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Resumo

Este estudo avaliou o efeito de BMP-15 e FSH na viabilidade e ultra-estrutura folicular de vimento
de foliculos secundarios bovinos cultivados in vitro por 12 dias. Para o cultivo, foliculos
secundarios foram microdissecados e cultivados durante 12 dias em a-MEM® sozinho ou
suplementado com BMP-15, FSH sequencial, tanto o BMP-15 e FSH ou BMP-15 a partir de DO a
D6 e FSH a partir de D7 a D12. No que diz respeito a viabilidade do foliculo, todos os tratamentos
foram capazes de manter a sobrevivéncia folicular durante 12 dias de cultivo, exceto o tratamento
contendo BMP-15+FSH (D0-D12) (p<0,05). Além disso, os foliculos cultivados neste tratamento
tiveram uma reducdo na viabilidade com o aumento do periodo de cultura de 6 para 12 dias (p
<0,05). Foliculos morfologicamente normais cultivadas durante 12 dias, em diferentes tratamentos
foram analisadas por MET, com excec¢do dos foliculos cultivados com BMP-15 e FSH (D0-D12),
demonstraram od0cito retraido, com organelas pouco visiveis, um grande nimero de vacuolos
intracitoplasmaticos e células da granulosa com ndcleo condensado. Em conclusdo, este estudo
demonstrou que a combinagdo de BMP-15 + FSH (D0-D12) reduz a viabilidade folicular e
integridade ultra-estrutural dos foliculos.
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Introducgéo

A BMP-15 é um fator de crescimento derivado do odcito e tem papel chave em diferentes
aspectos do desenvolvimento folicular, incluindo recrutamento do foliculo primordial, proliferacéo
das células da granulosa e células da teca, atresia e esteroidogénese (Wu et al., 2007). Devido a sua
homologia com o fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9) esta proteina é conhecida também
como GDF-9B e esta diretamente relacionada com o controleda fertilidade feminina e das funcGes
ovarianas (Paulini e Melo, 2011). A BMP-15 é sintetizada como um pre-pro-peptideo precursor,
contendo um peptideo sinal, um pro-dominio e um dominio maduro (Chang et al., 2002). Na BMP-
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15, o residuo de cisteina conservado é substituido por serina, e os dimeros sdo formados por meio
de interagBes ndo-covalentes. Foi verificado que a BMP-15 poderia se ligar aos varios receptores de
celulas da granulosa como BMPR-II, receptor de ativina tipo Il, ALK-2 e ALK-6. Desses
receptores, ALK-6 é o mais eficiente na ligacdo a BMP-15 e BMPR-I1 é mais eficaz na bioatividade
de BMP-15 (Wu et al., 2007). A BMP-15 primeiramente liga-se ao receptor BMP tipo IB, e recruta
0 receptor BMP tipo Il (Shimasaki et al., 2004). Silva et al. (2004) utilizando a técnica de
imunohistoquimica demonstraram a presenca do RNA mensageiro para BMP-15, BMPR-IA,
BMPR-IB e BMPR-II em foliculos primordiais, primarios, secundarios, bem como no odcito e
células da granulosa de foliculos antrais caprinos. Além disso, Lima et al., (2012) quantificaram a
expressdo dos receptores para BMP-15 (BMPR-IB e BMPR-1I) em em todos os estagios do
desenvolvimento folicular na espécie caprina.

Foi demonstrado, através de estudos in vitro, que a BMP-15 desempenha também um papel
fundamental na regulacdo das funcgdes através dos processos de mitose, proliferacdo, apoptose,
luteinizacdo, metabolismo e expansao através de sinalizacdo mitogénica e transducgdo (Qiao e Feng,
2010), além de participar da maturacdo oocitaria, ovulacéo e formacao do corpo liteo. Galloway et
al. (2000) afirmaram que a BMP-15 é essencial nos estagios iniciais de desenvolvimento folicular
(transicdo de primordial para primario), promovendo proliferacdo das células da granulosa e
prevenindo diferenciagdo. Foliculos com niveis elevados de BMP-15 apresentaram morfologia
normal, alta taxa de clivagem e um maior nimero de embrides vidveis. Além disso, a BMP-15 é
capaz de manter a baixa incidéncia de apoptose em células do cumulus (Wu et al., 2007a).

Estudos realizados com células da granulosa de ratas demonstraram que a BMP-15
recombinante (100 ng/mL) estimula a proliferacdo destas células independente do FSH, mas
diminui os efeitos do FSH no que se refere a producdo de progesterona sem afetar a producgéo de
estradiol (Otsuka et al., 2000). Nessa mesma concentracdo (100 ng/mL), a BMP-15 é capaz de
estimular a expressdo do Kit ligand (KL) nas células da granulosa de ratas (Otsuka e Shimasaki,
2002), além de estimular a expressdo do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células do
cumulus de camundongas (Yoshino et al., 2006). J& a adicdo de BMP-15 (50 ng/mL) no cultivo de
foliculos secundérios caprinos foi capaz de promover o crescimento folicular e a formagdo da
cavidade antral, além de manter a integridade ultra-estrutural, ap6s 18 dias de cultivo (Lima et al.,
2012). Foi sugerido em estudos com ovelhas, que a BMP-15 ¢é requerida para o desenvolvimento de
foliculos pré-ovulatorios (Juengel et al., 2002).

Objetivos



O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de BMP-15 e FSH, isoladamente ou em diferentes
associacOes sobre a integridade e viabilidade ultraestrutural de foliculos bovinos cultivados in vitro
durante 12 dias.

Material e métodos

Oviérios (n = 40) de vacas adultas (Bos taurus) foram coletados em abatedouro local imediatamente
apos o abate. Apos a coleta, os ovarios foram lavados uma vez em alcool 70% por cerca de 10s, por
duas vezes em solugdo salina 0,9%, e transportados em Meio Minimo Essencial (a-MEM)
suplementado com 100 pg/mL de penicilina e estreptomicina, e em seguida, transportados ao
laboratdrio a 4°C por até 1 hora. No laboratério, os ovarios foram microdissecados cuidadosamente
em a-MEM. Resumidamente, foram retirados fragmentos da regido cortical do ovario (1-2 mm de
espessura), de onde os foliculos pré-antrais de aproximadamente 0,18 mm de diametro, foram
visualizados sob o estereomicroscépio e isoladas manualmente usando agulhas 26G acopladas a
uma seringa. Apos isolamento, os foliculos foram transferidos para gotas de 100pL de meio fresco
(a-MEM), a temperatura ambiente para a avaliacdo. Foliculos com um odcito visivel, rodeado por
células da granulosa, uma membrana basal intacta e sem cavidade antral foram selecionados para o
cultivo. Apds a selecdo, os foliculos foram cultivados individualmente em gotas de 100pL de meio
de cultura em placas de petri (60 x 15 mm; Corning, Lowell, MA, EUA), sob 6leo mineral, durante
12 dias a 39°C e 5% CO; no ar. O meio de cultivo de base consistiu a-MEM (pH 7,2-7,4)
suplementado com 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), ITS (10 pg/mL de insulina, 5,5
pg/mL de transferrina e 5 ng/mL de selénio), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e 50 pg/mL
de 4cido ascorbico. Foliculos foram distribuidos aleatoriamente em cinco tratamentos, a-MEM"
(controle), BMP-15 (50 ng/mL), FSH sequencial (DO - D6: 50 ng/mL e D7 - D12: 100 ng/mL),
BMP-15 + FSH sequencial (DO - D12), BMP-15 (DO - D6: 50 ng/mL) + FSH (D7 - D12: 100
ng/mL). A cada dois dias, 60 pL de meio de cultivo foi substituido por meio fresco, exceto no dia 6,
em que foi realiza a troca total. Durante o cultivo os foliculos foram classificados de acordo com
caracteristicas morfoldgicas e sinais de degeneragdo morfoldgica, tais como enegrecimento do
odcito e células do cumulus, ou ainda odcitos deformados. O cultivo foi repetido 5 vezes, e pelo
menos 35 foliculos foram utilizados em cada tratamento. No final do periodo de cultivo de 12 dias,
em cada tratamento, os foliculos passarm por uma avaliacdo da viabilidade (n = 7) e integridade
ultra-estrutural (n = 7).

Para a avaliacdo da viabilidade folicular por microscopia de fluorescéncia, os foliculos
foram ainda analisados utilizando marcadores fluorescentes. No final da cultivo, os foliculos foram

incubadas em gotas de 100 pL de o-MEM contendo 4 mM calceina-AM e 2 uM de etidio



homodimero-1 (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha), a 37°C durante 15 min. Em
seguida, os foliculos foram lavadas trés vezes em o-MEM e examinados sob um microscopio de
fluorescéncia DMLB (Leica, Wetzlar, Alemanha). Os sinais fluorescentes emitidos da calceina-AM
e do etidio homodimero-1 foram detectados a 488 e 568 nm, respectivamente. Os odcitos e as
células da granulosa foram considerados vivos se o citoplasma foi marcado de forma positiva com
calceina-AM (verde) e se cromatina ndo foi marcada com etidio homodimero-1 (vermelho).

Para a anéalise ultraestrutural dos foliculos pré-antrais bovinos cultivados, foi utilizada a a
microscopia electronica de transmissdo (MET). No final do periodo de cultivo, os foliculos foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M - pH 7,2) durante pelo menos 3 horas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Apos a fixacdo, os foliculos cultivados foram embebidos em gotas de 4%
de agarose, e mantidos em tampédo cacodilato de sodio. Os espécimes foram pos-fixadas em
tetroxido de 6ésmio a 1%, 0,8% e ferricianeto de potassio, 5 mM de cloreto de célcio em 0,1 M de
tampdo de cacodilato de sddio, durante 1 h a temperatura ambiente, em seguida, foram lavados em
tampdo de cacodilato de sédio e contrastadas com acetato de uranilo a 5%. As amostras foram em
seguida desidratadas por meio de um gradiente de solucdes de acetona e em seguida incorporada em
resina epdxi (Epoxy Embedding-Kit, Fluka Chemika-BioChemika). Depois, sec¢des semi-finas (2
pm) foram cortadas, coradas com azul de toluidina e analisados por microscopia de luz, com uma
ampliacdo de 400x. SeccBes ultra-finas (70 nm) foram obtidas a partir de foliculos pré-antrais
morfologicamente classificadas como normal em sec¢des semi-finas. Posteriormente, cortes ultra-
finos foram contra-corados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e examinada sob um
microscapio eletrénico de transmissdo Morgani-FEI.

Resultados

Quanto a viabilidade folicular,nossos resultados mostraram quem,em todos os tratamentos,a
manutencdo da sobrevivéncia folicular e viabilidade foram mantidas durante os 12 dias de
cultivo,de forma semelhante ao dia 0,excetuando-se o tratamento que continha BMP-15 e FSH
durante todo o periodo de cultivo. (D0-D12) (p <0,05). Além disso, os foliculos cultivados neste
tratamento tiveram uma reducdo na viabilidade com o aumento do periodo de cultura de 6 para 12
dias (p <0,05) (Tabela 3). A viabilidade dos foliculos, que haviam sido considerados
morfologicamente normal, foi estabelecida por coloracdo com calceina-AM. Nesta analise, tanto o
odcito e as celulas da granulosa foram positivamente coradas em verde, indicando a viabilidade do
foliculo inteiro .

No que se refere ao estudo da integridade ultra estrutural dos foliculos cultivados,foi
evidenciado que foliculos morfologicamente normais cultivadas durante 12 dias, em diferentes

tratamentos foram avaliados por MET. Com excecdo de foliculos cultivados com tanto BMP-15 e



FSH (D0-D12), os foliculos mostraram odcitos com citoplasma homogéneo, nucleo arredondado,
numerosas mitocondrias e zona pellcida regular,evidenciando que os foliculos apresentavam-se
normais.. As células da granulosa apresentaram-se bem organizados em torno do odcito, tinham
numerosas mitocondrias e abundante reticulo endoplasmatico liso. Circulos concéntricos de reticulo
endoplasmatico também eram visiveis nas células da granulosa, apés o cultivo . Além disso,
foliculos cultivados em meio contendo os BMP-15 e FSH (D0-D12) apresentaram um odcito
retraido com organelas pouco visiveis, um grande numero de vacuolos intracitoplasmaticos e

células da granulosa com nucleo condensado.

Conclusdes
Em concluséo, este estudo demonstrou que a proteina BMP-15 e FSH sozinho desempenha um
papel importante no desenvolvimento folicular bovino. Além disso, a combinacdo de BMP-15 +
FSH (D0-D12) durante o cultivo por 12 dias reduz a viabilidade folicular, afetando a integridade

ultra-estrutural dos foliculos.
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