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1. INTRODUCAO

Ha& muito tempo se atribui ao odcito a funcdo de regular o crescimento e
diferenciagdo folicular que culminam com a ovulagdo. O controle
autocrino/paracrino da foliculogénese desempenha um papel essencial na
modulacdo do desenvolvimento folicular e fatores produzidos pelo odcito sdo
cruciais no processo de crescimento e diferenciacdo dos foliculos. Porém, a sua
participacdo neste mecanismo de regulacdo ndo é totalmente compreendida.
Grande parte do conhecimento acerca desses fatores tem sido obtido em
modelos in vitro ou através de mutacbes em ovinos (Galloway et al., 2000;
Hanrahan et al., 2004).

Entre as principais proteinas oocitarias, destacam-se as proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) que, do mesmo modo que os fatores de
crescimento e diferenciacdo (GDFs), pertencem a superfamilia dos fatores de
crescimento transformantes beta (TGF-B; revisado por (Knight and Glister, 2006).
A participacdo do sistema BMP na regulacdo paracrina da foliculogénese é
incontestavel. Resultados demonstram um grande potencial de utilizacdo da
regulacdo das proteinas oocitarias como ferramenta para incrementar a taxa
ovulatoéria, ou como contraceptivo.

Ha evidencias de funcbes inibitérias da BMP15 e GDF9 sobre a
diferenciacdo e esteroidogénese folicular. Por outro lado, alguns estudos in vitro
demonstram um efeito estimulatério sobre a proliferacdo e sintese de esteroides.
Uma vez que ndo sdo conhecidos todos os fatores produzidos pelo oécito durante
o crescimento folicular, uma alternativa para investigar a fungdo dos mesmos
seria 0 modelo de injecao intrafolicular destas. Em vista disso, o0 presente estudo
teve como objetivo determinar o efeito da injecéo intrafolicular de GDF9 sobre o
crescimento folicular final e ovulagcdo e determinar o padrdo de expressédo dos
receptores de GDF9 antes e apds o pico de LH que leva a ovulacéo.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados pela Comissédo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA-UFPel). Em um primeiro momento, foi
investigado o efeito da injecdo da proteina recombinante GDF9 na concentracéo
final de 100ng/mL (n=6) e 1000ng/mL (n=5). As vacas do grupo controle (n=10)
receberam uma injecdo intrafolicular de PBS. As doses utilizadas foram
determinadas multiplicando-se por dez as doses efetivas observadas in vitro.
Foram utilizadas fémeas ciclicas das racas Holandesa e Jersey, do rebanho da
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Fazenda da Palma/UFPel. Estes animais receberam uma aplicacdo de
prostaglandina F2a (25mg, IM), 2mg de benzoato de estradiol e um implante
intravaginal de liberacéo lenta contendo progesterona (DIB®; 1g), para induzir a
regresséo folicular e uma nova onda de crescimento folicular. Somente vacas que
apresentaram foliculos com didmetro adequado (8 a 12mm) foram utilizadas nos
estudos. Apés a injecao intrafolicular, foi realizada diariamente a dindmica folicular
para identificar o destino dos foliculos tratados em comparacdo aos foliculos
controle. Todas as estruturas maiores que 6mm foram identificadas e desenhadas
em cortes esquematicos dos ovarios. Os procedimentos de injecao intrafolicular
foram realizados conforme Ferreira et al. (2007). Os foliculos injetados foram
acompanhados até a regressdo ou ovulacdo espontanea. Para a injecdo das
proteinas oocitarias e/ou PBS, o volume total a ser administrado foi adequado
com base no volume de fluido folicular total (Ferreira et al., 2007).

Posteriormente, foi caracterizado a expressdo de receptores de proteinas
oocitarias durante a ovulacdo. Foram utilizadas amostras provenientes de um
banco de fluido e células foliculares coletados nos momentos 0, 3, 6, 12 e 24
horas apdés a administracdo de GnRH. Esses animais eram fémeas ciclicas,
submetidas a um protocolo de sincronizacdo da ovulacdo e com
acompanhamento da dinamica folicular, semelhante ao descrito inicialmente.
Estes animais foram ovariectomizados conforme o momento de interesse para a
analise de expressdo génica relacionada a ovulacdo. Apos ovariectomia, 0 RNA
total das células da granulosa foi extraido por protocolo baseado em colunas de
silica (RNAeasy Mini Kit®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para
quantificar o RNA extraido, a densidade Otica foi determinada através de
espectrofotometro (NanoDrop). O RNA total foi tratado com DNase (Promega,
Madison, WI) a 37°C por 5min para digerir qualquer DNA contaminante. Apos a
inativacdo da DNase a 65°C por 10 min, a reacdao de transcricdo reversa foi
realizada com o kit iScript cDNA Synthesis (BioRad), conforme instru¢cbes do
fabricante. A expressao 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 amplificacdo dos genes
constitutivos GAPDH e ciclofilina. O calculo da expresséo relativa foi baseado
numa curva de diluicdo seriada do cDNA, conforme descrito por (Gasperin et al.,
2014). Para o PCR em tempo real foram utilizados os seguintes iniciadores:

BMPR2: F - CCACTGGCCTCACTCCAAGT e R -
CCCGACTGGCTGTGAAACAT; TGFBR1: F -
ACCACTGCAATAAAATAGAACTTCCA e R — TGACAGCTGCCAGTTCAACAG;
CYCLOPHILIN: F - GGTCATCGGTCTCTTTGGAA e R -

TCCTTGATCACACGATGGAA. Os resultados de expressao génica foram
comparados por andlise de variancia (PROC GLM; General Linear Models
Procedure). Foi utilizado como efeito principal os distintos tratamentos e como
efeito ao acaso as diferentes replicagdes. A multi-comparagdo entre grupos foi
realizada pelo teste “t” de student. Todas as variaveis continuas foram testadas
para normalidade e normalizadas quando necessario de acordo com cada
distribuicdo. Em todas as analises, o nivel de significancia utilizado foi de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se que a injecdo intrafolicular da proteina
oocitaria GDF9 em duas doses (100 e 1000ng/mL; Sigma Aldrich) ndo alterou o
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crescimento folicular final, sem efeitos negativos sobre a ovulacdo e manifestacao
de estro. Os dados presentes na literatura demonstram fungbes distintas das
proteinas oocitarias nas diferentes espécies e modelos utilizados (McNatty et al.,
2005; Spicer et al., 2006). Baseando-se nos resultados obtidos in vivo em bovinos
e ovinos descritos por outros grupos de pesquisa (Juengel et al., 2009; Juengel et
al.,, 2004), e nos dados obtidos pelo nosso grupo (Gasperin et al., 2014),
esperava-se que o GDF9 inibisse a diferenciacdo folicular. O efeito negativo
esperado seria identificado através do atraso no crescimento e ovulacdo ou entao
através da atresia dos foliculos injetados. Entretanto, os foliculos injetados com
GDF9 continuaram seu crescimento em taxa similar aos foliculos do grupo
controle (PBS), até atingir completa diferenciacdo e ovularem normalmente.
Entretanto, ndo foi observada a inibicdo do crescimento folicular, nem uma
relacdo dose-dependente com o GDF9, sugerindo que a esteroidogénese nao
tenha sofrido alteracdo, bem como a expressdo de receptores de LH, que
determina a dominéancia e responsividade a essa gonadotrofina.

O efeito sinérgico entre BMP15 e GDF9 é mediado pelo receptor BMPR2
(Edwards et al., 2008). A ativacdo do BMPR2 leva a fosforilagdo do receptor tipo I,
sendo o BMPR1B responsavel pela sinalizacdo da BMP15 e o TGFBR1 do GDF9.
Determinou-se a expressao dos genes BMPR2 e TGFBRL1 nas células foliculares
antes e apds a administracdo de GnRH para avaliar sua regulacdo no periodo
periovulatorio e de luteinizacdo. Este modelo experimental mimetiza a ovulacao e
permite avaliar os processos desencadeados ap6s a liberagdo de GnRH
(Tonellotto dos Santos et al., 2012). Ambos receptores sofrem regulacdo da
expressdo génica apdés o pico de LH (aproximadamente 3h ap6s o GnRH),
principalmente se observado o horario 12h em relacdo ao 3h (Figura 1).
Entretanto, a relevancia fisiolégica deste achado ainda € desconhecida. Uma
alternativa seria avaliar o efeito do tratamento com GDF9 intrafolicular neste
periodo periovulatério, desafiando-os com GnRH exdgeno.

2 -
1.5 A

1 4

iR

TGFBR1 mRNA/cyclophilin

£ 27 A
E
[«X
S 15
;;: A
<

1 A AB
z BC
£ C
& 05 -
a.
E
= | |

0 - - =

0 3 6 12 24

Hours after GnRH injection

Figura 1: Caracterizacdo da expressao dos genes TGFBR1 e BMPR2 em células
da granulosa nos momentos 0, 3, 6, 12 e 24 horas ap0s a administracdo de
GnRH. Letras diferentes indicam significancia estatistica (P <0,05).
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4. CONCLUSOES

No presente estudo, demonstrou-se que o GDF9 isoladamente, nas
concentracOes utilizadas, ndo interfere negativa ou positivamente no crescimento
final do foliculo e ovulacdo. Além disso, os padrdes de expressdo dos receptores
de fatores oocitarios foram caracterizados em foliculos no periodo peri-ovulatério,
sendo expressos e regulados nesse processo, 0 que pode indicar uma fungcéo no
periodo de ovulacao e luteinizacéo.
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