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Resumo

HAAS, Cristina Sangoi. Funcédo e regulacdo de membros da familia TGF beta no
crescimento folicular final e ovulagdo em bovinos. 2015. 43f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagédo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A foliculogénese culmina com a ovulacdo sendo que, em espécies monovulares,
apenas um foliculo é selecionado, enquanto que os demais entram em processo de
atresia. Uma vez que todos os foliculos encontram-se sob o mesmo ambiente
enddcrino, fica evidente que fatores produzidos no ovéario sdo reguladores do
crescimento e da diferenciacao. Neste contexto, destacam-se fatores pertencentes a
superfamilia dos fatores de crescimento transformantes beta (TGF-B) e seus
receptores. Apesar da grande relevancia, a real funcdo dos TGF-B na fisiologia
ovariana ainda nao foi elucidada. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo
avancar no entendimento da funcao e regulacéo de fatores locais no ovario bovino,
avaliando a funcéo do fator de crescimento e diferenciacado 9 (GDF9) no crescimento
folicular final. Além disso, objetivou-se caracterizar a expressdo de membros da
familia TGF-B, em especial as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e seus
receptores, na luteinizagdo e ovulacdo em bovinos. Em um primeiro experimento, a
injecado intrafolicular de GDF9 em foliculos dominantes (9+£0,2 mm de diametro), nas
concentracdes finais de 100 ou 1000 ng/mL, néo teve efeito sobre o crescimento
folicular final, estro e ovulacdo (P>0,05). No segundo estudo, utilizando células da
granulosa provenientes de foliculos pré-ovulatorios (>12 mm), coletados in vivo em
diferentes momentos (0, 3, 6, 12 e 24 h) apés aplicacdo i.m de GnRH, a expresséao de
RNAmM das BMPs 1 e 4 néo foi regulada. Por outro lado, a expressdo de BMP2
aumentou significativamente 3 e 6 h apés GnRH (P<0,05). A expressdo dos
receptores BMPR2 e TGFBR1 aumentou significativamente 12 h apds tratamento,
enquanto que os receptores BMPR-1A e -1B foram mais expressos 0 e 12 h apés
GnRH. Os niveis de progesterona no fluido folicular decresceram linearmente com o
aumento da expressdo de BMPR-1A (R%=0,49) e -1B (R?=0,5). O aumento na
expressdo de TGFBR1 determinou uma diminuicdo quadratica nos niveis de
progesterona (R?=0,45). O aumento na expressdo de BMP2 (R?=0,4) e BMPR1A
(R2=0,28) determinou um aumento na concentracdo de estradiol, apresentando efeito
linear e quadrético, respectivamente. Por outro lado, os niveis de estrégeno
decresceram linearmente com o aumento na expressdo de BMPR2 (R?=0,31). Os
dados sugerem que a elevacdo nos niveis de GDF9 em foliculos diferenciados nédo
altera o destino dos mesmos. A expressao da BMP2 est4 associada a maiores niveis
de estradiol, enquanto que a expresséao dos receptores de BMPs sugere uma inibigéo
no processo de luteinizacédo. A elucidacdo do papel dos fatores locais na fisiologia
ovariana contribui com o entendimento de patologias reprodutivas e desenvolvimento
de tecnologias com fins de contracepc¢éao ou aumento da taxa ovulatoria.

Palavras-chave: BMP15; BMP; GDF9; fatores locais; foliculogénese; ovulacao



Abstract

HAAS, Cristina Sangoi. Function and regulation of TGF beta members during
final follicular growth and ovulation in cattle. 2015. 43f. Dissertation (Master
degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Antral follicle development culminates with ovulation and, in monovulatory species,
only one follicle is selected to grow whereas all the others undergo atresia. During
these processes, all the follicles are under the same endocrine environment, indicating
the participation of locally produced factors in the regulation of follicular growth and
differentiation. In this context, the involvement of transforming growth factors-beta
(TGF-B) family members and their receptors is highlighted. Despite their high
relevance, the real functions of TGF-B proteins in ovarian physiology is still poorly
understood. In this regard, the aim of this study was to gain insight into the function
and regulation of ovarian factors, investigating the function of growth and differentiation
factor 9 (GDF9) during dominant follicle growth. Furthermore, we tested the hypothesis
that TGF- members, especially bone morphogenetic proteins (BMPs) and their
receptors are regulated during luteinization and ovulation processes in cattle. In a first
experiment, the intrafollicular injection of GDF9 in dominant follicles (9+0.2 mm
diameter) at final concentrations of 100 and 1000ng/mL did not affect follicular growth,
estrus manifestation and ovulation (P>0.05). In a second study, using granulosa cells
from preovulatory follicles (>12mm), collected in vivo at different time-points (0O, 3, 6,
12 and 24 h) after GnRH treatment, mRNA expression of BMPs 1 and 4 was not
regulated. By the other size, BMP2 expression was significantly upregulated at 3 and
6 h (P<0.05). The mRNA expression of BMPR2 and TGFBRL1 increased 12 h after
GnRH treatment (P<0.05), whereas the receptors BMPR-1A and -1B were more
expressed at the moment (0 h) and 12 h after GnRH injection. Follicular fluid
progesterone concentrations decreased linearly with increased BMPR-1A (R?=0.49)
and -1B (R?=0.5) mRNA expression. The increase in TGFBR1 had a negative
quadratic effect on progesterone concentration (R?=0.45). The increase in BMP2
(R?=0.4) and BMPR1A (R?=0.28) determined an increase in estradiol, having linear
and quadratic effects, respectively. By the other side, follicular fluid estradiol
concentrations decreased linearly with increased BMPR2 (R?=0.31) expression.
Collectively, the results suggest that increasing the levels of GDF9 in differentiated
follicles does not affect their fate. BMP2 expression is associates to high levels of
estradiol in follicular fluid, whereas BMPRs expression suggests an inhibitory effect on
luteinization. Elucidating the functions of local factors in ovarian physiology would allow
to better understand pathological processes and the development of technologies for
contraception or, paradoxally, to increase ovulation rates.

Key-words: BMP15; BMP; GDF9; local factors; contraception; folliculogenesis;
ovulation
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1 Introducéo

A foliculogénese antral culmina com a ovulacdo, sendo controlada
primariamente por mecanismos endocrinos bem estabelecidos, o que se deve a
estudos pioneiros acerca da dindamica de crescimento folicular, através de
ultrassonografia aliada as dosagens hormonais. Em espécies monovulares, a
emergéncia folicular caracteriza-se pelo crescimento de um grupo de foliculos
recrutados através da elevagcdo dos niveis do horménio foliculo-estimulante (FSH).
Desse grupo de foliculos, apenas um é selecionado para continuar o desenvolvimento
(dominante), enquanto que os demais regridem no processo de atresia (subordinados)
(GINTHER et al., 1996). Uma vez que todos os foliculos encontram-se sob os mesmos
niveis de gonadotrofinas no momento da emergéncia e selecao folicular, os fatores
produzidos localmente no ovario sédo considerados reguladores do ambiente folicular
local, auxiliando na determinacgéo do destino de cada foliculo: regressédo ou ovulagao
(GINTHER et al., 1996), em parte pela regulacdo da diferenciacdo das células da
granulosa.

Dentre os fatores produzidos e regulados localmente, pode-se citar o fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) e suas proteinas de ligacdo (IGFBPs). O
sistema IGF ja foi amplamente estudado, sendo conhecidas sua regulacéao e funcao
no ovario bovino (MONGET et al., 2002). Além deste sistema, outras proteinas
produzidas nas células foliculares e nos odcitos tém despertado a atencao de diversos
grupos de pesquisa. Neste contexto, destacam-se alguns fatores como os membros
da superfamilia dos fatores de crescimento transformantes beta (TGF-(; revisado por
(KNIGHT & GLISTER, 2006), especialmente a proteina morfogenética d6ssea 15
(BMP15) e o fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9), juntamente com seus
receptores. Enquanto o GDF9 e a BMP15 parecem regular principalmente a
diferenciacao folicular (SPICER et al., 2008; MCNATTY et al., 2009), outros membros
da mesma familia, como as BMPs 4, 6 e 7, embora menos estudados, parecem atuar
como importantes reguladores da esteroidogénese (GLISTER et al., 2004). Nosso
grupo demonstrou a regulacao das BMPs 1, 2, 4 e 6 (dados néao publicados) e dos
receptores de GDF9 e BMP15 (BMPR2,TGFBR1 e BMPR1B)(GASPERIN et al.,2014),
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durante o divergéncia folicular. Porém, pouco se sabe sobre a regulagdo e funcao das
BMPs no crescimento folicular final.

As proteinas BMP15 e GDF9 parecem atuar em sinergia na regulacdo das
funcdes ovarianas (GALLOWAY et al., 2000; JUENGEL, 2002; HANRAHAN et al.,
2004). Sao consideradas moduladoras da foliculogénese e fertilidade (JUENGEL et
al., 2004a), além de indispensaveis para o desenvolvimento do ovério, uma vez que a
auséncia das mesmas resulta em infertilidade (GALLOWAY et al., 2000). A estas
proteinas foram atribuidas funcdes no desenvolvimento folicular, na maturacéo
oocitéaria, producdo de esteroides, expressdao de receptores de gonadotrofinas e
determinacao do numero de foliculos ovulatorios (CHANG et al., 2013). Ha evidéncias
de que estes fatores podem estar envolvidos nos processos de luteinizacdo e
ovulacdo (JUENGEL et al., 2004a), embora esta hipétese ndo tenha sido investigada
em espécies monovulares.

Quanto aos receptores de BMPs, importantes fungées no controle do
crescimento e regressao folicular foram atribuidas, em especial para o receptor tipo 1
da BMP15, o BMPR1B. Uma mutacdo que altera a sinalizacdo deste receptor esta
associada a aumento na taxa ovulatéria em ovinos, sendo que a introducdo desta
mutacdo em rebanhos possui um efeito direto na producédo animal, por aumentar o
ndamero de cordeiros nascidos (MULSANT et al., 2001; SOUZA et al., 2001). Além
disto, tanto o BMPR1A quanto o BMPR1B parecem atuar conjuntamente no controle
do crescimento e regressao folicular, evitando a formacéo de tumores (EDSON et al.,
2010).

Uma vez que membros da familia TGF- 8 sintetizados no foliculo atuam em
sinergia ou, muitas vezes, como antagonistas, € necessario investigar nao apenas
proteinas expressas pelo odécito, mas também as produzidas por outras células
foliculares. Neste contexto, diferencas na regulacdo e funcdo dos TGFs e seus
receptores tém sido descritas nas diferentes espécies, estando associadas ao
desenvolvimento da foliculogénese, ovulacdo e Iuteogénese (ERICKSON &
SHIMASAKI, 2003; KNIGHT & GLISTER, 2006). Entretanto, a identificacdo da
expressdo e da regulacdo dos membros da familia TGF-B e seus respectivos
receptores nas células foliculares apds o pico pré-ovulatorio de GnRH/LH ainda é

desconhecida.
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Experimentos funcionais in vivo sdo necessarios para melhor estabelecer a
regulacdo e funcao fisiolégica dos fatores locais e seus receptores ao longo da
foliculogénese. Nesse contexto, o bovino fornece um modelo in vivo bastante
adequado para o estudo de eventos relacionados a selecédo folicular e manipulacéo
individual do foliculo. Deste modo, possibilita estudar a importancia de determinado
fator, para posterior utilizacdo deste conhecimento, promovendo um ganho em termos
de producéo e aplicacéo pratica na reproducao.

Com base no acima exposto, 0 presente estudo teve por objetivo avancar no
entendimento da funcdo e regulacéo de fatores locais no ovéario bovino, avaliando a
funcao do fator de crescimento e diferenciagéo 9 (GDF9) no crescimento folicular final.
Além disso, testou-se a hipotese de que os membros da familia TGF-3, em especial
as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) 1, 2, 4 e 6 e receptores associados, sédo
regulados durante o processo de luteinizagdo e ovulagcdo em bovinos. A elucidacao
da funcao dos fatores locais pode contribuir no entendimento de patologias ovarianas
nas diferentes espécies e no desenvolvimento de tecnologias que tenham por objetivo

a contracepcéo, ou aumento da taxa ovulatorio.



2 Revisao da Literatura

2.1 Controle endécrino da foliculogénese antral

A formacéo do gameta feminino (oogénese) e a foliculogénese sao processos
simultaneos que culminam na ovulacdo e liberagdo de um odécito maduro. A
foliculogénese é dividida em pré-antral, que vai desde a formacdo dos foliculos
primordiais, passando pelas fases de foliculo primario e secundario; e antral, a partir
da formacao dos foliculos terciarios (antrais). O numero de foliculos primordiais, que
compdem a reserva de células germinativas, ja se encontra estabelecido nas gbnadas
ao nascimento. Esses foliculos permanecem em estado de quiescéncia até a sua
ativacao ao longo da fase reprodutiva da fémea, sendo que uma vez ativados séo
destinados a ovulacdo ou atresia, levando a uma perda constante de células
germinativas ao longo da vida. Este desenvolvimento pré-antral € controlado por
fatores autdcrinos/paracrinos, produzidos localmente nos ovarios (VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005).

Apébs a puberdade, o ciclo estral ocorre devido a uma sequéncia de eventos,
em intervalos regulares, até que aconteca o seu bloqueio, como em caso de gestacéo
ou de periodos de anestro fisiologico (devido ao fotoperiodo, a lactacéo, etc) ou
patolégico. O crescimento folicular antral na espécie bovina ocorre em ondas, tendo
como principal regulador os fatores endodcrinos. Deste modo, € regulado
principalmente pelas gonadotrofinas hormdonio foliculo estimulante (FSH) e hormonio
luteinizante (LH), além de seus receptores (FSHR e LHCGR) e esterdides ovarianos.
As ondas foliculares iniciam com a emergéncia em resposta a elevagéo dos niveis de
FSH, o qual estimula o recrutamento de um grupo de foliculos antrais pequenos
(ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 1996), que sédo dependentes de gonadotrofinas.
Esses foliculos recrutados, em crescimento, secretam estradiol que ocasiona a
reducéo dos niveis de FSH.

Nestas condi¢cdes enddcrinas, com a diminuicdo dos niveis de FSH, apenas
um foliculo deste grupo € selecionado para continuar o desenvolvimento (foliculo

dominante), completar a maturacdo e ovular (na presenca de baixos niveis de



14

progesterona), enquanto que os demais entram em atresia (foliculos subordinados)
durante o processo conhecido como divergéncia folicular (GINTHER et al., 1996). A
diferenciacdo do foliculo dominante em fémeas bovinas Bos taurus taurus ocorre
guando esta estrutura atinge diametro aproximado de 8,5 mm, quando as células da
granulosa passam a expressar receptores de LH (LHCGR), embora maior expressao
seja observada em foliculos a partir de 9 mm (GASPERIN et al., 2015). Cabe ressaltar
gue apenas foliculos dominantes selecionados em um ambiente com niveis de
progesterona decrescentes, irdo ovular em consequéncia do aumento dos niveis de
LH.

Considerando que todos os foliculos da mesma onda estéo sob influéncia dos
mesmos hormdnios endocrinos,, os fatores produzidos pelas células foliculares séo
cruciais no processo de selecdo e diferenciacdo do foliculo dominante (EVANS &
FORTUNE, 1997). Sendo assim, 0s 04citos e demais células foliculares participam da
regulacao da fungéo ovariana produzindo fatores que atuam regulando o crescimento
e diferenciacdo (EPPIG et al., 1997; OTSUKA et al., 2001b; CHANG et al., 2013)

2.2 Participacéo dos fatores oocitarios na foliculogénese

Nos mamiferos, a selecdo folicular e consequente taxa de ovulacdo séo
determinadas pela interacdo de mediadores enddcrinos e paracrinos (locais). Entre os
fatores produzidos pelas células ovarianas, destacam-se os membros da superfamilia
dos fatores de crescimento transformantes beta (TGF-$) (JUENGEL et al., 2004a), em
especial a BMP15 e o GDF9 (KNIGHT & GLISTER, 2006), expressos principalmente
pelos o06citos, e seus respectivos receptores. Os dados presentes na literatura
demonstram funcfes distintas das proteinas oocitarias em diferentes espécies e
modelos utilizados (MCNATTY et al., 2005; SPICER et al., 2006). Membros da familia
TGF-B, em especial os BMPs, possuem func¢des reguladoras nos ovarios de
mamiferos, como recrutamento de foliculos, proliferacdo celular, sintese de
esteroides, atresia, ovulagao, luteinizacdo e formacao do corpo lateo, além de agir em
vias de sinalizacédo das gonadotrofinas, como o FSH (revisado por (KRISTENSEN et
al., 2014)

O GDF9 e a BMP15 séo capazes de regular tanto a foliculogénese pré-antral
como a antral. Odécitos bovinos apresentam um padrdo elevado de expressao de

RNAmM de BMP15 e GDF9, porém, sem regulacdo ao longo do desenvolvimento
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folicular antral (CAIXETA et al., 2009). Contudo, durante o desenvolvimento pré-antral,
atuam sinergicamente e sdo essenciais na transicdo do foliculo primario para
secundario, fato que foi demonstrado através de mutacfes espontaneas em ovinos
que, em homozigose, na auséncia de proteina funcional, estdo associadas a
esterilidade (GALLOWAY et al., 2000; HANRAHAN et al.,, 2004). Além disso, a
administracdo de GDF9 em ratas imaturas induz a progresséo de foliculos primordiais
e primarios (VITT et al., 2000). Em contrapartida, a diminuicdo da expresséo
de GDF9 leva a reducdo do numero de foliculos funcionais nos ovarios de ratas
(CHOUDHURY & KHOLE, 2015).

Na regulacédo da foliculogénese antral, ambas as proteinas foram associadas a
determinacdo da taxa de ovulacdo, diferenciacdo folicular, maturacdo oocitaria,
regulacdo da sintese de esteroides e da expressao de receptores de gonadotrofinas
(EPPIG et al., 1997; OTSUKA et al., 2001b; CHANG et al., 2013). Também regulam a
proliferacdo, expansdo, o metabolismo e a apoptose das células do cumulus
(GILCHRIST et al., 2008). Além disto, foi demonstrado que o GDF9 e a BMP15
previnem a luteinizacdo prematura (SPICER et al., 2008).

Grande parte do conhecimento acerca das funcdes das proteinas oocitarias na
foliculogénese antral em ruminantes foi obtido através das mutacfes espontaneas
inativadoras nos genes BMP15 e GDF9 que, em heterozigose, com a reducdo nos
niveis funcionais das proteinas, induzem superovulacdo (GALLOWAY et al., 2000;
HANRAHAN et al., 2004). Os dados obtidos a partir dos diferentes genoétipos destas
mutacdes sugerem que estas proteinas sao indispensaveis no desenvolvimento
folicular inicial mas, posteriormente, atuam como inibidores da diferenciagéo folicular
(JUENGEL et al., 2009). Acredita-se que a diminui¢éo nos niveis de BMP15 funcional,
nos casos em que apenas um alelo do gene é inativado, induza a diferenciacdo
precoce dos foliculos, resultando em maior responsividade ao LH nas células da
granulosa (MCNATTY et al., 2009).

De forma similar ao observado nos casos de mutagdes em heterozigose, a
imunizacao contra BMP15 e GDF9 durante curto periodo promoveu aumento na taxa
ovulatéria em ovinos e bovinos (JUENGEL et al., 2004b; JUENGEL et al., 2009). A
diminuicdo da disponibilidade das proteinas alterou a taxa ovulatoria sem efeitos
negativos na fecundacdo, no desenvolvimento embrionario e na manutencdo da
gestacdo em ovinos (JUENGEL et al., 2004b). Estes dados demonstram a viabilidade

de utilizar a manipulacéo dos fatores oocitarios para obter incremento produtivo.
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Por outro lado, a imunizagdo passiva, utilizando anticorpos que bloqueiam a
atividade do GDF9 ou BMP15, afetou negativamente a ovulacdo, funcao luteal e
sintese de progesterona (JUENGEL, 2002). Ainda, a imunizacdo contra tais proteinas,
por periodos prolongados, causou um bloqueio no desenvolvimento folicular em
ovinos (MCNATTY et al., 2007). Sendo assim, pode-se supor a possibilidade de
promover contracepcédo através do bloqueio da atividade do GDF9 e/ou BMP15.

Em humanos, alteracdes no padrao fisioldégico de expressao do sistema BMP
parecem estar associadas a faléncia ovariana precoce (DIXIT et al., 2006). Em odcitos
e células da granulosa de mulheres, os niveis de expressao de BMP15 e GDF9 varia
conforme o desenvolvimento folicular. Em pacientes com a sindrome do ovario
policistico, ocorre reducdo da expressao destas proteinas na fase folicular inicial em
comparacao a ovarios normais (WEI et al., 2014). Ademais, uma mutacdo no GDF9
em mulheres jovens foi associada a reserva ovariana diminuida devido a reducédo da
producédo da proteina na sua forma madura, o que levou a diminui¢cédo no efeito indutor
do GDF9 na proliferacdo de células da granulosa humana em cultivo in vitro (WANG
et al., 2013).

A gquantificagdo de GDF9 no fluido folicular foi realizada em humanos, sendo
os niveis da proteina madura positivamente correlacionados a maturacdo nuclear e
qualidade embrionéria, e negativamente correlacionados aos niveis de progesterona
no fluido folicular (GODE et al., 2011). Em primatas, os niveis de GDF9 no fluido
folicular ndo foram alterados ap6s a inducdo da ovulacdo com hCG (DUFFY, 2003).
No fluido folicular de bovinos esta proteina foi detectada em abundéancia, no entanto
nao diferiu entre os foliculos dominantes e subordinados (dados nao publicados). Ao
nosso conhecimento, ndo ha estudos manipulando os niveis de GDF9 no ambiente

folicular, o que poderia auxiliar na identificacdo da funcéo desta proteina.

2.3 Proteinas morfogenéticas 0sseas expressas nas celulas foliculares

Além das proteinas BMP15 e GDF9, sintetizadas principalmente pelo odécito,
outras BMPs também parecem desempenhar fun¢des no controle da foliculogénese.
Recentemente, nosso grupo demonstrou a regulacédo das BMPs 1, 2, 4 e 6 (dados néo
publicados) durante a divergéncia folicular, onde o padréo de expressao da BMP4
sugere uma funcdo na proliferacdo celular e/ou esteroidogénese, enquanto que a

BMP2 parece néo ser regulada no periodo proximo a divergéncia folicular. Entretanto,
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a regulacéo destas proteinas e de seus receptores durante o processo de luteinizacéo
e ovulacdo em bovinos é desconhecida.

Ha evidéncias do envolvimento das BMPs no remodelamento da matriz
extracelular e regulacdo da esteroidogénese ovariana. Algumas BMPs foram pouco
estudadas, como a BMP1 que foi descrita no ovario, sendo negativamente regulada
durante o crescimento folicular final, apresentando uma atividade de colagenase in
vitro (CANTY-LAIRD et al., 2010), o que sugere um envolvimento na ovulagao.

A BMP2 parece desempenhar um papel regulador no desenvolvimento do
foliculo dominante. Selvaraju et al. (2013), observaram uma maior expressao de
BMP2 e BMPR2 na fase de dominancia em relacdo a fases anteriores de
desenvolvimento. Além disso, a BMP2 estimulou a sintese de estradiol pela granulosa
bovina, enquanto inibiu a sintese de progesterona. Estes dados estdo de acordo com
a hipétese de que as BMPs podem atuar como inibidores da luteinizagé@o precoce.
Outras BMPs também estdo fortemente associadas a esteroidogénese, como as
BMPs 4, 6 e 7 que, em cultivo de células da granulosa aumentam a sintese de
estradiol estimulada por IGF (GLISTER et al., 2004). Por outro lado, a BMP4 suprime
a sintese de progesterona inibindo a expressdo do gene da enzima steroidogenic
acute regulatory protein (StAR) (YAMASHITA et al., 2010), responsavel pela
internalizagdo de colesterol na mitocondria. Em ratas, a BMP6, do mesmo modo que
a BMP15, diminui a resposta das células da granulosa ao FSH (OTSUKA et al.,
2001a), enquanto que na granulosa bovina, a BMP6 inibe a expressao de importantes
enzimas esteroidogénicas como a cholesterol side-chain cleavage (CYP11Al),
HSD3B e aromatase (CYP19A1) (KAYANI et al., 2009). Em cultivo primario de células
da teca bovina, as BMPs 4, 6 e 7 inibiram fortemente a sintese de andrégenos,
principalmente através da supressdo da enzima 17-alpha-hydroxysteroid
dehydrogenase (GLISTER et al., 2005).

Com base no acima exposto, ha evidéncias suficientes para inferir sobre uma
participagdo das BMPs na regulagdo da esteroidogénese em eventos como
luteinizacédo e lutedlise. Corroborando com esta hipotese, recentemente demonstrou-
se que as BMPs 2, 4 e 6 sdo mais expressas em corpos luteos de mulheres durante
a lutedlise, sendo negativamente reguladas por hCG (NIO-KOBAYASHI et al., 2015).
Coletivamente, a maioria dos dados sugerem que as BMPs e seus receptores atuam
regulando negativamente a sintese se progesterona, o que sugere que as mesmas

estejam envolvidas na transicdo da sintese de estrogeno para progesterona,
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estimulada pelo pico ovulatério de LH. Entretanto, até o presente momento, esta
hip6tese ainda néo foi testada.

2.4 Receptores de TGF-B na foliculogénese antral

A regulacdo da expresséo de algumas BMPs e de seus receptores em foliculos
antrais foi avaliada em roedores (ERICKSON & SHIMASAKI, 2003), suinos (PARADIS
et al., 2009) e bovinos (GLISTER et al., 2010). Um sistema funcional de sinalizacao
dos BMPs pelos receptores BMPR1A, BMPR1B, e BMPR2 esta presente nos foliculos
antrais bovinos e desempenha um papel no desenvolvimento ou na diferenciagéo das
células foliculares de bovinos (FATEHI et al., 2005). A sinalizacdo da BMP15 e GDF9
inicia através do mesmo receptor BMPR2 (GILCHRIST et al., 2008). Apés a ligacao
ao receptor tipo 2, a BMP15 sinaliza por meio do receptor BMPR1B (também
conhecido como ALK6) (MOORE et al., 2004). J& o receptor tipo 1 do GDF9 € o
TGFBR1 (conhecido também como ALK5) (MAZERBOURG et al., 2004). Apds ligacéo
ao receptor tipo 2, e consequente fosforilacdo do tipol, a sinalizacdo ocorre a partir
da ativacao das “similar to mothers against decapentaplegic” reguladas por receptores
(R-SMADs) que, isoladamente, ou em combinagdo a outros fatores, regulam a
expressao génica.

Uma mutacéo no receptor tipo 1 BMPR1B (ALK®6), envolvido na sinalizacdo da
BMP15, e das BMPs 2 e 4, foi identificada em ovelhas estando associada a um
marcado incremento na taxa ovulatoria (MULSANT et al., 2001; SOUZA et al., 2001).
Além disso, demonstrou-se recentemente que o knockout dos receptores BMPR-1A e
-1B em camundongos induz a tumores ovarianos na maioria dos animais (EDSON et
al., 2010), sugerindo uma importante funcdo na regulacdo do desenvolvimento e
regressao dos foliculos.

Jayawardana et al. (2006) demonstraram maior expressdo de BMPR2 e
BMPR1A na granulosa de foliculos bovinos pré-ovulatorios (diametro médio de 15
mm) em comparagado aos obtidos antes da divergéncia (diametro médio de 7,7 mm).
Ainda, demonstraram que estradiol e FSH em combinacéo estimulam a expressao dos
dois receptores e o FSH isoladamente diminuiu a expressao destes genes. Ja Glister
et al. (2010) utilizando foliculos classificados pelo didametros, sem considerar a
viabilidade folicular, demonstraram pouca regulacéo dos receptores de BMPs.
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Em um estudo recente, nosso grupo demonstrou que a expressdo de RNAm
dos receptores do GDF9, BMPR2 e TGFRB1, néo € diferentemente regulada nas
células da granulosa de foliculos dominantes e subordinados no dia 4 da onda folicular
(GASPERIN et al., 2014). Em contrapartida, no mesmo estudo, demonstrou-se que o
BMPR1B é mais expresso em foliculos subordinados atrésicos e apés o bloqueio dos
receptores de estrogeno e tratamento com FGF10, potente inibidor do
desenvolvimento folicular. Portanto, pode-se inferir que a mutacdo no receptor
BMPR1B, além de estar associada a foliculos responsivos ao LH precocemente
(MCNATTY et al., 2009), também pode influenciar na resisténcia a atresia.

Além da participagdo dos receptores de BMPs no desenvolvimento folicular, hé
evidéncias de fun¢des durante a lutedlise. Em células luteais humanas, o tratamento
com hCG diminui a expresséao dos receptores BMPR1A, BMPR1B, BMPR2 in vitro,
sugerindo que estes estdo envolvidos na regressao do corpo luteo (NIO-KOBAYASHI
et al., 2015). Portanto, estas evidéncias sugerem que os receptores de BMPs também
sdo regulados negativamente apos o pico ovulatério de LH, uma vez que neste
periodo que antecede a ovulacgdo, inicia-se a sintese de progesterona pelas futuras
células luteais.

Apesar da regulacao das BMPs e de seus receptores ja ter sido investigada ao
longo do desenvolvimento folicular e lutedlise, a regulacdo dos mesmos nas células
da granulosa de foliculos pré-ovulatorios estimulados ou ndo com GnRH, ainda é
desconhecida. A identificacdo da expresséo e da regulacdo dos membros da familia
TGF-B e seus respectivos receptores nas células representa uma alternativa para
inferir sobre suas funcdes no periodo periovulatério e na luteinizacéo.

Em espécies monovulares, a regulacdo e funcdo dos fatores locas produzidos
no ovario ainda nao estao claras. Devido a isso o estudo da regulacdo destes fatores
no periodo pré-ovulatorio fornecera subsidios para melhor compreendermos funcdes
elementares como esteroidogénese e luteogénese, assim como a interacdo dos
mesmos com horménios ja conhecidos, como a progesterona e o estradiol. A
associacdo do uso de modelos in vivo se torna uma importante ferramenta para
elucidar mecanismos fisiologicos de sistemas locais ovarianos em eventos

reprodutivos.



3 Metodologia

Os procedimentos envolvendo animais foram avaliados e aprovados pela

Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA-UFPel, registro n° 3531).

3.1 Experimento 1: Efeito da injecédo intrafolicular de GDF9 sobre o crescimento

do foliculo dominante e ovulacao.

O primeiro experimento teve por objetivo avaliar a fungdo do fator de
crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9) no crescimento folicular final e ovulacdo em
bovinos. Testou-se a hipdtese de que a injecdo intrafolicular de GDF9 inibe a
diferenciagao folicular, afetando o crescimento folicular final e a ovulagdo nesta
espécie.

Foram utilizadas 10 fémeas adultas ciclicas, ndo lactantes e ndo gestantes, da
raca Jersey, com condigdo corporal = 3 (escala de 1-5). Estes animais foram
submetidos a um protocolo hormonal de sincronizagéo de estro (Zoetis, S&o Paulo,
Brasil) que consistiu de uma aplicacdo de prostaglandina F2a (25 mg, i.m.), 2 mg de
benzoato de estradiol e um implante intravaginal de liberacéo lenta contendo 1 g de
progesterona, para induzir a regressao folicular e uma nova onda de crescimento. O
implante intravaginal permaneceu por 7 dias, até que os foliculos em crescimento
atingissem diametro entre 8,5 e 9,5 mm.

Foram realizadas, no minimo, duas avalia¢cdes de diametro folicular através de
ultrassonografia transretal utilizando transdutor linear de 6 MHz (Pie Medical
AquilaVet, Maastricht, The Netherlands) antes da administragéo do tratamento para
garantir que os foliculos estavam em crescimento. Todas as estruturas maiores que 6
mm foram identificadas e desenhadas em trés cortes esquematicos dos ovarios. As
fémeas bovinas foram submetidas a tratamento intrafolicular com PBS (grupo
controle; n=3) ou GDF9 recombinante humano (GDF9rh; Sigma Aldrich) nas
concentracodes finais de 100 (n=3) ou 1000 (n=4) ng/mL. As doses de GDF9rh foram
determinadas multiplicando-se por dez as doses efetivas observadas in vitro
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(MOTTERSHEAD et al., 2011). Previamente a injecao intrafolicular, os animais foram
submetidos a limpeza perineal e anestesia epidural, utilizando 3 mL de lidocaina a
2%. Os procedimentos de injecdo intrafolicular foram realizados conforme
FERREIRAEet al. (2007). Brevemente, este procedimento foi realizado com auxilio de
um equipamento de ultrassom acoplado a uma sonda vaginal de 5 MHz. Utilizou-se
um sistema com duas agulhas estéreis, uma interna (25G) e outra externa (20G), na
qual a agulha externa foi introduzida no ovario até uma distancia de aproximadamente
2 mm do foliculo de interesse. Nesse momento, a agulha interna foi inserida até ser
visualizada no interior do foliculo. A injecdo foi confirmada através da visualizacdo de
um turbilh&o no interior do foliculo. Os foliculos injetados foram acompanhados a cada
24 h até a regressao, ou a manifestacao de estro e ovulacéo espontanea. A ovulacéo
foi caracterizada pelo desaparecimento do foliculo tratado entre duas avaliacdes, apos
manifestacéo de estro.

Para a injecao intrafolicular, o volume total administrado foi adequado com base
no volume de fluido folicular total. Esse volume foi estimado pela equacdo de
regressao linear V=-685,1+120,7D, em que “V” corresponde ao volume em microlitros
e “D” ao didmetro do foliculo a ser injetado em milimetros (FERREIRA et al., 2007). A
concentragdo inicial de GDF9rh era dez vezes maior do que a concentragéo final
desejada no interior do foliculo, uma vez que foi injetado um volume equivalente a um

décimo do volume total de fluido folicular.

3.2. Experimento 2: Expressdo de membros da familia TGF beta e de seus
receptores nas células da granulosa apés a inducéo da ovulagdo com GnRH

O objetivo do segundo experimento foi investigar a regulacéo de fatores da
familia TGF-B e dos seus receptores durante a ovulacdo. Testou-se a hipdtese de que
estes fatores sdo regulados nas células da granulosa durante o processo de
luteinizacdo e ovulacao induzidos por GhnRH em bovinos.

Para caracterizar a expressao das proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) 1,
2,4 e 6 e dos receptores BMPR2, TGFR1, BMPR1A e BMPR1B durante a ovulacéo,
foram utilizadas amostras provenientes de um banco de fluido e células da granulosa
provenientes de foliculos com mais de 12 mm coletados nos momentos 0 (n=4), 3
(n=5), 6 (n=5), 12 (n=5) e 24 (n=4) horas apos a administracdo i.m. de GnRH
(SANTOS et al., 2012).
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Brevemente, essas amostras foram coletadas a partir de vacas ciclicas, nao
gestantes e ndo lactantes das ragas Hereford e Angus com condig&o corporal = 3
(escala de 1-5) e peso de aproximadamente 450Kg (n= 23), que tiveram uma nova
onda folicular induzida conforme protocolo descrito no experimento 1. Os animais nos
quais o maior foliculo em crescimento atingiu didmetro = 12 mm receberam uma
injecdo de GnRH (100 pg de acetato de gonadorelina, i.m.; Tortuga, Brasil) e foram
aleatoriamente distribuidos para a ovariectomia via colpotomia em momentos
especificos (0, 3, 6, 12 e 24 horas ap0s a administracdo de GnRH). O liquido folicular,
células da granulosa e da teca foram armazenados em nitrogénio liquido para
posterior extracdo de RNA e proteina. Este banco de material encontra-se disponivel
no Laboratério de Biotecnologia e Reproducdo Animal, da Universidade Federal de
Santa Maria. Neste modelo € possivel determinar se ha regulacdo da expressao de
ligantes e receptores que podem estar envolvidos no processo de luteinizacéo e
ovulagao.

Para quantificacdo da expresséo génica, o RNA total das células da granulosa
foi extraido por protocolo baseado em colunas de silica (RNAeasy Mini Kit; Qiagen,
Mississauga, ON, Canada) de acordo com as recomendac¢fes do fabricante. Para
quantificar o RNA extraido, a densidade 6&tica foi determinada através de
espectrofotometro (NanoDrop- Thermo Scientific - Waltham, USA; Abs 260/280 nm
ratio). A pureza do RNA foi avaliada através da taxa de absorcdo da relacéo
0D260/0D280, de forma que nao foram utilizados valores inferiores a 1,8. O RNA
total foi tratado com DNase (Promega, Madison, WI) a 37°C por 5 min para digerir
qualguer DNA gendmico contaminante. Apés a inativacdo da DNase a 65°C por 10
min, a reagao de transcricao reversa foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis
(BioRad), conforme instrucfes do fabricante. Para testar uma possivel contaminagéo
das amostras de granulosa com células da teca, o gene que codifica para a enzima
CYP17A foi detectado através de PCR, sendo que todas estavam livres de
contaminagdo apods 30 ciclos de PCR. A expresséao relativa dos genes foi realizada
por PCR em tempo real (CFX384 real-time PCR; BioRad, Hercules, CA) utilizando
SsoFast™ EvaGreen® supermix (BioRad, Hercules, CA) e primers especificos para
bovinos. A variabilidade na quantidade de RNAm foi corrigida pela média da
amplificacdo dos genes constitutivos ciclofilina e GAPDH. O calculo da expresséo

relativa foi baseado numa curva de diluicdo seriada do cDNA, conforme descrito
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anteriormente (GASPERIN et al.,, 2014). Os genes investigados e 0s respectivos

iniciadores estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Primers usados para a analise da expresséo de genes.

Gene Sequéncia Referéncia/n® acesso

BMP1 F GGCACGCAAGCTCTACAAGTG desenhado
R GTGGGCAGAGTAGCCATTGG

BMP2 F CCAAGAGGCATGTGCGGATTAGCA Kayani et al., 2009
R TCCTTTCCCATCGTGGCCAAAAGT

BMP4 F TTTATGAGGTTATGAAGCCCCCGGC Kayani et al., 2009
R AGTTTCCCACCGCGTCACATTGTG

BMP6 F GGCCCCGTTAACTCGACTGTGACAAA Kayani et al., 2009
R TTGAGGACGCCGAACAAAACAGGA

BMPR1A F TGGATTGCCCTTACTGGTTCAGCGA Kayani et al., 2009
R CCACGCCATTTACCCATCCACA

BMPR1B F AAAGTGGCGTGGCGTGGCGAAAAGGTAGCT Kayani et al., 2009
R CCCGTCCCTTTGATATCTGCAGCAA

BMPR2 F CCCACTCTTCGGCACCCTGG Kayani et al., 2009
R CCCCGCAGTTATTTCCCCCG

TGFBR1 F ACCACTGCAATAAAATAGAACTTCCA NM_174621.2
R TGACAGCTGCCAGTTCAACAG

GAPDH F GATTGTCAGCAATGCCTCCT NM_001034034.
R GGTCATAAGTCCCTCCACGA

Ciclofilina F GGTCATCGGTCTCTTTGGAA SANTOS et al., 2011
R TCCTTGATCACACGATGGAA

F, Forward primer; R, Reverse primer.

3.3 Dosagens hormonais

As amostras de fluido folicular provenientes dos foliculos pré-ovulatérios foram

centrifugadas e armazenadas em tubos criogénicos a -80°C. As dosagens de

progesterona e estradiol do fluido folicular foram realizadas através da técnica de

eletroquimioluminescéncia em laboratorio comercial.

3.4 Andlise estatistica

O efeito dos tratamentos sobre a dinamica folicular foi avaliado através de

analise de dados repetidos utilizando o Mixed Procedure (SAS Institute Inc., Cary, NC,

USA). Os efeitos do tratamento, do momento e a interagdo foram determinados.
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Diferencas entre os diametros foliculares em momentos especificos foram
comparadas entre os grupos utilizando o estimates. Os resultados de expresséo
génica foram comparados por analise de variancia (PROC GLM; General Linear
Models Procedure) e a comparacgao entre grupos foi realizada através de least square
means (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). A andlise de regressao e a correlacao
entre a expressdo dos receptores e niveis de progesterona e estradiol no fluido
folicular foram realizadas através do software JMP. Todas as variaveis continuas
foram testadas para normalidade e normalizadas quando necesséario. Em todas as
andlises, o nivel de significancia utilizado foi de 5%. Os dados foram representados
como meédia * erro padréo da média (EPM).



4 Resultados

No primeiro estudo foram injetados foliculos com diametro médio de
9,1+0,2mm. AplOs a aplicacdo dos tratamentos, foi realizado monitoramento
ultrassonogréfico a cada 24 h. A ovulagéo foi caracterizada quando se observou o
desaparecimento do foliculo tratado entre duas avaliacbes e, posteriormente, a
formacéo do corpo luteo. Neste estudo, demonstrou-se que a injecao intrafolicular da
proteina oocitaria GDF9rh em duas concentracdes (100 e 1000 ng/mL) ndo alterou o

crescimento folicular final, ovulacao (Figura 1) e manifestacéo de estro.
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Figura 1: Efeito da injec&o intrafolicular de GDF9rh no crescimento folicular bovino. Uma nova onda
folicular foi induzida e quando o maior foliculo atingiu o didmetro entre 8,5 e 9,5mm, foi realizada a
injecao intrafolicular de PBS (controle, n=3) ou GDF9rh na concentracao final de 100 (n=3) ou 1000

ng/mL (n=4). Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05).

Para investigar uma possivel participacdo de fatores da familia TGF- e dos
seus receptores no processo ovulatorio, a expressdo das BMPs 1, 2, 4 e 6 e dos
receptores BMPR2, TGFBR1, BMPR1B e BMPR1A foi investigada nas células da
granulosa de foliculos pré-ovulatéorios (>12 mm) antes e ap0s a administracao i.m. de
GnRH. A expresséo das BMPs 1 e 4 néao foi regulada pela aplicacdo de GnRH (hora
0) (Figura 2-A e C). A expressdo de BMP2 aumentou significativamente as 3 e 6 h
p6s-GnRH, retornando aos niveis iniciais 12 e 24 h apos (P<0,05) (Figura 2B),

enguanto que a BMP6 nao foi expressa nas células da granulosa.
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Figura 2: Expressao de RNAm dos genes BMP1 (A), BMP2 (B) e BMP4 (C) em células da granulosa
nos momentos 0 (n=4), 3 (n=5), 6 (n=5), 12 (n=5) e 24 (n=4) horas apds a administracdo de GnRH.
Letras diferentes indicam significancia estatistica (P <0,05).

A expressdo de RNAm dos receptores BMPR2 e TGFBR1 nas células da
granulosa aumentou significativamente 12 h apds tratamento com GnRH (Figura 3A e
B, respectivamente). J& os receptores BMPR1B e 1A foram mais expressos no
momento do tratamento (hora 0), diminuindo 3 e 6 h apds, apresentando uma

elevacdo as 12 h, diminuindo novamente nas 24 h (Figura 3C e D, respectivamente).
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Figura 3: Expressdo de RNAm dos genes BMPR2 (A), TGFBR1 (B), BMPR1B (C) e BMPR1A (D) em
células da granulosa nos momentos 0 (n=4), 3 (n=5), 6 (n=5), 12 (n=5) e 24 (n=4) horas apls a

administracdo de GnRH. Letras diferentes indicam significancia estatistica (P <0,05).

Os niveis de progesterona no fluido folicular decresceram linearmente
(P<0,001) com o aumento da expressdo de BMPR-1A (R%=0,49) e -1B (R%=0,5)
(Figura 4E e C, respectivamente). O aumento na expressédo de TGFBR1 determinou
uma diminuicdo quadratica (P<0,01) nos niveis de progesterona (R?=0,45; Figura 4A).
O aumento na expressdo de BMP2 (R?=0,4; P<0,01; Figura 4B) e BMPR1A (R?=0,28;
P<0,05; Figura 4D) determinou um aumento na concentracdo de estradiol,

apresentando efeito linear e quadratico, respectivamente. Por outro lado, os niveis de



estrogeno decresceram linearmente com o

(R?=0,31; P<0,01; Figura 4F).
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Figura 4: A, C, E: Correlacao dos niveis de progesterona no fluido folicular e expressao de RNAm dos
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R2 é o indice de correlagdo entre as variaveis.



5 Discusséao

Dados presentes na literatura demonstram funcfes distintas das proteinas
oocitérias nas diferentes espécies e modelos utilizados (MCNATTY et al., 2005;
SPICER et al., 2006). No presente experimento, utilizando o modelo proposto por LV
et al. (2009), a injecao intrafolicular da proteina oocitaria GDF9 nas concentracdes
finais de 100 ou 1000 ng/mL, em foliculos com diametro médio de 9 mm, ndo afetou
o crescimento folicular e a ovulacdo. Baseando-se nos resultados obtidos in vivo em
bovinos e ovinos descritos por outros grupos de pesquisa (JUENGEL et al., 2004b;
JUENGEL et al., 2009), esperava-se que o GDF9 afetasse negativamente o
crescimento folicular pela suposta acao inibitéria sobre a diferenciacao folicular e
esteroidogénese (SPICER et al, 2006).

O efeito negativo esperado seria identificado através do atraso no crescimento
e ovulacdo ou entédo através da atresia dos foliculos injetados. Entretanto, os foliculos
injetados com GDF9rh continuaram seu crescimento em taxa similar aos foliculos do
grupo controle (PBS), até atingir completa diferenciacdo e ovularem normalmente.
N&o foi observada a inibicdo do crescimento folicular, nem uma relacdo dose-
dependente, sugerindo que a esteroidogénese nao tenha sofrido alteracdo, bem como
a expressao de receptores de LH, que determina a dominéancia e responsividade a
essa gonadotrofina.

A diferenciacao folicular em bovinos ocorre a partir dos 8,5 mm, quando as
células da granulosa passam a expressar receptores de LH, embora maior expressao
seja observada em foliculos a partir de 9 mm (GASPERIN et al., 2015). Portanto, com
base no fato de que nenhum foliculo regrediu, sugere-se que o aumento dos niveis de
GDF9 no fluido folicular ndo possui um efeito significativo sobre a esteroidogénese e
diferenciacéo, quando aplicado apds a divergéncia. E possivel que a auséncia de
efeito seja decorrente do momento do tratamento. A injec&o de foliculos com diametro
entre 7,5 e 8 mm poderia ser utilizada para investigar se o0 GDF9 é capaz de inibir a
diferenciacéo de foliculos antes da divergéncia (GASPERIN et al., 2012), uma vez que
estudos in vitro sugerem que as células de foliculos pequenos (3-6 mm) sdo mais

susceptiveis as acdes do GDF9 sobre a proliferacdo e esteroidogénese (SPICER et
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al., 2008). Outra possibilidade seria investigar o efeito da injecdo de GDF9 em foliculos
pré-ovulatérios, apos desafio com GnRH, uma vez que ha evidéncias de que o GDF9
esta envolvido na luteinizacdo (JUENGEL, 2002; GODE et al., 2011).

A utilizacdo de maiores concentragdes para aumentar a biodisponibilidade de
GDF9 no foliculo, ou repetidas inje¢des intrafoliculares seria pouco viavel do ponto de
vista pratico. Além disso, a espécie de origem da proteina pode influenciar no seu
efeito, conforme demonstrado anteriormente (MCNATTY et al., 2005). Entretanto, a
proteina GDF9 de origem bovina nao é disponivel comercialmente. Deste modo, &
importante ter cautela em afirmar que o tratamento com GDF9 nao afeta o ambiente
folicular e a ovulacgao.

Estudos anteriores sugerem um envolvimento do GDF9 na regulacdo da
esteroidogénese em bovinos (SPICER et al., 2008) e na ovulagéo e luteinizacdo em
ovinos (JUENGEL, 2002). Além disso, recentemente demonstrou-se que algumas
BMPs e seus receptores sao positivamente regulados durante a regresséo do corpo
liteo em humanos, sendo negativamente reguladas pelo hCG, um horménio
luteotrofico (NIO-KOBAYASHI et al., 2015). Com base nestes estudos, testou-se a
hipotese de que as BMPs 1, 2, 4 e 6 e os receptores BMPR2, TGFBR1, BMPR1B e
BMPRZ1A estéo envolvidos nas drasticas mudancas que ocorrem no interior do foliculo
durante o processe de luteinizacao e ovulagdo em bovinos.

Apesar de ter sido descrita no ovario (CANTY-LAIRD et al., 2010), a funcéo da
BMP1 na fisiologia ovariana é desconhecida. Um estudo realizado em ovinos sugere
que esta proteina € negativamente regulada durante o crescimento folicular final e
apresenta uma atividade de colagenase in vitro (CANTY-LAIRD et al., 2010). Uma vez
que a BMPL1 esta envolvida na regulacdo da matriz extracelular, esperava-se um
aumento na sua expressao apos o pico de GnRH/LH, especialmente no momento final
(24 h), que antecede a ruptura do foliculo, o que néo foi observado.

Glister et al. (2004) avaliaram a expressao das BMPs 4, 6 e 7 no ovario bovino
e demostraram que as BMPs 4 e 7 suprimem a secrecao de progesterona em células
da granulosa in vitro. Entretanto, no presente estudo a BMP4 néo foi regulada durante
o periodo que antecede a ovulag&o induzida por GnRH. A BMP6 também foi atribuida
uma funcéo inibitéria na luteinizagdo, uma vez que a mesma inibe a sintese de
progesterona in vitro, através da diminuicAo na expressdo das enzimas
esteroidogénicas CYP11A1 e HSD3B1 (KAYANI et al., 2009). E possivel que esse

efeito da BMP6 seja mais pronunciado ao redor da divergéncia folicular, uma vez que
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neste momento ela é expressa pelas células da granulosa (dados nao publicados),
enquanto que nos foliculos pré-ovulatérios utilizados no presente estudo o gene ndo
foi expresso

A sinalizagdo das BMPs 2 e 4 atraves dos receptores BMPR1A, BMPR1B, e
BMPR2 esta presente nos foliculos antrais bovinos e desempenha um papel no
desenvolvimento e diferenciagdo das células foliculares (FATEHI et al., 2005). No
presente estudo, a expressao de BMP2 foi significativamente maior 3 e 6 horas apds
GnRH, momentos em que os niveis de estradiol ainda estdo elevados (SANTOS et
al.,, 2012). A expressdo do receptor BMPR1A também foi positivamente
correlacionada com a concentracdo de estradiol no fluido folicular, embora os niveis
de estrégeno decresceram linearmente com o aumento na expressdo de BMPR2.
Selvaraju et al. (2013) observaram uma elevada expressao de BMP2 e BMPR2 na
fase de dominancia em relacéo a fases anteriores de desenvolvimento e um aumento
em foliculos pré ovulatérios. Ainda, os mesmos autores demonstraram que a adi¢ao
de BMP2 ao cultivo de granulosa bovina in vitro aumenta a sintese de estradiol e
diminui a de progesterona (SELVARAJU et al., 2013). Concordando com um suposto
efeito inibitorio sobre a sintese de progesterona, ambos receptores BMPR-1A e -1B
apresentaram correlacao negativa com os niveis deste horménio no fluido folicular.

Além da participagéo dos receptores de BMPs no desenvolvimento folicular, ha
evidéncias de funcdes durante a regressdo do corpo lateo. Em células luteais
humanas, o tratamento com hCG, horménio luteotrofico, diminuiu a expressao dos
receptores BMPR1A, BMPR1B, BMPR2 in vitro, sugerindo que estes estao envolvidos
na regressao do corpo luteo (NIO-KOBAYASHI et al., 2015). Deste modo, determinou-
se também a regulacéo dos receptores BMPR2, TGFBR1, BMPR1B e BMPR1A nas
células da granulosa antes e apds a administracdo de GnRH para inferir sobre um
possivel envolvimento no periodo periovulatorio e de luteinizagdo. O aumento
significativo na expressao dos receptores BMPR2 e TGFR1 observado nas 12 h apos
aplicacdo de GnRH, sugere um envolvimento na regulagédo da esteroidogénese, pois
neste momento observa-se uma drastica diminuicdo nos niveis de estrégeno
(SANTOS et al.,, 2012), que precede a elevacdo nos niveis de progesterona
(FORTUNE et al., 2009) no fluido folicular. Estudos utilizando cultivo de células da
granulosa bovina demonstraram um efeito negativo do GDF9 sobre a sintese de

progesterona e estradiol e um efeito positivo sobre a proliferacdo celular (SPICER et
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al., 2006), porém este efeito parece ser mais pronunciado sobre as células de foliculos
pequenos (3-6mm) (SPICER et al., 2008).

No presente estudo, os receptores TGFBR1, BMPR1B e BMPR1A foram
negativamente correlacionados aos niveis de progesterona no fluido folicular.
Recentemente, Selvaraju et al. (2013) demonstraram maior expressdo de RNAm dos
receptores BMPR2 e BMPR1A durante o periodo de dominancia e, principalmente,
pré-ovulacdo em bovinos. Entretanto, no modelo utilizado pelos autores ndo é possivel
inferir sobre a regulacdo dos fatores pelo pico de LH, uma vez que os foliculos pré-
ovulatérios foram coletados um dia apés a aplicacao de prostaglandina (administrada
sete dias apds a manifestacdo de estro), ou seja, provavelmente antes do pico de LH.

Embora n&o existam estudos funcionais em bovinos avaliando o envolvimento
dos receptores de BMPs na sintese de progesterona, Chang et al. (2013)
demonstraram que o efeito supressor da BMP15 sobre a sintese de progesterona
pelas células da granulosa humana é inibido ap6s bloqueio do receptor BMPR1A. Do
mesmo modo, Zhang et al. (2015) demonstraram que o tratamento de células da
granulosa humana com BMP4 ou BMP7, diminui a expressao da enzima StAR e a
sintese de progesterona, também através do receptor BMPR1A. Apesar destes dados
evidenciarem a atuacdo dos receptores de BMPs na inibicdo da luteinizacao,
experimentos funcionais sao necessarios para elucidar a real funcéo deste sistema no

processo ovulatorio em bovinos.



6 Consideracdes Finais

Nas condi¢cdes do presente estudo, o aumento dos niveis de GDF9 no
fluido folicular ndo alterou significativamente o crescimento folicular final e a
ovulagao. Coletivamente, os dados demonstram uma associagao positiva entre
a expressao de BMP2 e a sintese de estradiol pelas células foliculares. Por outro
lado, 0 padrdo de expressdo dos receptores de BMPs sugere uma inibicdo no
processo de luteinizagao.

Ressalta-se, a importancia deste estudo e seus resultados na
compreensao dos mecanismos e fatores envolvidos nos eventos que controlam
a dinamica ovariana em espécies monovulares. Tal entendimento faz-se
fundamental para otimizar as biotécnicas da reproducédo, e consequentemente,
a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos. A elucidacdo do papel dos fatores locais
na fisiologia ovariana pode contribuir com o entendimento de processos
patolégicos e no desenvolvimento de tecnologias que tenham por finalidade a

contracepcdo ou 0 aumento da taxa ovulatéria.
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Anexos



Pelotas, 29 de maio de 2013

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comissdo de Etica em Experimenta¢do Animal (CEEA)
Para: Professor Bernardo Garziera Gasperin

Faculdade de Veterindria

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Fun¢io dos fatores oocitirios no
ambiente  folicular e ovulagio em espécie monovular”, processo
n°23110.003551/2013-35, sendo de pareccer FAVORAVEL a sua execucao,
considerando ser o assunto pertinente ¢ a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentagdo animal e com 0s objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n® CEEA 3531).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

~

Atencigéamente,
r p.
(1 Zu: ' .28

Prof. Dr. Evertor/ Fagonde da Silva
te da CEEA

Cienteem: 29 / 05 12013

Assinatura do Professor Responsavel:

,//’7 s ./L/L/ A :
Lo AW T 4. .)_9?/?/,/1/4/1

77




