, no effect of CAE, EGF and PHA were observed during 

primordial to primary follicle transition in vitro. These results are probably due to the use of a 

culture medium rich of nutrients, such as vitamins, carbohydrates, amino acids and minerals 

that have been successfully used to culture primordial follicles. Furthermore, the medium is 

supplemented with ITS that has been considered a stimulator of early follicle development 

during culture (WRIGHT et al.,1999; RODRIGUES et al., 2010; SILVA et al., 2011a,b; 

LIMA et al., 2012). However, EGF increased follicular diameter after culture of ovarian tissue 

from both infected and healthy animals. Previous study also demonstrated that EGF is able to 

promote an increase in follicle and oocyte diameter in caprine species (SILVA et al., 2004). 

When comparing the diameters of primordial follicles between infected and healthy animals, 

PHA was effective in stimulating an increase in follicular diameter. Cunha et al., (2013) 

demonstrated that PHA maintains the follicular viability and ultrastructure, and promotes the 

formation of antral cavity after 6 days of culture in vitro. 

An increase in the levels of mRNA for TNF-α was observed after culturing ovarian 

tissue in presence of both EGF and PHA in healthy animals, but this same treatment promoted 

a reduction in TNF-α transcripts in infected animals. Previous studies have demonstrated that 

TNF-α mRNA is detected in the synovial joint as early as early 6 days after infection with 

CAEV (LECHNER et al., 1997), and infected goats have elevated levels of TNF-α in serum 

(MDURVWA et al., 1994). Differences in the levels of TNF-α in serum can be related with 

the differences in TNF-α mRNA production after culturing ovarian tissue from healthy and 

infected animals. It has been demonstrated that CAEV infection may change the expression of 
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cytokines in macrophages. This finding suggests that CAEV may modulate the accessory 

functions of infected macrophages and the antiviral immune response in cultured ovarian 

tissue. Previous studies demonstrated that infected macrophages respond to this stimulation 

with a reduced expression of TNF-α (LECHNER et al., 1997). 

Culture of ovarian tissue in medium supplemented with both EGF and PHA promoted 

an increase in expression of mRNA for TNFR-II in infected animals, but not in those healthy. 

The production of TNF-α is controlled by positive and negative feedback. It has been shown 

that IL10 and prostaglandins inhibit transcription of mRNA for TNF-α (TRACEY et al., 

2008). The fact that EGF inhibits apoptosis, and stimulates proliferation of granulosa cells 

and synthesis of angiogenic factors (SHIMIZU et al., 2002) can be related with the difference 

in expression of TNF-α after culturing ovarian tissue in presence of EGF. 

In conclusion, CAE influences the expression of mRNA for BMP-15 and GDF-9 in 

goat ovarian follicles and PHA and EGF differentially regulate the expression of TNF-α and 

TNFR-II in cultured ovarian tissue. This suggests that the CAEV can influence follicle 

development in infected goats. 
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Table 1. Primer pairs used in real-time PCR. 

Target 

gene 
Primer sequence (5´ 3´) 

Sense (s), anti-

sense (As) 
Position 

GenBank 

accession no. 

β-Tubulin 
TTCATTGGCAACAGCACAGCCA 

TCGTTCATGTTGCTCTCAGCCT 

S 

As 

1100–1121 

1229–1250 

GI:11405273

0 

β-Actin 
ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT 

TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC 

S 

As 

187-211 

386-410 
GI:28628620 

PCNA 
TGCCGAGATCTCAGTCACAT 

TATGGCAACAGCTTCCTCCT 

S 

As 

566-586 

695-715 
GI:77735938 

GDF-9 
ACAACACTGTTCGGCTCTTCACCC 

CCACAACAGTAACACGATCCAGGTT 

S 

As 

332 – 356 

426-451 
GI:51702523 

BMP-15 
AAGTGGACACCCTAGGGAAA 

TTGGTATGCTACCCGGTTTGGT 

S 

AS 

237-257 

362-384 

GI: 8925958 

 

BMPR-IB 
TTTGGATGGGAAAGTGGCGT 

TGCAGCAATGAAGCCCAAGA 

S 

AS 

653–672 

792–811 

GI:19387658

1 

TNF-α 
CCACGTTGTAGCCGACATCA 

ATGAGGTAAAGCCCGTCAGC 

S 

AS 

466-485 

578-597 

GI:40269344

2 

TNFR-I 
CTGGTGATTGTCTTCGGGCT 

TGCCCGCAAATGATGGAGTA 

S 

AS 

936-955 

1020-1039 
GI: 2290397 

TNFR-II 
GTAGCTCAGAGGCGTCTTCC 

GCCGCTGCAAACATTGACA 

S 

AS 

102-121 

157 -175 
GI:2613148 
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Table 2. Follicle diameters in primordial and primary follicle in non-cultured tissue (day 0) and in tissue cultured for 6 days in days in α-MEM+ 

alone or with EGF, PHA or both, in healthy animals or affected by CAEV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(*)Differs significantly from control (P < 0.05) (P<0.05). 

(a, b) Differs significantly between treatments after 6 days of culture(P<0 .05).   

(A, B) Significant difference between infected and healthy animals (P<0.05).   

 

 

Follicles types Follicle diameters (mean + S.E.M.) 

  Day 0, 

(non-cultured) 

After 6 days culture 

   MEM PHA EGF PHA+EGF 

Primordial 
Healthy 27.4±0.8aA 26.8±0.7aA 

 

26.1±0.8aA 

 

32.2±0.4*bA 27.4±0.8aA 

  Infected 27.8±0.7aA 28.3±0.7aA 28.5±0.8aB 32.1±0.4*bA 27.8±0.6aA 

       

Primary 
Healthy 39.2±0.5aA 

 

39.2±0.7aA 39.0±0.6aA 44.0±0.3*bA 39.2±0.5aA 

 Infected 39.1±0.5aA 39.1±0.5aA 39.7±0.5aA 44.2±0.3*bA 39.2±0.5aA 
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Figure 1. Expression of mRNA for BMP-15, BMPR-IB and GDF-9 in different categories 

and follicular compartments in infected and healthy animals. (A-C) Primordial/primary 

follicles; (D-F) Secondary follicles; (G-I) COCs and (J-L) Follicular walls from antral 

follicles. * Significant difference 
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Figure 2. Percentage (mean ± SEM) of normal follicles in non-cultured tissues and tissues 

after culture for 6 days in α-MEM+ alone or with EGF, PHA or both, in intected and healthy 

animals. *Differs significantly from control (P < 0.05); A,B Differs significantly between 

treatments (P < 0.05); a,b Differs between healthy animals and affected by CAE (P < 0.05). 
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Figure 3. Percentage (mean ± SEM) of primordial follicles in non-cultured tissues and in 

tissues cultured for 6 days in α-MEM+ alone or with EGF, PHA or both, in infected and 

healthy animals. *Differs significantly from control (P<0.05); A,B Differs significantly 

between treatments (P < 0.05); a,b Differs between healthy animals and affected by CAE (P < 

0.05). 
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Figure 4. Percentage (mean ± SEM) of developing follicles in non-cultured tissues and in 

tissues cultured for 6 days in α-MEM+ alone or with EGF, PHA or both, in infected and 

healthy animals. * Differs significantly from control (P < 0.05); A,B Differs significantly 

between treatments (P < 0.05); a,b Differs between healthy animals and affected by CAE (P < 

0.05). 
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Figure 5. Levels of mRNA expression for TNF-α (A, B), TNFR-I (C, D) and TNFR-II (E, F) 

in non-cultured tissues and in tissues cultured for 6 days in α-MEM+ alone or with EGF, PHA 

or both, in infected  (A, C, E) and healthy (B, D, E) animal. a, b differs between treatments. (-

)  healthy animals, (+) = infected animals 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 O vírus da CAE altera os níveis de RNAm para BMP-15 e GDF-9  em folículos 

ovarianos caprinos, ou seja aumenta a expressão de RNAm de BMP - 15 e GDF - 9 em 

folículos primordiais e primários mas diminui a expressão de GDF - 9 em folículos 

secundários.  

 Animais positivos para CAEV apresentam maior expressão do RNAm para BMP- 15 

em paredes foliculares . 

 A CAE, o EGF e a PHA não interferem na transição de folículos primordiais para 

folículos primordiais in vitro durante o período de 6 dias de cultivo. 

 A presença de EGF, PHA ou ambos no meio de cultivo promove um aumento nos 

níveis de RNAm para TNF - α após o cultivo do tecido ovariano de animais saudáveis, 

mas proporciona uma redução nos transcritos de TNF - α no tecido ovariano cultivado 

de animais infectados. 

 A presença de EGF, PHA ou ambos no meio de cultivo promove um aumento na 

expressão do RNAm para o TNFR - II durante o cultivo de tecido ovariano de animais 

infectados, mas não nos animais saudáveis ; 
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8.PERSPECTIVAS 

 

            Os resultados deste trabalho são importântes para a compreensão dos efeitos da CAE 

durante o desenvolvimento folicular e ovulação, abrindo novas perspectivas para a utilização 

de material genético de animais de alto valor genético que, por ventura, estejam infectados 

pelo CAEV. Além disso, os dados dos estudos in vitro poderão ser utilizados para aperfeiçoar 

a elaboração e o fornecimento de meios de cultivo capazes de propiciar ótimas condições para 

um completo crescimento folicular e preservação da viabilidade celular.   
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