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Resumo

Estudos envolvendo a relagdo entre o oocito e as células que o circundam sdo muito importantes na
compreensdo dos fatores que regulam o complexo processo de foliculogénese. Dentre estes fatores, destacam-se
as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), que agem de maneira autocrina e/ou paracrina modulando a fungao
ovariana. Tais proteinas constituem um dos maiores subgrupos de ligantes da superfamilia TGF-p ¢ mostram-se
envolvidas durante o desenvolvimento folicular mamifero. Esta revisdo aborda a influéncia das BMPs, mais
especificamente as BMP-6 e -7, na foliculogénese inicial em mamiferos.
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Abstract

Studies concerning the relationship between the oocyte and its surrounding somatic cells is very
important for the understanding of factors regulating the complex process of folliculogenesis. Among these
factors it is important to mention the bone morphogenetic proteins (BMPs), which act in autocrine and/or
paracrine manner modulating the ovarian functions. Such proteins represent one of the biggest subgroup of
TGF-p superfamily and play an important role during follicular development in mammals. This review focus on
the influence of BMPs, more specifically, the BMP-6 and -7, on the early folliculogenesis in mammals.
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Introducao

A elucidacdo da funcdo das diversas substancias envolvidas no desenvolvimento folicular e atresia ¢
importante para auxiliar na elaboracdo de um sistema de cultivo eficiente que permita a ativagdo folicular in
vitro, assegurando o crescimento de um grande nimero de foliculos pré-antrais (Demeestere et al., 2005). A
regulagdo do processo de foliculogénese ¢ conduzida ndo apenas por horménios enddcrinos, mas também por
fatores de crescimento produzidos localmente no ovario (Ruutiainen e Adashi, 1993).

Dentre as substancias produzidas no ovario, destacam-se as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs),
membros de grande importancia da superfamilia dos fatores de crescimentos transformantes-p (TGF-f). Nessa
superfamilia, as BMPs compreendem o maior subgrupo de ligantes, sendo descritas cerca de 20 BMPs
(Massague ¢ Wotton, 2000). Estas substincias provavelmente exercem um efeito autdcrino e/ou paracrino
(Dooley et al., 2000), pois muitas destas moléculas sdo sintetizadas e secretadas pelo oocito (Eppig et al., 1997),
possuindo efeitos positivos no que diz respeito a ativacdo folicular in vivo (Lee et al., 2001) e in vitro (Nilsson e
Skinner, 2003; Lee et al., 2004).

Segundo Eppig (2001), os odcitos no interior dos foliculos antrais continuam influenciando o
comportamento das células da granulosa via fatores especificos por eles secretados, regulando, portanto, o seu
proprio microambiente. A BMP-15 e o fator de crescimento e diferenciagdo-9 (GDF-9) exclusivamente
produzidos pelo odcito, juntamente com a BMP-6, sdo os principais candidatos para esta fungao.

A expressao de receptores de BMPs nos odcitos de ovinos (Souza et al., 2002), camundongas (Erickson
e Shimasaki 2003) e bovinos (Glister et al., 2004) sugere o envolvimento dessas proteinas na modulacdo do
desenvolvimento, bem como na maturag¢do oocitaria. Em suinos, Zhu et al. (2008) verificaram diferentes padrdes
de expressdo de BMPs, sugerindo também que uma complexa rede destes fatores pode realmente estar envolvida
nos eventos fundamentais da matura¢do de odcitos. Tendo em vista os fortes indicios da atuagdo das BMPs na
func¢do reprodutiva de mamiferos, a presente revisdo tem como objetivo abordar o papel intraovariano,
especificamente das BMP-6 e -7, na foliculogénese inicial ou pré-antral.
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Bases gerais da oogénese e da foliculogénese

Em mamiferos, os estadios iniciais do desenvolvimento ovariano, ainda no periodo pré-natal, sdo
desencadeados pela migracdo das células germinativas primordiais do saco vitelino embrionario para a génada
primitiva e sua posterior colonizagdo (Bristol-Gould e Woodruff, 2006). Varios estudos tém sugerido o
envolvimento das BMPs no controle do desenvolvimento de células germinativas primordiais. A auséncia de tais
substancias, em embrides de camundongas, promove falha no desenvolvimento das células germinativas primordiais
(BMP-4: Lawson et al., 1999; BMP-8: Ying et al., 2000). Essa informagdo sugere também que as BMPs podem
estar envolvidas na formagao e no desenvolvimento dos foliculos primordiais.

Imediatamente apds a diferenciagdo das gonadas, por volta do 30° dia de gestacdo em bovinos (Riisse,
1983), ocorre a transformacdo das células germinativas primordiais em oogonias meioticamente ativas, marcadas
pela replicacdo final do DNA durante o estadio de pré-leptoteno, preparando a célula para a divisao meidtica. Apds a
replicacdo, as oogdnias se diferenciam em od6citos primarios ou imaturos, os quais sofrem uma parada no seu
desenvolvimento (Suh et al., 2002), em profase I, no estadio de dipldteno ou vesicula germinal. Neste estadio, o 06cito ¢
rodeado por uma unica camada de quatro a oito células da pré-granulosa, constituindo a primeira categoria dos foliculos
pré-antrais, ou seja, os foliculos primordiais (Fair, 2003), dando inicio ao processo de foliculogénese. Esses foliculos
aparecem no ovario fetal por volta de 90 dias em vacas (Riisse, 1983) ¢ aos 75 dias em ovelhas (McNatty et al., 1995;
Sawyer et al., 2002). Ja& em humanos, todos os foliculos primordiais sédo formados entre o sexto (180 dias) e o nono (270
dias) més de gestacao (Erickson e Williams, 2008).

A foliculogénese inicia-se com a formagao do foliculo primordial e culmina com o estadio de foliculo de
De Graaf ou pré-ovulatorio (Van den Hurk e Zhao, 2005). Este processo esta dividido em duas fases: 1) a fase pré-antral,
que ¢ subdividida em ativacdo dos foliculos primordiais e crescimento de foliculos primarios e secundarios e 2) a fase
antral, por sua vez subdividida em crescimento inicial e terminal dos foliculos terciarios e formacao do foliculo pré-
ovulatério. No presente trabalho, apenas a primeira fase da foliculogénese sera descrita com maiores detalhes.

Com a evolugdo folicular e apds o recrutamento, os foliculos pré-antrais iniciam uma série de mudangas
morfofisiologicas que envolvem o crescimento e a diferenciacdo do odcito, bem como a proliferacdo e cito-
diferenciacdo das células da granulosa e o desenvolvimento das células da teca (Suh et al., 2002). Estes dois tipos de
células somaticas sdo os locais de agdo e sintese de uma série de hormonios que promovem uma complexa regulagdo
do desenvolvimento folicular (Skinner, 2005).

Quando todas as células da pré-granulosa que circundam o odcito imaturo tornam-se cuboides, aumentando
em nimero e volume, os foliculos passam a ser chamados de primarios (Van den Hurk et al., 1997). Durante todo o
crescimento dos foliculos primdrios, as células da granulosa sofrem proliferacdo, diferenciam e é observado um
aumento no tamanho do o06cito ¢ no seu conteudo proteico (Picton et al., 1998). Além disso, observa-se também
aumento na expressdo do RNAm de receptores para FSH em vacas (Bao e Garverick, 1998), ovelhas (Tisdall et al.,
1995) e ratas (Presl et al., 1974). Esse estadio folicular aparece aos 140 dias em fetos de vacas (Riisse, 1983) e aos
100 dias em ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002). Nesta categoria folicular, a zona pelicida (ZP)
comega a ser formada circundando o odcito (Rankin et al., 2001). No entanto, na espécie humana, Gook et al. (2008)
verificaram a presenca das proteinas para ZP em foliculos desde o estadio primordial, sugerindo que estas proteinas
estdo presentes desde o inicio da foliculogénese.

Os foliculos alcangam o estadio secundario quando duas ou mais camadas de células da granulosa cuboides estio
circundando o odcito e quando as células da teca ja se evidenciam no estroma circundante. Isto ocorre em fetos aos 120
dias em ovelhas (McNatty et al., 1995; Sawyer et al., 2002) e aos 210 dias em vacas (Riisse, 1983).

Ativacio e crescimento de foliculos pré-antrais

A ativagdo do foliculo primordial ¢ caracterizada pela transformacdo das células da granulosa de sua forma
pavimentosa para a forma cuboidal e consequente proliferacdo (Braw-Tal e Yossefi, 1997; Fair et al., 1997), seguida
do aumento do didmetro oocitario. Para entender o recrutamento ou a ativagdo dos foliculos primordiais, é
necessario conhecer algumas caracteristicas destes foliculos. Os foliculos primordiais ndo sdo vascularizados,
portanto ndo possuem suprimento sanguineo proprio. Desta forma, precisam diretamente de uma perfeita interagdo
(jung¢des intercomunicantes ou gap) entre as células dos compartimentos foliculares (células da granulosa e odcito) e
o estroma ovariano (Erickson e Williams, 2008). As jun¢des gap facilitam a transferéncia de aminoacidos, glicose ¢
nucleotideos para o crescimento do odcito (Eppig, 1991). Segundo Boland et al. (1994), os foliculos utilizam
predominantemente a via glicolitica como forma de produgdo de ATP, pois os foliculos pré-antrais parecem ser
capazes de gerar energia suficiente em condigdes anaerobias. No entanto, para o crescimento normal, a maturagao e
a esteroidogénese, o metabolismo folicular exige a presenca de oxigénio.

O processo de ativagdo folicular ocorre dias, meses, ou anos apo6s o nascimento (Hirshfield, 1991). Assim,
os fatores que estimulam a proliferagdo das células da granulosa sdo considerados semelhantes aqueles que
promovem a ativagdo do foliculo primordial. Dentre estes fatores, pode-se destacar a BMP-7 (Lee et al., 2001). O
cultivo in vitro de células da granulosa de ratas na presenga de BMP-7 resultou em um aumento da proliferacdo
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destas células (Lee et al., 2001). Além disso, estes mesmos autores observaram uma redug¢do no nimero de foliculos
primordiais com consequente aumento no nimero de foliculos primarios apos injecao direta da BMP-7 na bursa ovariana
de ratas. Estes achados sugerem que a estimulag@o dos foliculos primordiais pela BMP-7 ocorre devido a promogéo da
mitose nas células da granulosa (Lee et al., 2001). Em outro trabalho mais recente, esta mesma equipe mostrou que o
cultivo in vitro de ovarios de ratas em meio adicionado de BMP-7, na presenca de FSH, também promove este efeito,
sugerindo, desta forma, um papel da BMP-7 na ativacgo folicular quando associada ao FSH (Lee et al., 2004).

Durante a fase de crescimento, os odcitos primarios aumentam consideravelmente de tamanho, sendo
detectados altos niveis de expressdo de RNAm e acimulo de ribossomos e polipeptideos (Fair e Hyttel, 1997). Uma
vez ativados, os foliculos entram para o poo/ de foliculos em desenvolvimento e posterior maturagdo. A abundancia
de mitocondrias alongadas e em divisdo e ainda a dos reticulos endoplasmaticos liso e rugoso refletem o aumento da
sintese de energia de que os 00citos necessitam para crescer e posteriormente maturar (Fair et al., 1997). Além disso,
qualquer problema nesta fase de crescimento do odcito pode acarretar falhas no desenvolvimento embrionario no
estadio de blastocisto (Fair e Hyttel, 1997).

Populaciio e atresia folicular ovariana

Os foliculos pré-antrais representam 90% da populagdo folicular e constituem o estoque de gametas
femininos (Liu et al., 2001). Contudo, a grande maioria (99,9%) nio chega a ovulagéo, pois ¢ eliminada por um
processo natural, denominado atresia ou morte celular (Figueiredo et al., 2008), fazendo com que o desenvolvimento
de um foliculo pré-ovulatério a partir de um foliculo primordial seja um evento bioldgico extremamente raro
(Ireland, 1987).

A atresia pode ocorrer por via degenerativa (Saumande, 1981) e/ou apoptoética (Figueiredo et al., 1995),
quando o ambiente paracrino ou enddécrino ndo ¢ apropriado para suportar o crescimento folicular e/ou a
diferenciacdo das células da granulosa. (Silva et al., 2002). Apesar de ser um fendmeno natural, a atresia reduz
significativamente o nimero de odcitos presentes no ovario, diminuindo, assim, o potencial reprodutivo da fémea
mamifera. A atresia ocorre em todos os estadios foliculares, especialmente na fase antral, e varios fatores, como
idade, aporte nutricional e estddio reprodutivo, podem afetar as taxas de atresia folicular (Ingram, 1962).

Em foliculos pré-antrais, as primeiras altera¢des indicativas de atresia ocorrem no odcito, como, por
exemplo, retracdo da cromatina nuclear e fragmentacdo oocitaria, o que desencadeia o processo de eliminagdo
irreversivel dos foliculos ovarianos neste estadio de desenvolvimento (Morita e Tilly, 1999).

O processo de atresia, seja por meio da degeneragdo ou da apoptose, é regulado principalmente por fatores
endocrinos, como os horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), fatores paracrinos, kit ligand (KL),
fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-1), fator de crescimento epidermal (EGF) e fibroblastico basico
(FGFDb), ativina e as BMPs. Desta forma, ¢ provavel que o balanco entre os fatores que promovem sobrevivéncia e
aqueles que induzem a morte decidird se um determinado foliculo continuara o seu desenvolvimento ou sofrera
atresia (Hsu e Hsueh, 2000).

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

Estudo da foliculogénese in vitro

Apesar de muito ja ser conhecido acerca da foliculogénese antral, na fase pré-antral, os fatores e os
mecanismos envolvidos ainda ndo estdo completamente elucidados, sobretudo com relagdo ao crescimento de
foliculos primarios e secundarios. No entanto, varios estudos in vitro tém sido realizados com a finalidade de
elucidar esse processo. Dentre esses estudos, destacam-se os trabalhos relacionados a Manipulagdo de Oodcitos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA). Essa biotécnica tem como principal objetivo resgatar ou
isolar do ambiente ovariano os foliculos pré-antrais e cultiva-los in vitro com o intuito de assegurar o crescimento e
desenvolvimento dos odcitos contidos no interior desses foliculos até a completa maturagdo, prevenindo-os, assim,
do processo natural de atresia folicular (Figueiredo et al., 2008).

Nos ultimos anos, tem sido observado um consideravel progresso no tocante ao crescimento e a maturagao
in vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espécies animais. Utilizando o sistema de cultivo com fragmentos
ovarianos (in situ), a BMP-7, por exemplo, favoreceu a ativacdo e o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais de
ratas (Lee et al., 2004). Este sistema apresenta como principais vantagens a manutengdo da estrutura folicular e uma
praticidade maior (Telfer, 1996). Outro sistema de cultivo bastante utilizado € o cultivo de foliculos isolados. Em
humanos (Roy ¢ Treacy, 1993), caprinos (Huamin ¢ Yong, 2000), bovinos (Itoh et al., 2002), ovinos (Arunakumari
et al., 2007), suinos (Metoki et al., 2008) e bubalinos (Gupta et al., 2008), grandes foliculos secundarios isolados
foram cultivados in vitro ¢ se desenvolveram até o estadio antral. Este sistema de cultivo permite maior perfusdo do
meio e melhor acompanhamento dos foliculos que podem ser cultivados individualmente e em diferentes categorias
(primordial, primario, secundario).
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Apesar desses avangos, os resultados mais satisfatorios observados em animais domésticos até o presente
momento foram relatados recentemente por Gupta et al. (2008) e Figueiredo et al. (2009), em bufalas e cabras,
respectivamente, nas quais oo6citos oriundos de foliculos secundérios cultivados in vitro atingiram a maturacdo e
foram fecundados in vitro, resultando posteriormente na producdo de embrides. No entanto, resultados como esse
ndo tém sido relatados com frequéncia, ndo se caracterizando ainda como uma rotina na biotécnica de MOIFOPA.
Isso pode ser devido a diferengas existentes entre as metodologias empregadas pelas diferentes equipes, bem como
as particularidades existentes entre as diferentes espécies animais.

Especificamente, com relagdo as metodologias e aos protocolos empregados, acredita-se que as diferentes
substancias adicionadas ao meio de cultivo, bem como o momento da adi¢ao e as concentragdes das substancias, sdo
aspectos relevantes para a obtengdo dos resultados satisfatorios no tocante ao desenvolvimento e a maturacdo in
vitro de foliculos pré-antrais. Nesse sentido, diferentes fatores e substincias tém sido amplamente estudados e
empregados no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais visando conhecer a agdo sobre a foliculogénese na sua fase
inicial. Dentre as substancias, podem ser citadas as BMPs, que desempenham um importante papel no
desenvolvimento folicular.

Influéncia das BMPs na regulacio da foliculogénese inicial

A regulagdo do crescimento, a partir da proliferacdo celular e citodiferenciagdo de foliculos ovarianos, pode
ser auxiliada por inimeros fatores de crescimento sintetizados pelos compartimentos foliculares. No entanto, a
funcdo dos fatores que controlam o crescimento e desenvolvimento dos foliculos ainda ndo ¢ bem compreendida,
sendo, portanto, um ponto critico da elucidagdo da fisiologia ovariana. Nesse contexto, observa-se uma grande
importancia de substancias como as BMPs. Das 20 BMPs descritas at¢ o momento (Massague ¢ Wotton, 2000),
apenas sete (BMP-2, -3, -3b, -4, -6, -7 e -15) foram localizadas no ovario mamifero (Hogan, 1996; Dube et al., 1998;
Wozney e Rosen, 1998). Estas proteinas sdo sinalizadas por moléculas extracelulares, expressas de maneira tecido-
especifica durante a embriogénese e a vida adulta dos animais, e estdo envolvidas em miultiplos papéis na regulago
do crescimento, na diferenciag@o e apoptose de varios tipos celulares, além de exercerem fungdes na foliculogénese
e na ovulacao (Glister et al., 2004).

Caracterizagdo estrutural

Os membros da superfamilia TGF-B sdo sintetizados como uma pré-proteina que possui um peptideo
sinalizador, uma grande pro-regido e uma regido menor madura biologicamente ativa (Massague, 1990; Chang et al.,
2002). Uma distinta caracteristica estrutural desta superfamilia é a presenca de sete cisteinas conservadas, as quais
estdo envolvidas no dobramento da molécula em uma estrutura tridimensional chamada né de cisteina (Schlunegger
e Griitter, 1992; Griffith et al., 1996; Vitt et al., 2001). O papel da pro-regido dos membros da superfamilia TGF-3
ndo ¢ bem compreendido. No entanto, acredita-se que esta regido possa ser importante para a correta dobra e
dimerizagdo da molécula, uma vez que a dimerizagdo ocorre antes do processamento proteolitico para a libertagdo
da regido madura biologicamente ativa (Shimasaki et al., 2004). O tinico residuo de cisteina conservado que ndo esta
envolvido na formag@o do n6 de cisteina faz uma tnica ponte dissulfeto entre as duas subunidades. Isso resulta na
formacdo de um dimero ligado covalentemente, que € critico para posterior transducdo do sinal e concretizagdo de
sua atividade bioldgica (Jones et al., 1994).

Estudos utilizando sistema de expressdo de proteinas recombinantes revelaram que, quando co-expressas, as
BMP-2, -4, -5, -6 (Fig. 1) e -7 (Fig. 2) podem formar heterodimeros, sendo uma caracteristica interessante, que estes
podem exibir maior atividade biologica que seus correspondentes homodimeros (Israel et al., 1996).

Figura 1. Estrutura cristalizada da Proteina Morfogenética Ossea-6 em dois angulos diferentes. [mmdbld:22322
e mmdbld:22323]; (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Figura 2. Estrutura cristalizada da Proteina Morfogenética Ossea-7 em dois angulos diferentes. [mmdbId:22322
e mmdbld:22323]; (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As BMPs interagem com duas classes de receptores transmembranarios do tipo serina-treonina quinase,
receptores de BMP tipo I e tipo II. Nos mamiferos, trés receptores tipo I (BMPR-IA/activin-like receptor kinase-3
(Alk3), BMPR-IB/AIk6 e activin A receptor type I (ActRI/Alk2)) e trés receptores do tipo II (BMPR-II, ActR-1IA e
ActR-IIB) foram identificados (Knight e Glister, 2003).

Expressdo e Imunolocalizag¢do das BMPs no tecido ovariano

Diversos fatores de crescimento peptideos, incluindo os membros da superfamilia TGF-f, sdo expressos em
odcitos, células da granulosa e células da teca, de acordo com o estadio de desenvolvimento do foliculo. Estes
fatores funcionam como moléculas reguladoras intraovarianas envolvidas no recrutamento folicular, na
proliferagdo/atresia de células da granulosa ¢ de células da teca, na esteroidogénese, na maturagdo oocitaria, na
ovulagdo e na luteinizagdo (Knight e Glister, 2003).

Varios genes de BMPs sdo expressos no ovario de mamiferos. O RNAm que codifica as BMP-2, -3, -3b, -4,
-6, -7 ¢ -15 foi identificado em ovarios de varias espécies (Lyons et al., 1989; Jaatinen et al., 1996, Takao et al.,
1996; Dube et al., 1998; Shimasaki et al., 1999). Foram detectadas proteinas e/ou RNAm de membros da familia
BMP no tecido ovariano, incluindo BMP-2 ¢ -6 em mulheres (Lyons et al., 1989) e ratas (Erickson e Shimasaki,
2003), ¢ BMP-4, -5 ¢ -6 em ovarios de porcas recém-nascidas (Shimizu et al., 2004). A BMP-3 ¢é expressa em
células da granulosa-luteinicas humanas (Jaatinen et al., 1996). O GDF-9B/BMP-15 ¢ expresso exclusivamente em
odcitos (Elvin et al., 2000; McNatty et al., 2005). J& a BMP-6 ¢ expressa em odcitos de camundongas (Elvin et al.,
2000), vacas (Glister et al., 2004) e nas células da granulosa e da teca de foliculos ovarianos de vacas (Glister et al.,
2004). Ratas normais ciclicas expressam RNAm para BMP-4 e -7 na camada de células da teca da maior parte dos
foliculos do ovario (Shimasaki et al., 1999).

Com relagdo aos receptores, estudos identificaram que o RNAm para BMPR-IA, BMPR-IB ¢ BMPR-II ¢
expresso em odcitos e células da granulosa (Shimasaki et al., 1999). Em ovelhas, os receptores de BMPs estdo
localizados nos odcitos, nas células da granulosa (tanto de foliculos primarios quanto antrais), nas células da teca
(foliculos antrais) e na superficie do epitélio ovariano (Wilson et al., 2001; Souza et al., 2002). O RNAm para BMPR-II
foi detectado em células da granulosa e odcitos de foliculos antrais em ratas (Shimasaki et al., 1999; Erickson e Shimasaki,
2003) e ovelhas (Wilson et al., 2001; Souza et al., 2002), sendo a expressdo da proteina observada apenas nesta ultima. Do
mesmo modo, A BMP-6 ¢ uma proteina expressa no oocito (ovelha: Juengel et al., 2006; rata: Otsuka et al., 2001; vaca:
Glister et al., 2004; porca: Brankin et al., 2005b), nas células da granulosa (rata: Erickson e Shimasaki, 2003; vaca: Glister
et al., 2004 e porca: Brankin et al., 2005b) e nas células da teca (ovelha: Campbell et al., 2004; vaca: Glister et al., 2004)
de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento.

Estudos realizados utilizando a técnica de hibridizag¢do in situ demonstraram a presenga de RNAm da
BMP-7 em células da teca de foliculos pré-ovulatorios de ratas (Shimasaki et al., 1999) e em células hipofisarias de
camundongas transgénicas (Huang et al., 2001). Além disso, Huang et al. (2001), utilizando RT-PCR, identificaram
0 RNAm para a BMP-7 em células hipofisarias de camundongas.

Em vacas, foi detectada a expressao de RNAm do BMPR-IA, BMPR-IB, ActR-IA, ActR-IIB e BMPR-II
em todos os compartimentos de foliculos antrais, no entanto a proteina BMPR-II foi encontrada somente nos odcitos
de foliculos antrais (Fatehi et al., 2005). Recentemente, foi demonstrada a expressdo de proteinas das BMP-2 ¢ -6
em o06citos suinos, liquido folicular e células da granulosa, ¢ a expressdo de BMP-2 em células da teca (Brankin et
al., 2005b), além da expressdo da proteina dos receptores de BMP (BMPR-IA, -IB e -II) em células da granulosa,
células da teca e oocitos suinos (Quinn et al., 2004).

Estudos realizados em ratas demonstraram que os receptores da BMP-7 estdo expressos nas células da
granulosa de foliculos a partir do estadio secundario, mostrando também que a proteina é expressa nas células da
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teca (Shimasaki et al., 1999). Além disso, 0 RNAm para os receptores da BMP-6 (BMPR-IA, -IB e II) é expresso nos
oocitos ¢ nas células da granulosa de foliculos caprinos (Silva et al., 2004) e de varias outras espécies mamiferas:
camundonga (Elvin et al., 2000), rata (Shimasaki et al., 1999; Erickson ¢ Shimasaki, 2003), ovelha (Souza et al., 2002;
McNatty et al., 2005) e vaca (Glister e Knight, 2002), indicando possiveis efeitos autdcrinos e/ou paracrinos.

Mecanismo de sinalizacdo intracelular

As BMPs se ligam aos dois tipos de receptores, do tipo I e II. Uma vez que o complexo ligante-receptor é
formado, o receptor do tipo II fosforila e ativa receptores do tipo I, que desencadeiam a sequéncia de eventos da via
de sinalizacdo das BMPs (Miyazono et al., 2001). Esta, por sua vez, ativa reguladores transcricionais chamados
Smads, os quais convertem o sinal para o nicleo modificando a expressdo génica (Fig. 3). A via Smad ¢ regulada
pelo mediador Smad-4 e pelos inibidores Smad (Smad-6 e -7; ten Dijke e Hill, 2004). O complexo de proteinas
Smad consiste em efetores nucleares e determina a sinalizagdo por meio da ativagdo ou repressao dos genes alvo no
nucleo e que alteram a atividade celular, incluindo o crescimento, a diferenciacao e a sintese de matriz extracelular
(von Bubnoff e Cho, 2001). As BMPs ativam as vias Smad-1, -5 e -8, enquanto a ativina ¢ o TGF-f ativam as vias
Smad-2 e -3 (Miyazawa et al., 2002).

BMPs TGFp
RIL RI rit ), R Ligantes
Membrana celular
Receptores
SMAD 1,5,8 SMAD 2,3
/<' SMAD 4) \
SMAD 1,58 ) ® SMAD 2,3 ) ® . ~
(SmAD 4) (smap 4) Sinalizagao

Nicleo

(smap 6)

(gMAD 7) (TSMAVD:I:)

SMAD 1,5,8,2,3
(SmAD 4)

®

Transcrigao

Figura 3. Ligantes, receptores, sinalizagao e transcri¢do de BMPs e TGFp. As BMPs sdo ligantes diméricos (com nd
de cisteina em cada mondmero) que interagem tanto com receptores tipo I (BMPR-I), quanto receptores tipo II
(BMPR-II). Na cascata de sinalizacdo, o receptor BMPR-II fosforila e ativa o receptor BMPR-I. A associag@o entre
os receptores 1 e II resulta no complexo sinal-transducdo. O complexo quinase BMP e BMPR-I fosforila os
substratos de sinalizacdo Smad-1,-5 ou -8. As isoformas TGFf interagem com receptores distintos dos receptores de
BMPs. O complexo quinase TGFf e BMPR-I fosforila os Smad-2 ou -3. A fosforilagcdo para ambos, BMPs e TGFf ,
¢ inibida e/ou modulada pelos Smads inibitérios -6 e -7. Os Smads-1, -5 ou -8 que forem fosforilados interagem com
0 Smad-4 e penetram no nucleo para ativar a maquinaria transcriptacional e desencadear a resposta dos genes de
BMP. Os Smads -2 ou -3 associados ao Smad-4 entram no nuicleo e ativam a resposta dos genes de TGF .

Efeitos das BMP-6 e -7 nas células ovarianas

Modelos de camundongas transgénicas knockout t€m sido utilizados para investigar os efeitos in vivo das
BMPs no ovario. Com isso, foi demonstrado que, na auséncia de BMP-2, os animais tém um niimero reduzido de células
germinativas primordiais em comparac¢do com os seus homologos de tipo selvagem (Ying e Zhao, 2001). Inversamente, as
ratas sem o gene da BMP-6 parecem normais no que diz respeito a fertilidade e ao tamanho da ninhada, sugerindo que esta
proteina pode ndo ser essencial para a fertilidade de murinos (Solloway et al., 1998).

Os efeitos da BMP-6 nos compartimentos foliculares ja foram observados em varias espécies. Ao contrario
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da BMP-15, a BMP-6 néo estimula a proliferacdo de células da granulosa (ratas: Otsuka et al., 2001); além disso,
inibe sua diferenciagdo (ovelhas: Juengel et al., 2006). Entretanto, em bovinos, Glister et al. (2004) verificaram um
pequeno, porém significativo, aumento no nimero de células da granulosa ap6s cultivo in vitro por seis dias em
meio adicionado de BMP-6. Foi demonstrado também que esta proteina ¢ importante na proliferagdo de células da
granulosa e de células da teca em suinos (Brankin et al., 2005a). Adicionalmente, em vacas, as BMP-6 e -7 foram
capazes de aumentar o numero de células viaveis, a partir de um efeito mitogénico direto (Glister et al., 2004).

No tocante 8 BMP-7, Lee et al. (2001) observaram, a partir da injegdo direta dessa proteina na bursa
ovariana de ratas, o seu envolvimento no controle do crescimento oocitario, bem como na multiplicagdo das células
da granulosa. Estudos in vitro mostraram que estas proteinas promovem a manutengdo da viabilidade de ratas,
camundongas e cabras, respectivamente (BMP-4: Nilsson e Skinner, 2003 ¢ BMP-7: Lee et al., 2004, Aratijo et al.,
2010), bem como a ativagdo e o crescimento de foliculos primordiais (BMP-4: Nilsson e Skinner, 2003; BMP-7:
Lee et al., 2004). Além disso, a utilizagdo da BMP-7 no cultivo de células da granulosa estimulou a proliferacao
destas células em vacas (Glister et al., 2004) e ratas (Lee et al., 2001).

Otsuka e¢ Shimasaki (2002) observaram que a BMP-7 estimulou a sintese de DNA pelas células da
granulosa de foliculos primarios cultivados in vitro e manteve esse estimulo quando as células da granulosa foram
cultivadas juntamente com os odcitos. Por outro lado, quando células da granulosa foram cultivadas por dois ou seis
dias em meio adicionado das BMP-2, -4, -6 ou -7, nao foi observada nenhuma influéncia de tais substincias na
proliferagdo ou sobrevivéncia celular em ovelhas (Juengel et al., 2006). Adicionalmente, multiplos fatores, incluindo
o estadio de maturagdo ou nimero de células da granulosa dos foliculos, as diferengas nas composi¢des dos meios e
periodos de cultivo, ou ainda a adi¢do de outros hormonios e/ou fatores de crescimento, podem influenciar as
respostas das células as diferentes BMPs utilizadas.

Efeitos das BMP-6 e -7 na esteroidogénese ovariana e na secre¢do de peptideos

As BMP-4, -6 ¢ -7 estimularam, em ratas, a produgdo de estradiol, inibina-A, ativina-A e folistatina (Lee et al.,
2001). Em contraste, as referidas BMPs inibiram a secre¢do de progesterona pelas células da granulosa em ratas
(Shimasaki et al., 1999; Lee et al., 2001; Otsuka et al., 2001), ovelhas (Juengel et al., 2006) e vacas (Glister et al., 2004).
Por outro lado, a interacdo de BMP-6 e FSH nao modificou a secrecdo de estradiol pelas células da granulosa em ratas
(Miyoshi et al., 2007). A BMP-6 pode prevenir a luteinizagdo prematura dos foliculos potencialmente dominantes ou
recrutaveis (Otsuka et al., 2001; Glister et al., 2004), sugerindo, desta maneira, que as moléculas inibitdrias estdo presentes
no oocito. Esta fungdo provavelmente ¢ entendida pela observacao dos sinalizadores de BMP-6 nas células da granulosa
de foliculos dominantes em ratas (Erickson e Shimasaki, 2003).

A reatividade das BMPs ao FSH foi associada ao aumento do niimero ou as altera¢des nas propriedades de
seu receptor. Em outros estudos, foi observado que as BMP-6 e -7 aumentam a secrecdo de FSH nas células
hipofisarias (Huang et al., 2001) e ainda que apenas a BMP-7 aumenta a expressao de receptores para FSH durante o
cultivo de ovarios de camundongas (Lee et al., 2004) modulando a agdo do FSH (ratas: Otsuka et al., 2001), no
sentido de aumentar a produgdo de estradiol e inibir a sintese de progesterona (Shimasaki et al., 1999). A habilidade
das BMP-6 ¢ -7 em estimular a sintese de FSH foi descrita pela primeira vez em cultivo de células hipofisarias
derivadas de camundongas transgénicas. Esses resultados, combinados ao fato de que o RNAm destas BMPs foi
detectado em células hipofisarias de camundongas, indicam que, além de as BMP-6 e -7 funcionarem como
estimuladores de FSH, elas podem manter os niveis basais deste hormonio in vivo apds utilizagdo de anti-BMP-7
(Huang et al., 2001).

Consideracoes finais

A literatura mostra a participagdo das BMP-6 e -7 na modulagdo do desenvolvimento folicular e na fungdo
ovariana. Estas proteinas tém sido caracterizadas como importantes fatores que, associados a outros produzidos
sistétmica ou localmente, podem atuar na manutencdo da atividade ovariana, de forma a influenciar a
esteroidogénese e retardar o inicio da atresia e/ou luteinizagdo. Uma melhor compreensdo acerca dos papéis destas
proteinas no ovario podera contribuir para elucidar os processos ligados a foliculogénese, bem como para auxiliar no
desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro capazes de promover o crescimento e a maturacdo de odcitos
oriundos de foliculos pré-antrais.
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