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Resumo

HAAS, Cristina Sangoi. Participacéo das proteinas morfogenéticas ésseas no
crescimento folicular final, ovulagéo e fungé&o luteal. 2018. 112f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Fatores produzidos no ovario, como os membros da familia dos fatores de crescimento
transformantes beta (TGF[) e seus receptores, exercem papel essencial durante a
divergéncia folicular e ovulacdo. Interacdes entre ligantes e seus receptores estao
envolvidas em distintas funcdes ovarianas sob condicdes fisioldgicas ou patolégicas.
Em especial os fatores produzidos pelos odcitos como a proteina morfogenética 6ssea
15 (BMP15) e o fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9), desempenham papéis
importantes na regulacdo das func¢des ovarianas como crescimento e diferenciacao
folicular. Entretanto, grande parte do conhecimento sobre esses fatores tem sido
obtido em modelos in vitro ou através da observacdo de mutacdes espontaneas em
ovelhas e, apesar da grande relevancia, a funcéo destes na fisiologia ovariana ainda
€ pouco conhecida. Além disso, o papel do sistema TGF na modulagao do processo
de regressao do corpo luteo ainda nao foi investigado nas espécies domeésticas. Neste
contexto, esta tese apresenta uma série de estudos acerca da participacdo de
membros da familia TGF[3, em especial das BMPs, na regulacéo de eventos ovarianos
envolvendo o crescimento folicular final, ovulacao, formacao do corpo luteo e lutedlise.
O primeiro estudo trata-se de uma revisdo que teve por objetivo reunir a informacao
disponivel na literatura sobre o tema. Posteriormente, um segundo estudo objetivou
investigar o nivel de transcritos de membros da familia TGF3 e seus receptores
durante a lutedlise induzida in vivo. Foram utilizadas amostras de corpos lateos
bovinos coletados in vivo nos momentos 0, 2, 12, 24 e 48 h ap6s a administracédo de
uma dose de PGF2a no dia 10 do ciclo estral. Os niveis de RNAm de BMP4, BMP6 e
INHBA foram regulados positivamente as 2 h ap6s a administragdo de PGF2a
(P<0,05) em comparacédo com 0 h. A expressao relativa de RNAm de BMP2, BMP4,
ACVRI1B, INHBA e INHBB foi regulada positivamente 12 h apés a aplicacdo de PGF2a
(P<0,05), enquanto que o TGFBR3 teve uma regulacdo negativa as 48 h.
Coletivamente os dados demonstram que os RNAmM de membros da familia TGF3 séo
regulados pelo tratamento com PGF2a, sugerindo um envolvimento no processo de
lutedlise funcional e morfolégica em bovinos. Em um terceiro estudo, objetivou-se
determinar o efeito da inje¢&o intrafolicular da BMP15 sobre o crescimento folicular
final e ovulagéo/luteinizacdo. Ainda, avaliou-se o efeito do tratamento com
gonadotrofinas em células da granulosa cultivadas in vitro, sobre o nivel de transcritos
dos receptores da BMP15. Foi realizada a inje¢des intrafoliculares de BMP15rh nas
concentragdes de 100 ng/mL, em foliculos dominantes, e de 500 ng/mL, em foliculos
pré-ovulatorios. Os resultados da injecdo intrafolicular de BMP15rh demonstram uma
tendéncia (P=0,09) de inibigcdo do crescimento folicular. Ja os resultados em foliculos
pré-ovulatorios suportam a hipotese de um efeito inibitdrio sobre o crescimento



folicular e ovulacdo, sem inibir a luteinizacdo. Foliculos tratados com BMP15 néo
ovularam e deram origem a estruturas cisticas luteinizadas, o que foi confirmado
através de dosagens de progesterona seérica. No cultivo das células da granulosa in
vitro, a expressao de RNAm de BMPR2 e BMPR1B néo foi alterada pelo tratamento
com LH ou FSH. Conclui-se que o tratamento com BMP15 inibe o desenvolvimento
folicular e a ovulagéo, induzindo a luteinizacdo e formacdo de cistos em bovinos.
Estudos moleculares futuros séo necessarios para elucidar os mecanismos de acao
da BMP15. Um quarto estudo foi conduzido com o objetivo de validar um método de
coleta in vivo de células da granulosa bovinas, para estudos de expressao génica.
Foram testados seis protocolos distintos de separagdo das células apGs a coleta,
buscando a forma mais adequada para a extracdo do RNA, sem interferéncia de
outras células eventualmente presentes nas amostras. A partir dos resultados sugere-
se que o tratamento dos pellets celulares obtidos apds aspiracao folicular com tampéo
de lise de eritrécitos possibilita uma melhor qualidade de RNA. Com um protocolo
adequado de processamento das células, pode-se dar continuidade a investigacao
dos efeitos dos fatores foliculares nas células da granulosa in vivo. Coletivamente, 0s
estudos acima descritos, além da gerar conhecimento basico para compreensdo do
papel dos fatores locais na fisiologia ovariana, podem contribuir no entendimento de
processos patoldgicos e no desenvolvimento de tecnologias que tenham por finalidade
a contracepcdo ou aumento da taxa ovulatéria.

Palavras-chave: BMP15; proteina morfogenética Ossea; fatores locais; cistos;
foliculogénese; ovulacéo; lutedlise



Abstract

HAAS, Cristina Sangoi. Involvement of bone morphogenetic proteins in final
follicular growth, ovulation and luteal function. 2018. 112f. Thesis (Doctor degree
in Sciences) - Programa de Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Factors produced in the ovary, such as transforming growth factors beta members
(TGFB) and their receptors, play a key role during follicular deviation and ovulation.
The interactions between ligands and receptors are involved in different ovarian
functions under physiological or pathological conditions. In particular, factors produced
by oocytes such as bone morphogenetic protein 15 (BMP15) and growth and
differentiation factor 9 (GDF9) are involved in the regulation of ovarian functions such
as follicular development and differentiation. However, most of the knowledge about
these factors has been obtained using in vitro models or through spontaneous
mutations in ewes and, despite the great relevance, little is known about the function
of the oocyte factors in the ovarian physiology. In addition, the regulation and function
of the TGFB system in the regression process of the corpus luteum has not been
evaluated in domestic species. In this regard, this thesis presents a series of studies
about the involvement of TGFB family members, specially BMPs, in the regulation of
ovarian function including final follicular growth, ovulation, corpus luteum formation and
luteolysis. The first study aimed to review the information available in the literature on
the regulation and function of TGFf family members in ovarian function. The objective
of the second study was to investigate mMRNA regulation of some TGF family ligands
and their receptors during induced-luteolysis in vivo. Cows received an injection of
prostaglandin F2a (PGF2a) on day 10 of the estrous cycle and luteal samples were
obtained at O, 2, 12, 24 or 48 h after treatment. The mRNA levels of BMP4, BMP6 and
INHBA were upregulated at 2 h after administration of PGF2a (P<0.05) in comparison
to 0 h. The relative mRNA expression of BMP2, BMP4, ACVR1B, INHBA and INHBB
was upregulated at 12 h post PGF2a (P<0.05), whereas TGFBR3 was downregulated
at 48 h. Collectively, the findings demonstrate that mRNA encoding several TGF3
family members are regulated after PGF2a administration in a time-specific manner,
which suggests that this system is involved in both functional and morphological
luteolysis in cattle. The objective of the third study was to evaluate the effect of BMP15
intrafollicular treatment on final follicular growth, ovulation and luteinization in cattle.
Furthermore, it was evaluated the effect of gonadotrophins treatment in granulosa cells
in vitro on the levels of transcripts encoding BMP15 receptors. Intrafollicular injections
of rhBMP15 were performed at concentrations of 100 ng/mL, in dominant follicles, and
500 ng/mL, in preovulatory follicles. The intrafollicular injection of rhBMP15 tended
(P=0.09) to inhibit follicular growth, whereas the treatment of preovulatory follicles
support the hypothesis of an inhibitory effect on follicular growth and ovulation, without
inhibiting luteinization. Follicles treated with BMP15 did not ovulate and became
luteinized cysts, which was confirmed by serum progesterone levels. The mRNA



expression of BMPR2 and BMPR1B in granulosa cells in vitro was not altered by the
treatment with LH or FSH. In conclusion, the treatment with BMP15 inhibits follicular
development and ovulation, inducing luteinization and cysts formation in cattle. Future
molecular studies are needed to elucidate the mechanism of action of BMP15. The
fourth study was conducted to validate a technique for in vivo granulosa cells collection
for gene expression studies. Six different protocols for granulosa cells isolation after
follicular aspiration were evaluated aiming to identify the more appropriate procedure
to extract RNA without the interference of other cells potentially present in the samples.
The results suggest that the treatment of granulosa cells pellets with red blood cell
lysis buffer, just after follicular aspiration, allows obtaining samples with higher RNA
quality. With a well-validated protocol for cells isolation, it will be possible to continue
the investigation of the function of follicular factors on granulosa cells in vivo. Taken
together, the above-described studies besides generating basic knowledge to
understand the role of local factors in ovarian physiology, may contribute to the
understanding of pathological processes and to the development of technologies to
promote contraception or to increase ovulation rate.

Keywords: BMP15; bone morphogenetic protein; local factors; cysts; folliculogenesis;
ovulation; luteolysis
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1 Introducéo

O controle enddécrino da foliculogénese, ovulacdo e luteinizacdo ja €
estabelecido nas espécies domésticas, principalmente em ruminantes, o que se deve
aos estudos pioneiros acerca da dinamica de crescimento folicular, acessada através
da ultrassonografia, associada as dosagens hormonais (GINTHER et al., 1989;
DRIANCOURT, 1991; FORTUNE, 1993). Em espécies monovulares como a bovina,
esse crescimento folicular antral ocorre em ondas, controlado pelas gonadotrofinas,
sendo um evento que ocorre de forma continua durante a vida reprodutiva da fémea.

Os foliculos antrais ap@s iniciarem seu crescimento possuem apenas dois
destinos, a ovulacdo ou, na maior parte das vezes, a atresia (ERICKSON &
SHIMASAKI, 2001). Esse processo de inicio do crescimento de um grupo de foliculos
terciarios em cada onda folicular € denominado de emergéncia folicular, que é
regulada principalmente pelas gonadotrofinas como o hormdnio foliculo estimulante
(FSH) e horménio luteinizante (LH), além de seus receptores (FSHR e LHCGR) e
esteroides ovarianos. Ou seja, a emergéncia folicular caracteriza-se pelo crescimento
de um grupo de foliculos antrais pequenos que sao recrutados através da elevacao
dos niveis de FSH (ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 1996), sendo dependentes
de gonadotrofinas até a ovulagéo.

Do grupo de foliculos recrutados, apenas um é selecionado para continuar o
desenvolvimento, o foliculo dominante, enquanto que 0s demais entram em processo
de atresia, sendo denominados foliculos subordinados (GINTHER et al., 1996). Esse
processo é denominado divergéncia folicular e, nas fémeas bovinas Bos taurus taurus,
ocorre quando o foliculo dominante atinge o diametro aproximado de 8,5 mm,
momento em que as células da granulosa passam a expressar receptores de LH
(LHCGR). A medida em gue o foliculo cresce, a expresséao desses receptores se eleva
gradativamente, atingindo seu apice em foliculos a partir de 9 mm (GASPERIN et al.,
2015). O foliculo dominante possui a capacidade de completar o seu desenvolvimento
e de realizar sua maturacdo folicular final até a ovulacdo, secretando estradiol e

inibina, que ocasionam a reducao dos niveis de FSH (GIBBONS et al., 1997). Cabe
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ressaltar que apenas foliculos dominantes selecionados em um ambiente com niveis
de progesterona decrescentes irdo ovular em consequéncia do aumento dos niveis
de LH, pois quando h& elevada concentragdo plasmatica de progesterona, o foliculo
dominante também entra em atresia (GINTHER et al., 2003).

O controle das fases finais da foliculogénese estéa relacionado, principalmente
com o FSH e LH, além da expressao de fatores de crescimento que modulam a
regulacido dessas gonadotrofinas. Porém, ainda ndo séo totalmente conhecidos os
mecanismos que controlam o inicio do crescimento e o numero de foliculos que ir4
comecar a crescer (WEBB et al., 2004). Considerando que os foliculos pertencentes
a mesma onda folicular sofrem influéncia dos mesmos horménios, considera-se que
ocorre uma interacdo dos mediadores endécrinos com os fatores produzidos
localmente (KNIGHT & GLISTER, 2006) para a determinacéo da selecéo, divergéncia
e dominancia folicular, além da determinacdo da ovulacéo.

Neste contexto, os fatores produzidos no ovario sao considerados reguladores
do ambiente folicular local, auxiliando na determinacéo do destino de cada foliculo:
regressao ou ovulagéo (GINTHER et al., 1996). Os fatores locais regulam fungbes
ovarianas como crescimento e diferenciacao folicular (EPPIG et al., 1997; OTSUKA et
al., 2001; CHANG et al., 2013), esteroidogénese, ovulacao e luteogénese (ERICKSON
& SHIMASAKI, 2003b; KNIGHT & GLISTER, 2006).

Com base no acima exposto, as proteinas produzidas pelas células foliculares
e 0s o0citos tém despertado a atencdo de diversos grupos de pesquisa. Além do
sistema do fator de crescimento semelhante a insulina, que ja foi amplamente
estudado (MONGET et al.,, 2002), destacam-se outros fatores locais como 0s
membros da superfamilia dos fatores de crescimento transformantes beta (TGF;
revisado por (KNIGHT & GLISTER, 2006) e seus receptores, por desempenharem um
papel chave na fertilidade feminina. Os TGFB desempenham funcdes essenciais
durante a divergéncia folicular e ovulacéo, sendo cruciais nos processos de selecéo e
diferenciagcdo do foliculo dominante (EVANS & FORTUNE, 1997). Em especial,
destacam-se os fatores produzidos pelos o0citos como a proteina morfogenética
O0ssea 15 (BMP15) e o fator de crescimento e diferenciagdo 9 (GDF9), pois séo
reguladores do crescimento e da diferenciacgéo folicular.

Estudos funcionais demonstraram o papel fisiolégico dessas proteinas
oocitarias em diversos aspectos das fungcdes ovarianas, desde o desenvolvimento do

foliculo até a esteroidogénese, comunicagéao celular, maturacao do odcito, ovulagéo e
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funcao latea (CHANG et al., 2016). Também sado consideradas indispensaveis para o
desenvolvimento ovariano, uma vez que a auséncia de BMP15 ou GDF9 funcional,
resulta em infertilidade (GALLOWAY et al.,, 2000). Sendo assim, as proteinas
secretadas pelo odécito podem ser a chave para o entendimento da diferenciacéo
folicular e regulacdo da ovulacdo, pois sdo determinantes do namero de foliculos
ovulatorios (JUENGEL, 2002; HANRAHAN et al., 2004). No entanto, os dados
presentes na literatura demonstram funcdes distintas das proteinas oocitarias em
diferentes espécies e modelos utilizados (MCNATTY et al., 2005; SPICER et al.,
2006).

Estudos evidenciam o envolvimento de membros da superfamilia TGFB no
controle da taxa de ovulacdo em mulheres, estando associados a menor fertilidade
ou, paradoxalmente, aumento da taxa ovulatéria. O envolvimento destes fatores na
etiopatogenia de transtornos ovarianos, principalmente em humanos, justifica o
interesse no melhor entendimento da regulacdo e funcdo dos membros da
superfamilia. Estudos in vitro, sugerem que a reducdo dos niveis de BMP15 nas
mutacdes heterozig6ticas em mulheres pode ocasionar a interrupcdo da funcao
ovariana normal e interferir na fertilidade (PATINO et al., 2017). As BMPs sio
expressas tanto nos ovarios de mulheres saudaveis quanto nas com sindrome do
ovario policistico (SOP), podendo estar relacionadas com as anormalidades
encontradas nestas pacientes (KHALAF et al., 2013). Em mulheres com SOP, ocorre
uma reducao da expressao de BMP15 na fase folicular inicial, quando comparado com
tecidos ovarianos normais (WEI et al., 2014).

Diversos estudos demonstram que a manipulacao dos TGF[ pode ter aplicacao
direta em técnicas de contracepc¢do ou superovulacdo. A manipulagcéo das proteinas
foliculares esta envolvida na regulacdo do desenvolvimento folicular, influenciando a
taxa de ovulacéo, em bovinos (JUENGEL et al., 2013). Em éguas, a imunizacdo com
BMP15 ocasiona uma alteragéo na funcéo ovariana, impedindo a ovulagéo (DAVIS et
al., 2018). Em contrapartida, a imunizagcdo contra BMP15 em cervos ocasionou 0
aumento do numero de filhotes por fémea (ECKERY et al., 2014). Entretanto, apesar
das evidéncias indicarem um potencial da imunizacdo contra BMP15 e GDF9 para o
controle reprodutivo em diferentes espécies, 0s mecanismos envolvidos ainda ndo séao
completamente conhecidos.

Ressalta-se que a maior parte dos estudos acerca dos membros da

superfamilia  TGFB durante o processo de desenvolvimento folicular tém sido
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realizados em modelos in vitro, ou investigando mutacfes espontaneas em ovinos e
humanos. E apesar da grande relevancia, a real funcédo desses fatores foliculares na
fisiologia ovariana ainda é desconhecida.

Além das fungBes dos TGFs e seus receptores nas etapas iniciais da
foliculogénese (ERICKSON & SHIMASAKI, 2003a; KNIGHT & GLISTER, 2006), ha
evidéncias de um envolvimento nos processos de ovulacao e luteinizacdo (JUENGEL
et al.,, 2004), embora esta hipotese néo tenha sido investigada em espécies
monovulares. J& foi demonstrado que o GDF9 e a BMP15 previnem a luteinizagédo
prematura (SPICER et al., 2008), além de regularem a diferenciacéo folicular (SPICER
et al., 2008; MCNATTY et al., 2009). Em células da granulosa de ovinos, a BMP15
suprime a secrec¢do de progesterona induzida por FSH em pequenos foliculos antrais
(FABRE et al., 2006). 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).

Ha também evidencias da participacdo de membros da familia TGFB no
processo de manutencao e regressao da estrutura lutea (Knight e Glister 2006, NIO-
KOBAYASHI et al. 2013; KNIGHT & GLISTER, 2006). Varios membros da familia séo
expressos nas ceélulas luteais bovinas e o tratamento de células luteinizadas in vitro
com alguns fatores dessa superfamilia diminui a secrecao de progesterona (KAYANI
et al., 2009). Porém, pouco se sabe sobre a regulacdo e funcdo das BMPs na
luteinizac&o e funcéo do corpo luteo (KAYANI et al., 2009). Ao nosso conhecimento,
a expressao de ligantes e receptores da familia TGFB durante o processo de

regressao do corpo liteo em espécies domésticas ainda nao foi investigada.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral
Avancar no entendimento da regulacao e funcédo de membros da superfamilia
TGFB no crescimento folicular, ovulagédo, formagdo e regressao do corpo luteo,

utilizando fémeas bovinas como um modelo de espécie monovular.

1.1.1.1 Objetivos Especificos
1) Revisar as informacdes disponiveis na literatura sobre os principais membros

da superfamilia TGFf relacionados a regressao luteal, especialmente BMPs, GDFs e
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receptores associados, com foco principal em espécies monovulares.

2) Investigar a expressdao de membros da familia TGFB no corpo luteo bovino
apos inducéo da lutedlise com PGF2a.

3) Avaliar o efeito do tratamento com BMP15rh sobre o crescimento folicular
final, ovulacao, luteinizacéo e funcéo luteal em bovinos.

4) Determinar o melhor protocolo de processamento de células da granulosa
obtidas in vivo através de aspiragdo folicular para estudos de expressao génica em

fémeas bovinas.
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Participacdo de membros da superfamilia TGF beta na foliculogénese, luteinizacéo e
luteolise
Role of TGF-beta superfamily members during folliculogenesis, luteinization and luteolysis
Cristina Sangoi Haas!, Monique Tomazele Rovani'?, Paulo Bayard Dias Gongalves?,
Bernardo Garziera Gasperin'”
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Universitario S/N°, 96010-900, Capdo do Ledo, RS, Brasil. (53) 3275 7189. E-mail:
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Resumo
Fatores produzidos no ovario como os membros da familia dos fatores de crescimento
transformantes beta (TGFP) e seus receptores, Sd0 essenciais durante o desenvolvimento
folicular. Membros desta superfamilia desempenham papel chave na fertilidade e diferencas
espécie-especificas na regulacdo desses fatores tém sido descritas, envolvendo as funcdes
ovarianas em condicdes fisiologicas ou patologicas. A proteina morfogenética 6ssea 15
(BMP15) e o fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9) destacam-se, pois desempenham
papéis importantes na regulacdo do crescimento e da diferenciacdo folicular. Ainda, ha
evidéncias de que outras BMPs, ativinas, inibinas e seus receptores também possam estar
envolvidos no controle da foliculogénese, ovulacdo/luteinizacdo e lutedlise. A maioria dos
dados demostram que os TGFs atuam regulando negativamente a sintese de progesterona, o que

sugere envolvimento na inibi¢do da luteinizacdo e promocéo da lutedlise. O avango no
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entendimento das funcdes destes fatores locais podera possibilitar o desenvolvimento tanto de
novas estratégias contraceptivas, como também para controle do ciclo estral ou menstrual.
Palavras-chave: fatores oocitarios, foliculogénese, lutedlise.
Abstract
Factors produced in the ovary, such as transforming growth factors beta members (TGFf) and
their receptors, play a key role during follicular development. Members from this family have
an important role in female fertility and species-specific differences in their regulation have
been described, being involved in ovarian function regulation under both physiological and
pathological conditions. Bone morphogenetic protein 15 (BMP15) and growth and
differentiation factor 9 (GDF9) are the most studied factors due to their involvement in the
regulation of follicular development and differentiation. Besides BMP15 and GDF9, other
BMPs, activins, inhibins and their receptors may be involved in the control of folliculogenesis,
ovulation/luteinization and luteolysis. Most studies demonstrate that TGFf members negatively
regulate progesterone synthesis, suggesting an involvement in luteolysis. The advance in the
knowledge of the function of these local factors may allow the development of new contraceptive
strategies as well as new approaches to control the estrous or menstrual cycle.
Keywords: oocyte factors, folliculogenesis, luteolysis.
Introducao

O controle endécrino da diferenciacdo folicular, ovulacdo e luteinizacdo é bem
estabelecido, principalmente em humanos e animais de producdo. Entretanto, fatores
produzidos no ovéario sdo reguladores do ambiente folicular de maneira autdcrina e/ou
paracrina, determinando o destino de cada foliculo (Ginther et al., 1996). Da mesma forma, o

corpo luteo (CL), também tem sua funcdo regulada por fatores locais, especialmente no controle
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48  da sintese de progesterona (P4) e durante sua regressdo (Nio-Kobayashi et al., 2015; Zhang et
49  al., 2015; Gregson et al., 2016). Os TGFs tém despertado a atengédo de pesquisadores, sendo a
50 regulacdo e funcdo destes fatores amplamente descritas no recrutamento e desenvolvimento
51 folicular e pouco investigadas no controle da esteroidogénese, ovulagdo/luteinizacdo e lutedlise
52 (Tab. 1). A superfamilia TGFB é composta por subfamilias, como a das proteinas
53 morfogenéticas 6Osseas (BMPs; 20 membros), ativina/inibina, fatores de crescimento e
54  diferenciacdo (GDFs; 9 membros), hormdnio antimulleriano (AMH), além de outras proteinas
55  (revisado por Knight e Glister (2006). Estudos demonstram que a manipulagéo dos TGFs pode
s6  teraplicacdo em técnicas de controle do ciclo estral em diversas espécies como ovinos, bovinos,
57  equinos e cervideos (Galloway et al., 2000; Souza et al., 2001; Hanrahan et al., 2004; Juengel
58  etal.,, 2009; Eckery et al., 2014; Davis et al., 2018). Além disso, o envolvimento destes fatores
59  na etiopatogenia de transtornos ovarianos, justifica o interesse pelo entendimento da regulacéo
60 e funcdo dos mesmos. Portanto, essa revisdo ira abordar os principais TGFs relacionados a
61  regulacdo ovariana, especialmente BMPs, GDFs e receptores associados nos processos de
62 luteinizacdo e lutedlise em espécies monovulares.

63  Tabela 1. Estudos investigando a regulacédo e funcdo de membros da superfamilia TGF beta na

64  fisiologia ovariana.

65
Autores Espécie Fator(es) Principais resultados
avaliado(s)
Spicer et al., 2008 Bovino GDF9 Regulacdo da esteroidogénese folicular.
Zhao et al., 2010 Humano BMP15e  Aumento da expressdo de GDF9 e BMP15 em
GDF9 pacientes com sindrome do ovario policistico.
Patino et al., 2017 Humano BMP15 MutacGes que afetam os niveis de BMP15

estdo associadas com faléncia ovariana
precoce.
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Galloway et al., 2000; Ovino BMP15e  Mutagdes inativadoras nos genes BMP15 e

Hanrahan et al., 2004 GDF9 GDF9 em heterozigose (redugdo de
proteina funcional) induzem a
superovulacdo enquanto, em homozigose,
induzem a esterilidade.

Mcnatty et al., 2009 Ovino BMP15 Mutacédo no gene da BMP15 em heterozigose
induz maior responsividades das CG ao LH.

Foroughinia et al., 2017 Ovino GDF9e Maior expressaio de BMP15 e menor

BMP15 expressdo de GDF9 em CCOs de foliculos
pequenos em comparacdo com foliculos
grandes.

Juengel et al., 2004; Juengel  Ovino e bovino GDF9e ImunizacBGes contra as proteinas alteram a

etal., 2009 BMP15 foliculogénese, aumentando a taxa ovulatéria
ou inibindo o desenvolvimento folicular.

Davis et al., 2018 Equinos GDF9 e Imunizagdo contra GDF9 diminuiu o didmetro

BMP15 do foliculo pré-ovulatorio e a manifestacédo de
estro. Imunizacdo contra BMP15 afetou
negativamente a taxa ovulatéria e induziu
luteinizacdo/ovulacao de foliculos pequenos.

Eckery et al., 2014 Cervideos BMP15e  Imunizacdo contra BMP15 aumentou o

GDF9 numero de nascidos/fémea. Vacinagdo contra
GDF9 afetou negativamente a fertilidade.

Selvaraju et al., 2013 Bovino BMP2 e Maior expressdo de BMP2 e BMPR2 na fase

BMPR2 de dominéncia folicular e em foliculos pré-
ovulatorios. BMP2 estimula sintese de E2 e
inibe P4.

Yamashita et al., 2010 Bovino BMP4 Suprime a sintese de P4 inibindo a expressao
da enzima StAR.

Kayani et al., 2009 Bovino BMP6 Inibe a sintese de P4 in vitro, diminuindo a
expressao das enzimas CYP11A1, HSD3Bl e
CYP19A1

Glister et al., 2005 Bovino BMP-4, -6  Inibiram a sintese de andrdgenos na teca,

e-7 diminuindo a enzima HSD17A.

Glister et al., 2004 Bovino BMP-4, -6  Aumentam a sintese de E2 estimulada por

e-7 IGF na CG.

Akiyama et al., 2014 Humano BMP6 Associada a supressao de inibidores de
proteases e leucocitos e ao aumento na
atracao de neutrofilos pelas CG.

Poole et al., 2016 Bovino AMH CG de foliculos antrais pequenos expressam
mais RNAm de AMH e AMHR2. AMH
inibiu a expressdo de CYP19A1 naCG in
vitro.

Campbell et al., 2012 Ovino AMH Imunizacdo contra AMH diminuiu o nimero
de foliculos pré-antrais e antrais pequenos e
aumentou foliculos antrais maiores e a taxa
ovulatoria.

Mulsant et al., 2001; Souza  Ovino BMPR1B  Mutacdo no receptor associada a aumento na

etal., 2001

taxa ovulatoria e ao nimero de nascidos.
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Rajesh et al., 2017 Bubalino BMP-4e- Estimulam a producdo de P4 e a
7 sobrevivéncia celular.
Chang et al., 2013 Humano BMP15 Diminui a expressdo de StAR e producdo de
P4.

Myers et al., 2008; Kayani Humano, ovinoe  Ativina A  Reduz a sintese de P4.
etal., 2009; O'Conell etal.,  bovino

2016
Nio-kobayashi et al., 2015 Humano BMP-2, -4 S0 mais expressos em CL durante a
e-6e regressdo, sendo negativamente regulados
receptores  pelo hCG.
Gregson et al., 2016 Bovino BMP2 CL com producdo diminuida de P4
apresentam uma elevagdo na expressao de
BMP?2

66  Abreviagdes: CG: células da granulosa; CCO: complexo cumulus-o6cito; E2: estrégeno; P4:

67  progesterona; CL: corpo lUteo.

68 Principais membros da superfamilia TGFp: as proteinas oocitarias BMP15 e GDF9

69 A BMP15 e o GDF9 sdo conhecidos como proteinas oocitarias por terem sintese
70  predominante ou exclusiva nos o6citos, destacando-se por desempenharem papéis importantes
71 naregulagdo do crescimento e diferenciacdo folicular desde a foliculogénese pré-antral até a
72 ovulagio. A estas proteinas foram atribuidas funcBes no desenvolvimento folicular, na
73 maturacdo oocitaria, na producdo de esteroides, na expressdo de receptores de gonadotrofinas
74 e na determinacdo da taxa ovulatoria (Chang et al., 2013), existindo também evidéncias do
75 envolvimento destas nos processos de ovulacdo/luteinizacdo (Juengel et al., 2004).

76 O GDF9 parece atuar na regulacdo da esteroidogénese em bovinos (Spicer et al., 2008),
77 € na ovulacdo/luteinizacdo em ovinos (Juengel, 2002), sendo observadas fun¢des distintas nas
78  diferentes espécies e modelos utilizados (Mcnatty et al., 2005; Spicer et al., 2006). Em
79 mulheres, ap06s a inducdo da ovulacdo, hd um aumento da expressdo de GDF9 e BMP15 nas
80  pacientes com sindrome do ovario policistico (SOP) em comparacdo ao grupo controle (Zhao
81 etal., 2010). Ainda, recentemente, identificou-se que mutacdes que afetam os niveis de BMP15
82  estdo associadas com faléncia ovariana precoce (Patino et al., 2017).

83 Em ovelhas foi observado que mutagGes espontaneas inativadoras nos genes BMP15 e
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GDF9 em heterozigose geram reducdo nos niveis de proteina funcional e induzem a
superovulacao, enquanto que em homozigose, induzem a esterilidade (Galloway et al., 2000;
Hanrahan et al., 2004). Os diferentes genotipos sugerem que estas proteinas sdo indispensaveis
no desenvolvimento folicular inicial mas, posteriormente, atuam como inibidores da
diferenciacéo folicular (Juengel et al., 2009).

Em relacdo a BMP15, foi observado que quando hé& diminui¢do nos niveis funcionais,
ha também a diferenciacdo precoce, resultando em maior responsividade ao LH nas células da
granulosa (CG) ovina (Mcnatty et al., 2009). Concordando com a hipétese de um efeito
inibitério da BMP15 sobre a diferenciagdo, complexos cumulus-odcitos (CCOs) de foliculos
pequenos apresentam maior expressdo de RNAmM de BMP15 em comparagédo aos de grandes
foliculos antrais (Foroughinia et al., 2017).

De forma similar ao observado nas mutagdes em heterozigose, a imunizagdo contra
BMP15 e GDF9 por curto periodo promoveu aumento na taxa ovulatéria em ovinos e bovinos
(Juengel et al., 2004; Juengel et al., 2009), sem efeitos negativos na fecundacao,
desenvolvimento embrionario e gestacdo em ovinos (Juengel et al., 2004). Por outro lado, a
imunizacdo passiva, com anticorpos bloqueadores da atividade de GDF9 ou BMP15, afetou
negativamente a ovulacdo, funcdo luteal e sintese de P4 (Juengel, 2002) e a imunizacdo por
periodos prolongados bloqueou o desenvolvimento folicular em ovinos (Mcnatty et al., 2005).

Em éguas foi observado que a imunizacdo contra GDF9 ndo afetou a taxa de ovulacéo,
porém diminuiu o diametro do foliculo pré-ovulatério e a manifestacdo de estro, enquanto a
imunizacdo contra BMP15 afetou negativamente a taxa ovulatéria e resultou em
luteinizagdo/ovulacédo de foliculos pequenos (Davis et al., 2018). Em cervideos, a imunizagdo
contra BMP15 aumentou o nimero de nascidos/fémea enquanto que a vacinagdo contra GDF9
afetou negativamente a fertilidade (Eckery et al., 2014).

Apesar das evidéncias indicando um potencial uso da imunizacdo contra BMP15 e
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GDF9 no controle reprodutivo em diferentes espécies, 0s mecanismos envolvidos ainda ndo séo
completamente conhecidos. E possivel que os diferentes efeitos observados sejam decorrentes
de diferencas especificas e da variabilidade na resposta humoral pelos diferentes peptideos ou
adjuvantes utilizados. Desta maneira, 0 melhor entendimento da expressao e funcao do sistema
BMP/GDF no ovério sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas tecnologias para o
controle da funcdo ovariana, tanto no sentido de promover efeitos contraceptivos como
melhorias nas taxas de fertilizacao.
Expresséo e fungao de TGFs e seus receptores na foliculogénese antral

Uma vez que os TGF sintetizados no foliculo atuam em sinergia, ou muitas vezes como
antagonistas, é necessario investigar ndo apenas as proteinas oocitarias, mas também as
produzidas por outros tipos celulares. Enquanto o GDF9 e a BMP15 parecem regular
principalmente a diferenciacdo (Spicer et al., 2008; Mcnatty et al., 2009), regulando a
sensibilidade das células foliculares as gonadotrofinas, as BMPs 4, 6 e 7, parecem regular a
esteroidogénese (Glister et al., 2004). Recentemente, nosso grupo investigou a regulacédo das
BMPs 1, 2, 4 e 6 (dados ndo publicados), do GDF9 (Haas et al., 2016) e dos receptores de GDF9
e BMP15 (Gasperin et al., 2014), durante a divergéncia folicular em bovinos. O padrdo de
expressao da BMP4 sugere uma funcédo na proliferacédo celular e/ou esteroidogénese, enquanto
a expressdo de BMP2 esta positivamente associada aos niveis de estradiol (E2) entre o pico de
LH e a ovulacéo.

A maior expressdo de BMP2 e BMPR2 foi observada na fase de dominéancia folicular e
em foliculos pré-ovulatérios, sendo que a adi¢cdo de BMP2 ao cultivo de CG bovina aumenta a
sintese de E2 e diminui a de P4 (Selvaraju et al., 2013). Estudos funcionais demonstram que a
BMP4 suprime a sintese de progesterona inibindo a expressdo do gene da enzima StAR
(Yamashita et al., 2010), responsavel pela internalizacio de colesterol na mitocondria. A BMP6

também foi atribuida uma funcdo inibitdria na luteinizacdo, uma vez que inibe a sintese de P4
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in vitro, diminuindo a expressdo das enzimas esteroidogénicas CYP11Al, HSD3B1 e
CYP19A1 (Kayani et al., 2009).

Em cultivo de células da teca bovina, as BMPs 4, 6 e 7 inibiram a sintese de andrdgenos,
diminuindo a enzima HSD17A (Glister et al., 2005). Em cultivo de CG, as BMPs 4, 6 e 7,
aumentam a sintese de E2 estimulada por IGF (Glister et al., 2004) e suprimem a secrecao de
P4. Acredita-se que a BMP6 possa estar envolvida no processo ovulatério, ja que esta fora
relacionada com a supressao de inibidores de proteases e leucécitos e com aumento na atragdo
de neutrofilos pelas CG humanas in vitro (Akiyama et al., 2014).

Outro importante membro da familia TGFB, o AMH, marcador da reserva ovariana
expresso exclusivamente nas CG, reduz a responsividade de foliculos antrais pequenos ao FSH
(Knight e Glister, 2006). As CG bovina provenientes de foliculos antrais pequenos expressam
maiores niveis de RNAmM de AMH e AMHR2 (Poole et al., 2016), sendo que nosso grupo
detectou maiores niveis de RNAm dos dois genes na CG de foliculos dominantes saudaveis,
em comparacdo aos subordinados (llha et al., 2016). Em CG bovina o tratamento in vitro com
BMP-2, -6 ou -15 aumenta a expressdo de AMH e AMHR2 (Poole et al., 2016), enquanto que o
tratamento com AMH inibiu a expressdo de RNAmM da enzima CYP19A1 nas células da
granulosa.

Conforme relatado para BMP15 e GDF9, a imunizacdo contra AMH alterou o
desenvolvimento folicular em ovelhas, sendo observada diminuicdo de foliculos pré-antrais e
antrais pequenos, aumento de foliculos antrais maiores e da taxa ovulatéria (Campbell et al.,
2012). Os estudos sugerem que BMP15, GDF9 e AMH séo essenciais para o desenvolvimento
folicular inicial, mas atuam como inibidores da diferenciacdo no crescimento folicular final,
enquanto as demais BMPs parecem estar mais envolvidas na regulacdo da esteroidogénese
ovariana.

A sinalizacdo das proteinas BMP15 e GDF9 ¢ iniciada através da ligacdo ao receptor
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BMPR2. Apds a ligacdo das proteinas a este receptor, a sinalizacdo da BMP15 é continuada
através do receptor BMPR1B (ALK®6), enquanto o GDF9 ativa o receptor TGFBR1 (ALKb5).
Apos, a sinalizagdo ocorre a partir da ativacdo das R-SMADs, que regulam a expressao génica
(revisado por Knight and Glister (2006).

Importantes funcbes no controle da foliculogénese foram atribuidas ao BMPR1B,
envolvido na sinalizacdo da BMP15, e das BMPs 2 e 4. Uma mutagdo neste receptor esta
associada a aumento na taxa ovulatoria em ovinos (Mulsant et al., 2001; Souza et al., 2001),
sendo que a introdugdo desta mutacdo em rebanhos aumenta o nimero de cordeiros nascidos
por fémea. Além disto, ambos BMPR-1A e -1B parecem atuar no controle do crescimento e
regressdo folicular, evitando a formacgdo de tumores (Edson et al., 2010). A expressdo dos
receptores (BMPR1A, BMPR1B, BMPR2 e TGFBR1) est4 negativamente correlacionada aos
niveis de P4, o que sugere uma inibicdo da luteinizacdo (dados ndo publicados).

A expressio de RNAm dos receptores do GDF9 (BMPR2 e TGFRB1) ndo é
diferentemente regulada nas CG de foliculos dominantes e subordinados (Gasperin et al., 2014).
No mesmo estudo, demonstrou-se que 0 BMPR1B é mais expresso em foliculos subordinados
atrésicos e apds o tratamento intrafolicular com inibidores do desenvolvimento folicular.
Portanto, pode-se inferir que o receptor BMPR1B, além de regular a responsividade ao LH,
também pode influenciar a atresia.

Fatores da superfamilia TGFp na luteinizacao e lutedlise

A luteinizacdo folicular é caracterizada pela diminuicdo na expressdo de aromatase
(CYP19A1) nas CG e aumento na expressdo de HSD3B1, o que repercute em diminuigdo da
sintese de E2 e aumento da sintese de P4, respectivamente. Este processo é crucial para a
formagéo do CL e, consequentemente, estabelecimento e manutencgéo de gestagéo. Estudos in
vitro demonstraram que as BMPs podem possuir efeitos opostos a gonadotrofina coriénica

humana (hCG), suprimindo a producéo de progesterona nas CG humana luteinizadas (Chang et
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al., 2013; Nio-Kobayashi et al., 2015; Zhang et al., 2015). Além disso, em CG bovina a BMP2
aumenta a sintese de E2 e diminui a de P4 (Selvaraju et al., 2013) e, em humanos, eleva a
expressdo de aromatase (Yamashita et al., 2010). O tratamento com GDF8 em CG humana
regula negativamente a expresséo da enzima StAR, diminuindo a producéo de P4 (Fang et al.,
2015).

De forma similar ao observado para a BMP2, in vitro, as BMPs 4 e 7 suprimem a
secrecdo de progesterona pelas CG bovina (Glister et al., 2004), inibindo a expressédo da StAR
(Yamashita et al., 2010; Zhang et al., 2015). O efeito inibidor da luteinizacdo parece ser
mediado pelo BMPR1A (Zhang et al., 2015). Contrariando os dados acima descritos, em cultivo
de células luteais de bufalas, as BMPs 4 e 7 estimulam a producdo de progesterona e a
sobrevivéncia celular, sugerindo que estas BMPs regulam positivamente a funcgéo luteal através
das enzimas CYP11A1, StAR e 3BHSD (Rajesh et al., 2017).

Aparentemente, fatores produzidos pelos odcitos também previnem a luteinizacéo
prematura. Em CG de mulheres submetidas a aspiracéo folicular, demonstrou-se que a BMP15
diminui os niveis e expressdo de StAR e producdo de progesterona (Chang et al., 2013). Em
bovinos, Chang et al. (2013) demonstraram que o efeito supressor da BMP15 sobre a sintese de
P4 é inibido ap6s bloqueio do BMPR1A.

Assim como algumas BMPs, as ativinas (A, B e AB) regulam a esteroidogénese
ovariana, aumentando os niveis da aromatase e diminuindo a expressdo de StAR e sintese de
P4 em cultivo de CG humana luteinizadas (Chang et al., 2014). A ativina A reduz a luteinizacao
de CG in vitro em humanos e bovinos (Myers et al., 2008; Kayani et al., 2009; O'Connell et al.,
2016), diminuindo a producgéo de P4 (Yamashita et al., 2010). A elevacdo da ativina pode
contribuir para a persisténcia folicular prolongada, baixos niveis de apoptose e alteracoes
enddcrinas em bovinos com cistos ovarianos (Stangaferro et al., 2014). Observa-se maiores

niveis sistémicos de ativina em ovelhas com baixa sobrevivéncia embrionaria e CG luteinizadas
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tratadas com ativina A possuem reduzida secrecdo de P4 (O'Connell et al., 2016).

As inibinas também sdo reguladas ao longo do ciclo menstrual em mulheres, sendo que
a inibina B parece ser formada no foliculo pré-ovulatério tendo valores significativamente mais
baixos na fase luteal, enquanto que a inibina A esta mais elevada no meio da fase luteal (Groome
etal., 1996). O tratamento com BMPs em CG bovina cultivadas in vitro aumenta a secre¢éo de
inibina e ativina (Glister et al., 2004), enquanto que as BMPs 4 e 6 estimulam a expressao da
inibina (inhBB) em células luteais humanas (Nio-Kobayashi et al., 2015), demonstrando a
interacdo entre os fatores.

H& também evidéncias da participacdo de membros da superfamilia TGF beta na
lutedlise, ou seja, na regressdo do CL quando ndo ha o estabelecimento da gestacdo,
oportunizando nova chance de concepcdo. O tratamento in vivo e in vitro com prostaglandina
F2 alfa (PGF), principal agente luteolitico nas espécies domésticas, induz a expressao do
TGFB1 no CL bovino (Hou et al., 2008). Este fator antagoniza as acOes de fatores de
sobrevivéncia, aumentando a sensibilidade do CL aos estimulos apoptéticos, induzindo a
lutedlise. Do mesmo modo, as BMPs 2, 4 e 6 e seus receptores sdo mais expressos em CL de
mulheres durante a regressdo, sendo negativamente reguladas pelo hCG (Nio-Kobayashi et al.,
2015), sugerindo envolvimento na lutedlise. Recentemente, observou-se que 0s genes das
BMPs 1, 2, 3, 4 e 6 e receptores associados sdo regulados na lutedlise funcional e morfol6gica
em bovinos (autor, instituicdo, ano dados nao publicados).

Corpos lateos bovinos com producdo diminuida de P4 (oriundos da inducdo da ovulacao
de foliculos da primeira onda folicular), apresentam uma elevacao na expressdo de transcritos
associados a lutedlise como o BMP2 (Gregson et al., 2016). Esta expressdo aumentada de
BMP2 também foi relacionada a regressdo da estrutura luteal em humanos (Nio-Kobayashi et
al., 2015). O aumento da expressdao da BMP2 no CL em regressao pode ser inibido pela hCG,

um potente fator luteotrofico, tanto em sistemas in vivo como in vitro (Nio-Kobayashi et al.,
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2015). A BMP2 diminui a comunicacdo intercelular (jungdes GAP) em CG humana
luteinizadas, diminuindo a expressdo de Cx43, facilitando a lutedlise (Wu et al., 2017).

De um modo geral, pode-se supor que as BMPs tém funcdo de prevenir a luteinizacdo
durante a fase folicular do ciclo estral e promover a lutedlise (Chang et al., 2014; Wu et al.,
2017). No entanto, as fungdes dos TGFf variam conforme o fator utilizado, a espécie de origem
e o tipo de célula avaliada. Ainda, dados obtidos em modelos in vivo e in vitro sdo, as vezes,
conflitantes. Por isso, estudos funcionais in vivo sdo necessarios para identificar as funcdes
precisas de cada componente no ovario.

Consideracoes finais

A regulagéo e funcdo dos TGFs estdo mais estabelecidas ao longo do desenvolvimento
folicular, sendo que a maior parte do conhecimento em espécies monovulatérias foi obtido nas
espécies bovina, humana e, principalmente, ovina. Uma vez que marcadas diferencas foram
descritas, 0 estudo em outras espécies, se faz necessario. Ha também evidéncias suficientes para
suportar a participacdo dos TGF na regulacdo da esteroidogénese, em eventos como
luteinizacdo e lutedlise, especialmente em humanos e bovinos. A maioria dos dados
demonstram que os TGF e seus receptores atuam regulando negativamente a sintese se
progesterona, embora experimentos funcionais in vivo sejam necessarios para melhor
estabelecer a funcéo fisioldgica na ovulacdo/formacéo do CL e lutedlise. A elucidacao do papel
dos fatores locais na fisiologia ovariana pode contribuir com o entendimento de processos
patoldgicos bem como no desenvolvimento de tecnologias que tenham por objetivo a
contracep¢do ou aumento da taxa ovulatoria.
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Abstract

The transforming growth factors beta (TGFp) are local factors produced by ovarian cells which,
after binding to their receptors, regulate follicular deviation and ovulation. However, their
regulation and function during corpus luteum (CL) regression has been poorly investigated. The
present study evaluated the mRNA regulation of some TGFp family ligands and their receptors
in the bovine CL during induced luteolysis in vivo. On day 10 of the estrous cycle, cows
received an injection of prostaglandin F2a (PGF) and luteal samples were obtained from
separate groups of cows (n= 4-5 cows per time-point) at 0, 2, 12, 24 or 48 h after treatment.
Since TGF beta family comprises more than 30 ligands, we focused in some candidates genes

such as activin receptors (ACVR-1A, -1B, -2A, -2B) AMH, AMHR2, BMPs (BMP-1, -2, -3, -4, -
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6 and -7), BMP receptors (BMPR-1A, -1B and -2), inhibin subunits (INH-A, -BA, -BB) and
betaglycan (TGFBR3). The mRNA levels of BMP4, BMP6 and INHBA were higher at 2 h after
PGF administration (P<0.05) in comparison to 0 h. The relative mRNA abundance of BMP1,
BMP2, BMP3, BMP4, BMP6, ACVR1B, INHBA and INHBB was upregulated up to 12 h post
PGF (P<0.05). On the other hand, TGFBR3 mRNA that codes for a reservoir of ligands that
bind to TGF-beta receptors, was lower at 48 h. In conclusion, findings from this study
demonstrated that genes encoding several TGFP family members are expressed in a time-
specific manner after PGF administration.

Keywords: cattle, luteolysis, corpus luteum.

1. Introduction

The corpus luteum (CL) is a transient endocrine gland resulting from the dynamic
remodeling of the follicular structure after ovulation. Its main function is to produce and secrete
progesterone (P4), which is ceased in the absence of the maternal recognition of pregnancy. In
this case, luteolysis initiates, resulting in the functional and structural regression of the CL
(Skarzynski and Okuda, 2010). In cattle, PGF is responsible for mediating luteolysis by
triggering a complex process of vascular regression, cell death and tissue remodeling
(Miyamoto et al., 2009; Skarzynski and Okuda, 2010; Shirasuna et al., 2012). Despite its
essential role in reproduction, the cellular and molecular mechanisms mediating CL regression
are not fully understood. It is well established that CLs are not fully responsive to PGF until
day 5-6 after ovulation, whereas after days 15-17, in the absence of gestation, spontaneous
luteolysis occurs. Thus, performing PGF treatment on day 10 after ovulation represents an
adequate model to study CL regression, because all the CLs are fully responsive to PGF and
still functional.

Previous studies in different species have shown that both ligands and receptors of the

superfamily of transforming growth factors beta (TGFp) are produced by follicular cells and
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are important for follicular development, cell proliferation, steroidogenesis and ovulation
(Knight and Glister, 2006). In addition, there is evidence suggesting their participation in the
maintenance and regression of the luteal structure (Knight and Glister, 2006; Nio-Kobayashi et
al., 2013). For instance, bovine luteal cells secrete large amounts of TGFB1 and its expression
is induced by PGF treatment, both in vivo and in vitro, via early growth response 1 (EGR1) and
MEK1/ERK (Gangrade et al., 1993; Hou et al., 2008). Moreover, upregulation of TGFp1
reduces P4 secretion and antagonizes the actions of cell survival factors, thereby increasing the
susceptibility of bovine luteal cells to apoptotic stimuli (Hou et al., 2008).

It has also been demonstrated that some bone morphogenetic proteins (BMPs) and their
receptors are more expressed in the CL of women during spontaneous regression, and are
negatively regulated by the luteotropic hormone hCG (human chorionic gonadotropin) (Nio-
Kobayashi et al., 2015). In contrast to the well-established involvement in folliculogenesis, few
studies (Erickson and Shimasaki, 2003; Nio-Kobayashi et al., 2015; Rajesh et al., 2017) have
investigated the regulation and function of BMPs during luteinization and luteolysis.

In cattle, several members of the TGF family are expressed in the luteal cells and the in
vitro treatment of luteinized cells with BMP6 and Activin A decreased the progesterone
synthesis stimulated by forskolin (Kayani et al., 2009). However, the regulation of ligands and
receptors of the TGFp family during luteolysis was not yet investigated. This study aimed to
test the hypothesis that the abundance of TGF family members mRNA is regulated in the CL

of cattle during PGF-induced luteolysis.

2. Materials and methods

2.1 Estrus synchronization and CL samples collection

All experimental procedures involving animals were approved by the Institutional
Committee for Ethics in Animal Research at Federal University of Santa Maria (112/2014). To

investigate the regulation of the TGF family members during luteal regression, CL samples
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were obtained in different time-points after hormonally induced luteolysis as previously
reported (Rovani et al., 2017). Briefly, twenty-five cyclic crossbred Bos taurus taurus cows
(predominantly Angus), non-pregnant and non-lactating with average body condition score > 3
(on ascale of 1 to 5), were submitted to a hormonal protocol to induce follicular regression and
the onset of a new follicular wave. On DO, progesterone-releasing intravaginal devices (IVD;
1g P4) were inserted and 2 mg of estradiol benzoate were administered (i.m.). On D7, IVDs
were removed and a PGF analogue (500pg cloprostenol) was administered (i.m.). The animals
were observed for signs of estrus during five days after PGF treatment and 1VD withdrawal.
Following ovulation, the presence of a CL was confirmed through transrectal ultrasonography.
Ten days after ovulation, 21 cows received (i.m.) 25 mg of the PGF analogue dinoprost
tromethamine. The cows were randomly allocated into five groups and ovariectomized
immediately before (0 h; n=5), or at 2, 12, 24 or 48 h after PGF treatment (n=4 per time-point).
Ovariectomies were performed unilaterally (ovary containing the CL) by colpotomy under
caudal epidural anesthesia (Drost et al., 1992). Luteal tissue samples were snap frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C for further gene expression analysis. Tissue samples were also

fixed in 4% paraformaldehyde (PAF) for histological analysis.
2.2 Immunoblot analyses

Luteal tissue samples were fixed in 4% PAF, embedded in paraffin and sectioned (5
pum) using a microtome as previously described (Rovani et al. 2017). The slides were stained
with haematoxylin-and-eosin and images were acquired using a Leica DM200 microscope
equipped with a Leica EC3 camera. Luteal tissue samples were lysed using RIPA buffer (Sigma
Aldrich) with phosphatase and protease inhibitors and boiled in Laemmli buffer (BioRad
Laboratories) containing DTT (Omnipur) at 95°C for five minutes. Protein samples were
resolved in 10% polyacrylamide gel and transferred onto nitrocellulose membranes (BioRad

Laboratories). After blocking for 2 h (5% non-fat dried milk in TBS-T), the membranes were
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incubated overnight (4°C) with primary antibodies, under agitation. Then, membranes were
washed three times (10 min each) with TBS-T and incubated (2 h) with secondary antibodies
at RT with agitation. After repeating the washing procedure, proteins were detected with the
Immun-Star WesternC Chemiluminescence Kit (BioRad Laboratories) and visualized using a
Chemidoc System (BioRad Laboratories). Rabbit anti-EGR1 (sc-110, 1:1000) and goat anti-
rabbit-IgG-HRP (sc-2004, 1:10000) antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA), and rabbit anti-beta Actin (ab8227, 1:5000) was purchased from
Abcam, Inc. (Toronto, ON, Canada). EGR1 protein was quantified to validate the luteolysis
model, because it was previously shown that this transcriptional factor is upregulated by PGF

(Hou et al., 2008).
2.3 RNA extraction, reverse transcription, real time PCR

Total RNA from luteal samples was extracted using acid guanidinium thiocyanate-
phenol-chloroform extraction method using Trizol reagent (Invitrogen). Quantification and
estimation of RNA purity was performed using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Scientific — Waltham USA; Absorbance 260/280 nm ratio). RNA was treated with 0.1U of
DNase Amplification Grade (Invitrogen) for 15 min at 27°C to digest any contaminating DNA,
followed by DNase inactivation (65°C for 10 min). Double-stranded complementary DNA
(cDNA) was synthetized from total RNA using iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad
Laboratories) according to the manufacturer’s instructions. Real time semi-quantitative
polymerase chain reactions (QPCR) were conducted in a CFX384 thermocycler (BioRad
Laboratories) using SYBR Green Supermix iQ (BioRad Laboratories) and specific bovine

primers (Table 1).

Serial dilutions of cDNA templates were used to generate a standard curve to optimize
the gPCR assays, which was constructed by plotting the log of the starting quantity of the

template against the Cq values obtained. Reactions with a coefficient of determination (R?)
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>0.98 and efficiency between 95 to 105% were considered optimized. The relative standard
curve method was used to determine the abundance of a particular transcript in each sample
(Cikos et al., 2007). Samples were run in duplicate and the results expressed relative to the
levels of PPIB, GAPDH, RPLPO and/or RPLP19 as reference genes. The levels of HSD3B1
MRNA were evaluated to further validate the model, as the enzyme coded by this gene regulates
progesterone synthesis, which is acutely downregulated after PGF treatment (Rovani et al.
2017). Dissociation curve analysis, agarose gel electrophoresis and/or PCR product sequencing
(ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer; Applied Biosystems) were performed to validate the

primers.
2.4 Statistical analysis

Variations in transcript levels between experimental groups were analyzed by one-way
ANOVA, with multiple comparisons between groups performed using Tukey test. All
continuous variables were tested for normality and normalized when necessary. All statistical
analyses were performed using JMP (Version 8.0 SAS Institute Inc.) statistical software. Data

are presented as mean + SEM and the significance level at P < 0.05.

3. Results

The levels of EGR1 protein increased (Figure 1A) 2 h after PGF treatment,
simultaneously to HSD3B1 downregulation (Figure 1B), validating the luteolysis model.
Histologically, the reduction of cytoplasmic volume observed at 12 h further confirmed CL
regression (Figure 1C). BMP1 mRNA was slightly upregulated in luteal tissue at 12 h when
compared to 2 and 48 h (Figure 2A; P<0.05). BMP2 mRNA levels increased at 12 h (Figure
2B; P<0.05), whereas BMP3 mRNA was significantly upregulated at 12, 24 and 48 h (Figure
2C; P<0.05) when compared to 2 h. Also, BMP4 mRNA was upregulated from 2 to 48 h (Figure
2D; P<0.05), whereas an upregulation of BMP6 mRNA levels was observed at 2 h (Figure 2E;

P<0.05). BMP7 mRNA was not expressed in luteal tissue (data not shown). Regarding BMPs
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receptors, no significant changes in expression regulation was observed for BMPR2 mRNA,
whereas BMPR1A (Figure 3A) mRNA abundance decreased during CL regression and
BMPR1B mRNA was slightly downregulated at 48 h compared to 12 h (Figure 3B). The co-

receptor TGFBR3 mRNA abundance was suppressed at 48 h compared to 0 h (Figure 3C).

INHA mRNA decreased at 48 h (Figure 3D; P<0.05), but INHBA mRNA was
upregulated at 2 h and presented a peak at 12 h (Figure 3E; P<0.05). INHBB mRNA was also
upregulated at 12 h (Figure 3F; P<0.05). ACVR2A mRNA was detected during luteal regression
and was upregulated at 2 h compared to 24 and 48 h (Figure 3G; P<0.05). ACVR1A mRNA was
not detected at any stage of luteal regression (data not shown). It was observed increased levels
of ACVR1B mRNA at 12 h and ACVR2B mRNA at 24 h, in comparison to time 0 h and 2 h,
respectively (Figure 3H and I; P<0.05). The relative mRNA abundance of AMH was higher at
2 h (P<0.05) compared to 24 and 48 h, whereas AMHR2 was expressed but not regulated during

luteolysis (data not shown).

4. Discussion

Although many studies have investigated TGFp-family members in the ovary (Knight
and Glister, 2006), most of them have focused on their roles in follicle development and not on
luteal function. In the present study, the hypothesis that TGFp-family members are expressed
and regulated in the CL during luteolysis was confirmed. Our main findings were: 1) the mRNA
levels of BMP4, BMP6 and INHBA were higher at 2 h after PGF administration in comparison
to 0 h, indicating that these factors are acutely regulated during luteolysis; 2) The relative
mRNA abundance of BMP1, BMP2, BMP3, BMP4, BMP6, ACVR1B, INHBA and INHBB was
upregulated up to 12 h post PGF, indicating an involvement in functional luteolysis. It is
important to highlight that, although it has been shown that some TGF ligands and receptors
are expressed in bovine luteal cells and regulate progesterone synthesis in vitro (Kayani et al.,

2009), this is the first study to evaluate their mMRNA expression and regulation after PGF-
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induced luteolysis using a well-controlled and validated in vivo model (Neuvians et al., 2004;
Shirasuna et al., 2010; Shirasuna et al., 2012; Berisha et al., 2013; Rovani et al., 2017).

The increase in EGR1 protein induced by PGF (Hou et al., 2008) and the HSD3B1
downregulation, contemporaneous to the decrease in systemic progesterone levels, as
previously reported in our study that validated the model (Rovani et al. 2017), confirmed the
occurrence of functional luteolysis.

One of the pioneer studies on TGF members role in luteal cells revealed that TGFB1
facilitates luteal regression by disrupting the angiogenic potential of bovine microvascular
endothelial cells (Maroni and Davis, 2011). TGFB1 seems to promote vascular instability,
apoptosis and matrix remodeling during luteolysis in cattle (Farberov and Meidan, 2015). In
this context, we speculated that BMP1, which does not belong to TGF beta family but is a
known regulator of TGFB1, BMP2 and BMP4 signaling (Ge and Greenspan, 2006; Jasuja et al.,
2007), may act during luteal remodeling. BMP1 also has metalloproteinase activity and is
involved in extracellular matrix remodeling during follicular growth in sheep (Canty-Laird et
al., 2010). However, BMP1 was slightly upregulated in luteal samples at 12 h, indicating a
minor involvement in CL regression.

Previous studies have suggested that BMP2 plays an inhibitory role on progesterone
synthesis and our data have shown an upregulation of BMP2 at 12 h after induced luteolysis.
Increased BMP2 levels has been associated with luteal regression in rats (Erickson and
Shimasaki, 2003) and in humans, whereas the luteotropic factor hCG inhibits BMP2 increase
in the regressing CL in humans (Nio-Kobayashi et al., 2015). Therefore, BMP2 inhibits the
effect of hCG in human luteal cells, inhibiting luteinization by suppressing the expression of
LH receptor (Shi et al., 2011). Furthermore, it was previously demonstrated that BMP2
abundance was increased in bovine corpora lutea with impaired P4 production (Gregson et al.,

2016).
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The upregulation of BMP6 mRNA levels observed at 2 h after PGF in the present study
Is in line with previous observations during CL regression in humans (Nio-Kobayashi et al.,
2015). In bovine theca-lutein cells, BMP6 downregulates STAR reducing forskolin-stimulated
progesterone secretion in vitro (Kayani et al., 2009). Collectively, the expression of both BMP2
and BMP6 support the role of these TGFp members as luteolytic mediators.

The significant upregulation of BMP3 at 12, 24 and 48 h post PGF suggests its
involvement in later processes of luteal regression. Although the role of BMP3 in ovarian
physiology is yet unknown, its expression is negatively regulated in human luteinized granulosa
cells after hCG treatment in vitro (Jaatinen et al., 1996), suggesting its involvement in
progesterone secretion regulation.

Unlike BMP1 and BMP3, other TGFB-family members, such as BMP4 and BMP7, have
been more extensively investigated in the CL. The upregulation in the BMP4 mRNA from 2 to
48 h after PGF treatment observed in our study strengthens the hypothesis that BMP4 is a
negative regulator of progesterone synthesis in cattle. As shown in bovine granulosa cells in
vitro, BMP4 and BMP7 suppress progesterone secretion (Glister et al., 2004) through inhibition
of STAR (YYamashita et al., 2010). The same ligands act as inhibitors of human granulosa cells
luteinization before and after ovulation via the ALK3 receptor pathway, activating SMAD1/5/8-
SMAD4 (Zhang et al., 2015). However, mRNA for BMP7, which inhibits ovulation and
progesterone synthesis in rats (Lee et al., 2001), was undetectable in our study. It is unlikely
that BMP7 is involved in luteolysis because, to our knowledge, there is only one report of
greater BMP7 expression in the early stages of CL in buffalo (Rajesh et al., 2017) and the same
authors demonstrated a positive effect of BMP7 on P4 secretion and mRNA expression of
steroidogenic enzymes and pro-survival factors.

As previously demonstrated in bovine luteal cells (Kayani et al., 2009), all the BMPRs

evaluated in the present study were expressed in the bovine CL during luteolysis. No significant
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regulation was observed for BMPR2. However, BMPR1A and TGFBR3 were downregulated
during CL regression, whereas BMPR1B was only slightly downregulated. The higher levels of
BMPR1B observed during CL regression in rats suggests its implication in luteal degradation
(Erickson and Shimasaki, 2003). In disagreement with this hypothesis, BMPR1A, BMPR1B and
BMPR2 mRNAs were positively regulated during the intermediate luteal phase in buffaloes
(between days 5 and 10), compared to other luteal stages (Rajesh et al., 2017). Unlike BMPRs,
TGFBR3 (betaglycan) does not participate in BMPs signaling directly, being considered a
reservoir of ligands. The level of TGFBR3 is upregulated by luteotrophic factors such as LH
and prostaglandin E2 (PGE2), being associated to increased progesterone production in human
granulosa-luteal cells (Liu et al., 2003). The pattern of expression observed in the present study
also revealed that TGFBR3 is more expressed in the functional CL.

Inhibins are regulated by endocrine and local factors, such as the activation of BMP,
activins and TGF signaling pathways (Jaatinen et al., 2002). INHBA was upregulated at 2 h,
and further increased at 12 h, when INHBB was also upregulated. In agreement with our
findings, bovine luteal cells with low progesterone-synthesizing capacity express higher levels
of INHBB and INHBA compared to those producing high P4 levels (Gregson et al., 2016).
Nonetheless, INHA presented a distinct expression pattern, decreasing at 48 h. Inhibin subunits
are also differentially regulated in human follicular fluid throughout the menstrual cycle
(Groome et al., 1996). In luteinized human cells, activin A, BMP4, BMP6 and BMP2 treatment
stimulated the expression of inhibin BB subunit (INHBB) (Nio-Kobayashi et al., 2015), which
stimulates the production of inhibin B, suggesting it has a potential role as a BMP mediator
during luteal regression (Jaatinen et al., 2002).

Based on our results it seems that, during luteolysis, the synthesis of activins is more
likely than inhibins, since activins are composed by two inhibin beta subunits, which were

upregulated after PGF treatment. In fact, it was previously suggested that activin A is involved
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in the luteolytic process by regulating tissue remodeling by matrix metalloproteinase-2
(MMP2), and its activity is inhibited in human CL during maternal recognition of pregnancy
(Myers et al., 2007). Furthermore, activin A inhibits progesterone synthesis (Kayani et al.,
2009) by impairing STAR mRNA levels, as shown in human luteinized cells in vitro (Shi et al.,
2010). In sheep, activin A reduced the luteinization of granulosa cells in vitro and increased
plasma levels were associated with low embryo survival rate (O'Connell et al., 2016).
Regarding activin receptors, ACVR2A, but not ACVR1A, was expressed during luteal
regression. ACVR2A was upregulated at 2 h post PGF treatment when progesterone levels
acutely decrease (Rovani et al., 2017) due to downregulation of steroidogenic enzymes such as
HSD3B1 and STAR. ACVR1B and ACVR2B were also upregulated at 12 h and 24 h, respectively,
compared to earlier time-points in the luteolytic process. Although the expression of ACVRs
was previously shown in cattle (Kayani et al., 2009) and caprine (Silva et al., 2004) CL, none
of the previous studies had investigated activin receptors expression throughout luteolysis.
The anti-mdllerian hormone (AMH), a marker of the ovarian reserve, plays a negative
role in follicle progression by reducing follicular ability to respond to FSH (Knight and Glister,
2006). The regulation of AMH and its receptor in bovine luteal tissue had not yet been
investigated and the expression of both AMH and AMHR2 in the CL tissue was unexpected. To
the best of our knowledge there is only a recent report of AMH mRNA and protein expression
in swine CL (Almeida et al., 2018), whereas AMHR2 was not evaluated in that study. Although
in our study the upregulation of AMH at 2 h compared to 12, 24 and 48 h post PGF suggests an
involvement in functional luteolysis, further studies are necessary to understand the function of
AMH during CL regression. In bovine granulosa cells, BMP4 and BMP6 stimulate AMH
secretion (Rico et al., 2011), and the pattern of their expression in the present study also

suggests an association among these factors.
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5. Conclusions
Members of the TGF superfamily are expressed in the corpus luteum in a time-specific
manner after PGF administration in cattle. Collectively, the increase in the mRNA abundance
of BMP1, BMP2, BMP3, BMP4, BMP6, ACVR1B, INHBA and INHBB seen early in the
luteolytic process (from 0 to 12h) suggests their involvement in functional luteolysis. Further
studies elucidating the role of these local factors in ovarian physiology will contribute to the
understanding of pathological reproductive processes in different species, and to improve

assisted reproductive technologies.
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Table 1: Sequences of primers used for quantitative PCR.

Gene Forward sequence Reverse sequence Reference
ACVR1IA CATGGCCCCCGAAAGTTCTTG GCCACCTCCCACAAGACAAGT (Kayani et al.,
ATGA CCAAA 2009)
ACVR1B CATCAGCGTGTCTATCACAAC CACTGTGCGCTGGACAAAAAG (Kayani et al.,
CGCC GG 2009)
ACVR2A  GCCACAAACCCGCCATATCTC TGCCAGCCTCAAACTTTAACGC  (Kayani etal.,
ACA CAA 2009)
ACVR2B ACAAGCCATCTATTGCCCACA CTCAAACCGAACAGCCAGGCC (Kayani etal.,
GGGA AAA 2009)
AMH ACACCGGCAAGCTCCTCAT CACCATGTTTGGGACGTGG (Hayashi etal.,
2010)
AMHR2 AGGGCTCCCTGTGCCACTA GATCTCGGTGGGCGATACCT (llha et al., 2016)
BMP1 GGCACGCAAGCTCTACAAGT GTGGGCAGAGTAGCCATTGG XM _002689771.
G 1
BMP2 CCAAGAGGCATGTGCGGATT TCCTTTCCCATCGTGGCCAAA (Kayani etal.,
AGCA AGT 2009)
BMP3 TCTCTGCGTGGATCCTCAAAT AGCCAGGACACAAAGTCTCG NM_001192268.
AT 1
BMP4 TTTATGAGGTTATGAAGCCCC AGTTTCCCACCGCGTCACATT (Kayani et al.,
CGGC GTG 2009)
BMP6 GGCCCCGTTAACTCGACTGTG TTGAGGACGCCGAACAAAAC (Kayani et al.,
ACAAA AGGA 2009)
BMP7 TGCAAGATAGCCACTTCCTCA GGGATCTTGGAGAGATCAAAC (Kayani et al.,
CCGA CGGA 2009)
BMPR1A TGGATTGCCCTTACTGGTTCA CCACGCCATTTACCCATCCACA (Kayani etal.,
GCGA 2009)
BMPR1B AAAGTGGCGTGGCGAAAAGG CCCGTCCCTTTGATATCTGCAG (Kayani etal.,
TAGCT CAA 2009)
BMPR2 CCACTGGCCTCACTCCAAGT CCCGACTGGCTGTGAAACAT (Gasperin et al.,
2014)
GAPDH GATTGTCAGCAATGCCTCCT GGTCATAAGTCCCTCCACGA (Gasperin et al.,
2014)
HSD3B1 GCCCAACTCCTACAGGGAGA TTCAGAGCCCACCCATTAGCT (Orisaka et al.,
T 2006)
INHA CTCCCAGGCCATCCTTTTTC TGGCTGGAACACATACGTGAA NM_174094.4
INHBA CCAGGAAGACGCTGCACTTT TTGGCCTTGGGAACTTTCAG NM_174363.2
INHBB GGGAGGACCAACCTGTGTTG CCCTCGCAGTAGTTCCCATAGT NM_176852.2
RPLPO GGCGACCTGGAAGTCCAACT CCATCAGCACCACAGCCTTC (Rovani et al.,
2017)
RPLP19 GCCAACTCCCGTCAGCAGA TGGCTGTACCCTTCCGCTT (Rovani et al.,
2017)
PPIB GGTCATCGGTCTCTTTGGAA TCCTTGATCACACGATGGAA (Rovani et al.,
2017)
TGFBR3 GCTCACGCTGTGTACCAAAA CCAGATCATTGAGGCATCCA  XM_001253071.
AG 2
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Figure legends

Figure 1: EGR1 protein levels (A) and relative HSD3B1 mRNA (B) abundance in bovine
corpora lutea collected in vivo at 0 (n=5), 2 (n=4), 12 (n=4), 24 (n=4) or 48 (n=4) h after PGF
administration. Panel C shows histological examination of the CL at 0 and 12 h after PGF
treatment confirming CL regression. Different letters indicate significant differences among
time-points (P<0.05).

Figure 2: Relative mRNA expression of BMP1 (A), BMP2 (B), BMP3 (C), BMP4 (D), BMP6
(E) in bovine corpora lutea collected in vivo at 0 (n=5), 2 (n=4), 12 (n=4), 24 (n=4) or 48 (n=4)
h after PGF administration. Different letters indicate significant differences among time-points
(P<0.05).

Figure 3: Relative mRNA expression of BMPR1A (A) e BMPR1B (B), TGFBR3 (C), INHA
(D), INHBA (E), INHBB (F), ACVR2A (G), ACVR1B (H) e ACVR2B (I) in bovine corpora lutea
collected in vivo at 0 (n=5), 2 (n=4), 12 (n=4), 24 (n=4) or 48 (n=4) h after PGF administration.

Different letters indicate significant differences among time-points (P<0.05).



Figure 1

A EGR1/ACTB
2 - A
3
=
<
=]
=
AB
.&:: B AB
: - i ;
» o
0 2 12 24 48
EGR1 — 82 kDa

ACTB - — C— G - Sm— 47 kDa

0 2 12 24 48

B HSD3BI
8
= A
«<
=
=
2,
«
5 J B
0 A mulian D D
1] 2 12 24 48

Hours after PGF

59



60

< e &) a =
= %
@ 2 < = < 2 2 £ 2 g
= -+ - - - =+ ) =
=)
8 v' h < vll - = '* h = I- - = v|I A
m = = Ij = m = &) ‘ B -] -Ij =
% 2 - - e = o M = - v - “ v -
- = L = P PN
uolssaldxa YNYW aALe|3) TdNEG uolssaldxa yNYW aAne|al ZdiNg uolssaldxa yNYW aALB[3S EJING uolssaJdxa YNYW dALe|3) NG uolssa.idxa YNYW aALe|3) 94Ng

Figure 2

Hours after PGF2a injection



61

24

AB

AB

A

438

24

AB

BC

ABC

2 = =
uoissa.dxa YNYW ANEI2S £4E4DL

[--]

24 48

AB

A

UOISSAIdXE YNW BAURIS) FTHANG

-

AB

L

= =

UolssaIdXD YNHW BALEI) GEHN
=

w w
i
uoissadxa YNYW BALE[RI GZHAIY

=

AB

AB

- =

uoissaldxa yNyW ange|al yeHN!

[=]

uolssaudxa YNYW ANLJRI YTHINEG

=
s

< =

UOISSAITND YNYW SALLISS YHAI

48

12

Q =

uo|ssaudxs YNHW BALE|E) FTHAIY

b}

w
a

=

UoIs53dX3 YNYW 3ARE|3) YZHAIY

24

Hours after PGF2a injection

Hours after PGF2a injection

Hours after PGF2a injection



2.3 Artigo 3

Funcéo da proteina morfogenética 6ssea 15 no crescimento folicular final e

ovulagcdo em bovinos
Cristina S. Haas, Fernando C. Oliveira, Monigue T. Rovani, Arnaldo D. Vieira, Paulo
B. D. Goncalves, Raj Duggavathi, Vilceu Bordignon, Gustavo O. Zamberlam, Rogério

Ferreira, Bernardo G. Gasperin

Submetido a revista Theriogenology



63

Funcéo da proteina morfogenética dssea 15 no crescimento folicular final e ovula¢io em

bovinos

Cristina S. Haas?, Fernando C. Oliveira?, Monique T. Rovani®, Arnaldo D. Vieira?, Paulo B.
D. Gongalves®, Raj Duggavathi?, Vilceu Bordignon?, Gustavo O. Zamberlam®, Rogério
Ferreira®, Bernardo G. Gasperin®

'Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.

bInstituto Federal Farroupilha, Campus Frederico Westphalen, RS, Brasil.

“BioRep, Programa de Pds-graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa
Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

d Department of Animal Science, McGill University, Sainte Anne de Bellevue QC, Canada.

¢ Département de biomédecine, Université de Montréal, QC, Canada.

‘Departamento de Ciéncias Animais, Universidade do Estado de Santa Catarina, Chapecd, SC,

Brasil

RESUMO

A proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP15) oocitéaria € uma das principais reguladoras locais
da fisiologia ovariana, embora suas fungdes ainda ndo estejam completamente estabelecidas. O
objetivo deste estudo foi determinar o efeito do tratamento com BMP15 intrafolicular sobre o
crescimento folicular final e ovulacdo e luteinizacdo. No experimento 1, para avaliar a funcéo
na ovulacdo e luteinizacdo, foi realizada a injecdo intrafolicular (1IF) em foliculos pré-
ovulatoérios (12 a 14 mm) com PBS (controle; n=4) ou 500 ng/mL de BMP15 recombinante
humana (BMP15rh; n=6), e aplicacdo i.m. de andlogo de GnRH (acetato de buserelina; 21 ug)
em ambos os grupos, imediatamente apo6s a IIF, para induzir a ovulagdo. No experimento 2,
para investigar o efeito sobre o crescimento folicular, foi realizada a IIF em foliculos

dominantes (7,5 a 9,5 mm) com PBS (controle; n=3) ou BMP15rh (n=5; 100 ng/mL). Em um
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cultivo de células da granulosa bovina, foi avaliado o efeito do tratamento com as
gonadotrofinas FSH ou LH sobre os niveis de RNAm dos receptores de BMP15, BMPR2 e
BMPR1B. No experimento 1, foliculos do grupo controle tiveram a ovulagdo confirmada por
ultrassonografia. Entretanto, foliculos tratados com BMP15 n&o ovularam e deram origem a
estruturas cisticas que atingiram didmetro médio de 32 mm (D12), com paredes espessas,
caracterizando cistos luteinizados. Dosagens de P4 sérica confirmaram que, apesar da BMP15
bloguear a ovulagéo, n&o inibiu a luteinizagdo, sendo observados valores de P4 de 7,1+1,7 e
4,1+1,2 ng/mL nos grupos controle e BMP15, respectivamente. No experimento 2, observou-
se uma tendéncia (P=0,09) de efeito de reducéo sobre o crescimento folicular, sendo observado
didmetro de 8,9+0,9 (DO; momento da IIF) e 14+2 mm (D2; dois dias apds a IIF), no grupo
controle, e 8,4+0,3 (DO) e 9,1+1,4 mm (D2) nas vacas do grupo BMP15. Os foliculos tratados
com BMP15 apresentaram paredes espessas ao exame ultrassonografico (D2). A expressao de
RNAm de BMPR2 e BMPR1B néo foi alterada no cultivo in vitro de células da granulosa pelo
tratamento com LH ou FSH. Conclui-se que o tratamento com BMP15 inibe o desenvolvimento
folicular e ovulacéo, induzindo a luteinizacao e formacéo de cistos em bovinos.

Palavras-chave: cistos; foliculogénese; luteinizacao.

1| INTRODUCAO

Nos mamiferos, o controle enddcrino da foliculogénese, diferenciacdo folicular,
ovulacdo e luteinizacao € bem estabelecido. Entretanto, considerando que todos os foliculos de
uma onda estdo sob influéncia dos mesmos hormdnios endocrinos, a selegdo folicular e
consequente taxa de ovulagdo sdo determinadas em grande parte pela interagéo dos com fatores
autocrinos e paracrinos produzidos localmente [1]. Neste contexto, os fatores produzidos pelos
odcitos e demais células foliculares desempenham papeéis importantes na regulacao das funcdes

ovarianas participando dos processos de crescimento, diferenciagdo folicular [2-4],
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esteroidogénese, ovulacédo e luteogénese [1, 5], sendo cruciais também no processo de selecdo
folicular [6].

Entre os fatores produzidos pelos odcitos destacam-se a proteina morfogenética 6ssea
15 (BMP15) e o fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF9), membros da superfamilia dos
fatores de crescimento transformantes beta (TGFp) [1]. Estudos funcionais demonstraram o
papel fisioldgico dessas proteinas oocitarias em diversos aspectos das fungdes ovarianas, desde
0 desenvolvimento do foliculo até a esteroidogénese, comunicacdo celular, maturacdo do
odcito, ovulagdo e funcdo latea [7]. A BMP15 e o GDF9, além de serem determinantes do
namero de foliculos ovulatérios [8, 9], também sdo consideradas indispensaveis para o
desenvolvimento ovariano, uma vez que a auséncia de proteina funcional, resulta em
infertilidade [10].

Mutacdes no gene da BMP15 foram associadas com diferentes fen6tipos ovarianos.
Dependendo da espécie, as mutacBes estdo associadas a importantes alteracdes como
esterilidade ou, paradoxalmente, aumento da prolificidade em ovinos [8, 9] e subfertilidade em
camundongas [11]. Em mulheres, muta¢des espontaneas ja foram associadas a infertilidade por
insuficiéncia ovariana primaria (POI) precoce, sindrome do ovario policistico (SOP) [7] e, por
outro lado, maior probabilidade de gémeos dizigdticos [12]. Portanto, entender como as
proteinas BMP15 e GDF9 influenciam a reproducdo feminina tem despertado grande interesse
cientifico, sendo que espécies monovulatorias e poliovulatorias podem  diferir
significativamente quanto a funcdo destas proteinas.

De modo similar ao observado nos casos de mutacGes em heterozigose, a diminuic¢ao da
disponibilidade das proteinas através de imunizacdo em ovelhas alterou a taxa ovulatéria sem
efeitos negativos sobre a reproducédo [13], enquanto que a imunizagdo passiva contra GDF9 ou
BMP15 afetou negativamente a ovulagdo, funcéo luteal e sintese de progesterona [9]. Da

mesma forma, a imunizagdo com BMP15 em éguas ocasiona uma alteracdo na funcéo ovariana,
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prejudicando a ovulacdo [14]. Em camundongas a imunizagéo contra BMP15 e GDF9 também
produziu ninhadas menores, devido a reducdo na taxa de ovula¢do e funcdo luteal [15].
Especificamente em vacas, a imunizagdo contra essas proteinas causou superovulacao ou aciclia
[16]. Sendo assim, sugere-se a possibilidade de utilizar essa ferramenta para aumentar a taxa
ovulatéria ou impedir a ovulacédo através do bloqueio da atividade da BMP15.

Quanto as fungdes, 0 GDF9 e a BMP15 parecem regular principalmente a diferenciacéo
folicular, estimulando a proliferagdo celular e inibindo a esteroidogénese [17, 18]. Em células
da granulosa humana, a BMP15 diminui os niveis e expressdao de StAR e a producdo de
progesterona, sugerindo um papel na inibicdo da luteinizagdo prematura [2, 17]. A desregulacéo
ou mutacdes no sistema BMP e seus receptores podem levar a vérias patologias e infertilidade,
por afetar a sinalizagdo intracelular e influenciar a ovulagdo e funcdo lutea [7]. Também héa
evidéncias do envolvimento de membros da superfamilia TGFf no remodelamento da matriz
extracelular e regulacdo da esteroidogénese ovariana. A reducdo da expressao de Gdf9 e Bmpl15
antes da ovulacdo em camundongas sugere que o odcito interfere na remodelacéo e organizacgéo
da matriz extracelular para facilitar o processo ovulatorio [19].

As informacdes obtidas sobre as fungbes das proteinas oocitarias na foliculogénese
antral em ruminantes foram obtidas em modelos in vitro, através de mutacdes espontaneas em
ovinos, ou imunizacgdo contra BMP15 e/ou GDF9. Nos estudos in vitro diversas funcdes foram
descritas, muitas vezes contraditorias, sobre a proliferacdo, diferenciacao e esteroidogénese das
células da granulosa. J& a maioria dos estudos in vivo ndo investigou 0s mecanismos associados
com os efeitos observados sobre a fertilidade. Com base no exposto, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o efeito do tratamento com BMP15 recombinante humana sobre o crescimento
folicular final, ovulacdo, luteinizacdo e fungdo luteal em bovinos. Testou-se a hipdtese que o
aumento de BMP15, através da injecdo intrafolicular inibe a diferenciagcdo, afetando

negativamente o crescimento folicular final e a ovulagdo em bovinos.
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2 | METODOLOGIA

2.1 | Experimento 1: Efeito da BMP15 na ovulagéo e luteinizagio

Os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA-UFPel). Em um primeiro momento, foi avaliado o efeito da
proteina BMP15 no processo ovulatorio e consequente funcéo luteal. Foram utilizadas 10 vacas
Bos taurus taurus, ndo lactantes e ndo gestantes, das ragas Holandés e Jersey, com condicéo
corporal > 3 (escala de 1-5). Os animais foram submetidos a um protocolo hormonal de
sincronizagdo de estro (Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) que consiste na administragédo de 2 mg de
benzoato de estradiol e inser¢édo de um implante intravaginal contendo 1 g de progesterona,
para induzir a regressdo folicular e uma nova onda de crescimento. Ainda, foi feita a
administracdo de prostaglandina F2a (150pug de cloprosteno sédico, i.m.) para indugdo da
lutedlise e realizada a aspiracao folicular de estruturas com mais de 8 mm, no dia 0. O implante
intravaginal permaneceu por nove dias, até que os foliculos em crescimento atingissem
didametro entre 12 e 14 mm, para garantir que os mesmos fossem responsivos ao tratamento
com GnRH. Foram realizadas, diariamente, avaliacdes de diametro folicular através de
ultrassonografia transretal utilizando transdutor linear de 6 MHz (SonoScape A5V), antes da
administracdo do tratamento, para garantir que os foliculos dominantes estavam em
crescimento. Todas as estruturas maiores que 5 mm foram identificadas e desenhadas em trés
cortes esquematicos dos ovarios.

As fémeas bovinas foram submetidas a tratamento intrafolicular com PBS (grupo
controle; n=4) ou BMP15rh (Sigma Aldrich; grupo BMP15; n=6) na concentracao final de 500
ng/mL. O volume total administrado foi adequado com base no volume de fluido folicular total,
que foi estimado pela equacédo de regresséo linear V= -685,1+120,7D (V= volume (ul); D=

didmetro (mm) do foliculo a ser injetado) [20]. A concentragdo inicial de BMP15rh foi dez
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vezes maior do que a concentragdo final desejada no interior do foliculo, uma vez que foi
injetado um volume equivalente a um décimo do volume total de fluido folicular. A dose de
BMP15rh foi determinada multiplicando-se por dez a dose efetiva observada in vitro [21].

Previamente a injecdo intrafolicular, os animais foram submetidos a limpeza perineal e
anestesia epidural, utilizando 3 a 4 mL de lidocaina a 2%. Os procedimentos de injecéo
intrafolicular foram realizados com auxilio de um equipamento de ultrassom acoplado a uma
sonda vaginal de 5 MHz (Pie Medical AquilaVet, Maastrich, The Netherlands). Foi utilizado
um sistema interno com um inovulador de embrides onde a bainha era acoplada a uma agulha
25G x 3 '2” (BD Spinal). O volume injetado somado ao volume da agulha foi aspirado para o
interior de uma palheta de 0,25 mL. Este sistema foi inserido no sistema externo, composto por
uma guia de bidpsia, convencionalmente utilizada para aspiracdo folicular em bovinos,
acoplado a uma agulha externa 21G (40x0,8). 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 injecédo foi confirmada atraves
da visualizacdo de um turbilhdo no interior do foliculo.

Imediatamente ap6s a injecdo intrafolicular, foi realizada a aplicacdo de uma dose i.m.
de 21pug (5mL) do andlogo de GnRH acetato de buserelina (Gonaxal®, Biogénese, Bago), para
induzir a ovulacdo. Posteriormente foi realizado monitoramento ultrassonografico a cada 24 h
em todos 0s animais por uma semana para observacdo da ovulacao e luteinizacdo. A ovulacao
foi caracterizada quando se observou o desaparecimento do foliculo tratado entre duas
avaliacdes e, posteriormente, a formacéao do corpo lGteo.

Amostras de sangue, do momento ap6s a IIF (D0) até o D12, foram coletadas na veia
coccigea caudal utilizando tubos com vacuo, os quais foram mantidos em temperatura ambiente
para formacdo do coégulo e, posteriormente, centrifugados para separacdo do soro, que foi

armazenado em nitrogénio liquido até as analises de progesterona e estradiol.
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2.2 | Experimento 2: Dinamica folicular apds injecdo intrafolicular de BMP15 pds a
divergéncia folicular

Para avaliar o efeito da proteina BMP15rh sobre o crescimento folicular final, foram
utilizadas oito vacas Bos taurus taurus, da raga Jersey, ciclicas, ndo lactantes e ndo gestantes,
com condi¢@o corporal > 3 (escala de 1-5). Esses animais foram submetidos a um protocolo
hormonal de sincronizacédo de estro conforme descrito no experimento 1. No entanto, o implante
intravaginal permaneceu por sete dias, até que os foliculos em crescimento atingissem didmetro
entre 8,5 e 9,5 mm. Quando os foliculos atingiram didmetros de foliculos dominantes, as fémeas
bovinas foram submetidas a tratamento intrafolicular com PBS (grupo controle; n=3) ou
BMP15rh (Sigma Aldrich; grupo BMP15; n=5) na concentragéo final de 100 ng/mL, conforme
metodologia descrita no experimento 1. Apds a aplicacdo dos tratamentos, foi realizado

monitoramento ultrassonografico as 24 e 36h, conforme descrito no experimento anterior.

2.3 | Experimento 3: Expressdo génica dos receptores da BMP15 em cultivo de células da
granulosa

Para avaliar a regulacdo da expressdo dos receptores de BMP15 pelas gonadotrofinas,
foram utilizadas amostras provenientes de dois modelos de cultivo celular. Para mimetizar as
células de foliculos dominantes em crescimento [22], células da granulosa (CG) foram tratadas
por 4 dias (D2-D6) com FSH (1 ng/mL) ou com veiculo (controle), em seis replicacdes. Em
todas as amostras foi testada a expressdo de CYP19Al, sendo observado um aumento de
expressao (minimo de 2 a 3x) apds o tratamento com FSH, validando o modelo (dados néo
demonstrados).

Para mimetizar o ambiente de foliculos pré-ovulatérios, CG foram tratadas com LH (100

ng/mL) ou com veiculo (controle) por 6 h, em seis replica¢fes, conforme modelo descrito por
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Zamberlam, Sahmi [23]. Em todas as amostras foi testada a expressdo de EREG e ADAM17,
sendo observada um aumento na abundancia de RNAm apo6s o tratamento com LH, validando

0 modelo.

2.4 | PCR em tempo real

Para quantificacdo da expressdo génica, 0 RNA total das células da granulosa foi
extraido utilizando RNeasy Mini Kit (Qiagen, Canada), de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Para quantificar o RNA extraido, a densidade ética foi determinada através de
espectrofotémetro (NanoDrop, Thermo Scientific, USA). A pureza do RNA foi avaliada através
da taxa de absorcdo da relagdo OD260/0D280, de forma que ndo foram utilizados valores
inferiores a 1,8. O DNA complementar foi sintetizado a partir de 100 ng de RNA, que foi
primeiramente tratado com 0,1 U de DNase (Amplification Grade, Life Technologies) a 37°C
por 5min, para digerir qualquer DNA contaminante. Apos a inativacdo da DNase, a reacdo de
transcricao reversa foi realizada com SuperScript Vilo cDNA synthesis kit (Thermo Scientific-
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme instrucdes do fabricante.

A expressao relativa dos genes foi realizada por PCR em tempo real (CFX384 real-time
PCR; BioRad, CA) utilizando SYBR Green (Wisent Bioproducts, CA) e primers especificos.
As sequencias dos iniciadores dos genes investigados foram: BMPR2: F-
CCACTGGCCTCACTCCAAGT e R- CCCGACTGGCTGTGAAACAT e BMPR1B: F-
AAAGTGGCGTGGCGAAAAGGTAGCT e R-CCCGTCCCTTTGATATCTGCAGCAA. As
amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos em relagéo aos valores
médios de Ct para GAPDH: F-ACCCAGAAGACTGTGGATGG e R-
CAACAGACACGTTGGGAGTG e 18S rRNA: F- ATGAGCTTCTTGGAGGCGTA e R-

TCAAGCCATCTGTGACCAAA, como controles internos.
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2.5 | Dosagens hormonais

As dosagens de progesterona e estradiol (D12) no fluido dos cistos e de estradiol (DO e
D1) e progesterona (DO, D3, D4, D5 e D12) no soro foram realizadas atraves da técnica de
eletroquimioluminescéncia em laboratorio comercial. Foram considerados ensaios com, no

maximo, 10% de coeficiente de variacgdo intra- e inter-ensaio.

2.6 | Andlise estatistica

O efeito dos tratamentos sobre a dindmica folicular e sobre os niveis de horménios
séricos 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 interacdo foram
determinados. Diferencas entre os didmetros foliculares em momentos especificos foram
comparadas entre 0s grupos utilizando o estimates. As varia¢cdes nos niveis de transcricdo nas
células foliculares foram analisadas por ANOVA. Todas as varidveis continuas foram testadas
para normalidade e normalizadas, quando necessario. Em todas as analises, o nivel de
significancia utilizado foi de 5%. Os dados foram representados como média * erro padrao da

média (EPM).

3 |RESULTADOS

Para avaliar o efeito da BMP15 em foliculos pré-ovulatérios, no experimento 1, foram
injetados foliculos com didmetro médio de 12,5+0,5 e 12,75+0,75 mm, para 0s grupos controle
e BMP15rh, respectivamente. Imediatamente apds o tratamento foi realizada a inducdo da
ovulagdo com GnRH em ambos os grupos. Todos os foliculos do grupo controle (4/4) tiveram
a ovulacdo confirmada por ultrassonografia até 48 h ap6s o tratamento com PBS. No entanto,
os foliculos que receberam a inje¢cdo de BMP15rh na concentracdo de 500 ng/mL n&o ovularam

(0/6) e permaneceram com aspecto de estrutura em processo de luteinizagéo.
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A dosagem de estradiol sérico no momento e 24 h apds injecdo intrafolicular ndo
diferiram entre os tratamentos. Porém, diminuiram do dia 0 para o dia 1 (Figura 1). Ndo houve
efeito do tratamento nem da interacdo entre momento X tratamento sobre os niveis de
progesterona sérica (Figura 2). Porém, em ambos 0s grupos houve luteinizagao, pois os niveis
de progesterona aumentaram gradativamente, obtendo-se a maior concentragéo de progesterona
no dia 12 do ciclo. Todos os animais do grupo controle apresentaram corpo IUteo caracteristico
para a fase do ciclo (Figura 3A). Por outro lado, todas as fémeas bovinas tratadas com BMP15rh
apresentaram estruturas cisticas com parede luteinizada ao exame ultrassonografico,
caracterizando cistos luteinicos (Figura 3B). Portanto, optou-se por realizar a aspiracdo das
estruturas cisticas para investigacdo da composicao do fluido folicular através de dosagem de
progesterona e estradiol, 12 dias apds a IIF.

Em cinco das seis vacas observaram-se niveis de progesterona acima de 500ng/mL no
fluido folicular. A concentracdo de estradiol apresentou grande variacao, sendo que uma vaca
apresentou 94610 pg/mL, sendo que o mesmo animal apresentou a menor concentracdo de
progesterona (34 ng/mL), sugerindo uma luteinizacao parcial (Tabela 1).

Para investigar o efeito da BMP15rh em foliculos em crescimento, no experimento 2, a
injecdo intrafolicular foi realizada em foliculos com diametro médio de 9,3+0,7 e 8,8+0,5 mm,
para 0s grupos controle e BMP15rh, respectivamente. Uma vez que a maioria dos foliculos
injetados com a proteina oocitaria tiveram o crescimento interrompido, sendo observados
didmetros de 11,6+1,3 e 9,7+0,6 mm, as 24 h e 13,2+1,7 e 9,7+1,3, as 36 h, para controle e
BMP15, respectivamente (Figura 4), optou-se por realizar a aspiracdo dos mesmos, 36 a 40 h
apos o tratamento. Entretanto, o material obtido atraves de aspiracdo ndo apresentou qualidade
adequada para a realizacdo de dosagens moleculares e hormonais, devido & presenca de

hemécias.
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Uma vez que se sabe que os receptores da BMP15 séo expressos durante a divergéncia
folicular, objetivou-se avaliar sua regulacdo pelas gonadotrofinas. Nas células da granulosa
cultivadas in vitro, ndo se observou efeito significativo da suplementagdo com FSH sobre a
expressaio de RNAm dos receptores BMPR2 e BMPR1B (P>0.05) (Figura 5A e B,
respectivamente). Apo6s o tratamento com LH, ndo foi observada regulagdo na expressdo de
BMPR1B, enquanto se observou uma tendéncia a elevacdo na expressdo de BMPR2 (P=0.1)

(Figura 5C e D, respectivamente).

4| DISCUSSAO

E bem estabelecido que membros da superfamilia TGFf, em especial a BMP15,
desempenham uma série de funcgdes de regulacao localmente no ovario [24]. O tratamento com
hCG aumenta os niveis da proteina BMP15 em camundongas antes da ovulacdo, embora a
expressdo de RNAm seja diminuida nos odcitos [25]. Em vacas, os niveis de BMP15 e GDF9
aumentam apds o tratamento com LH suino [26]. Portanto, optou-se por investigar o efeito da
BMP15rh em foliculos pré-ovulatorios, no experimento 1. A injecdo intrafolicular foi realizada
em foliculos com diametro entre 12 e 14 mm porque, em vacas taurinas, o foliculo dominante
apresentando maior responsividade ao LH a partir de 12 mm (SARTORI et al., 2001). Portanto,
avaliou-se diretamente se a BMP15rh iria ter efeito no foliculo j& diferenciado, proximo da
ovulacdo. A liberacdo do pico de LH foi induzida artificialmente através da administracéo de
analogo sintético de GnRH, o que repercute em um pico de LH cerca de 2 h apds aplicacao
[27]. A ovulacdo foi monitorada por ultrassonografia transretal e todos os foliculos do grupo
controle ovularam até 48 horas apos a IIF, corroborando com a literatura que relata ovulagéo
entre 24 e 32 h ap6s a administragdo de GnRH [28], enquanto que nenhum foliculo tratado com
BMP15rh ovulou. Até o presente momento, o efeito da proteina BMP15 no periodo pré-

ovulatério era desconhecido.
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Dados de literatura demonstram um efeito negativo da BMP15 sobre a sintese de
progesterona, através da diminui¢cdo nos niveis de expressdo de StAR [2], em células da
granulosa de mulheres submetidas a aspiracdo folicular. Ainda, em ovelhas imunizadas, a
diminuicdo da atividade da BMP15 parece induzir a luteinizagdo prematura [29]. Portanto, era
esperada uma inibicdo da ovulacdo e da luteinizacdo nos foliculos tratados com BMP15rh,
mesmo apds o tratamento com um potente anadlogo de GnRH. No entanto os resultados do
presente estudo demonstram que a BMP15rh inibe a ovulacdo, mas ndo afeta a sintese de
estradiol nas primeiras 24 h e o processo de luteinizagcdo ap6s o pico de LH (luteinizacdo
subsequente). Apesar das concentrag@es de estradiol sérico ndo diferirem entre os tratamentos,
ocorreu um decréscimo do dia 0 para o dia 1, o que era esperado para foliculos em processo de
luteinizagdo apds administracdo de GnRH, validando o modelo utilizado [27, 30].

Fatores produzidos pelo odcito e células foliculares exercem importantes fungoes
autodcrinas e paracrinas para o processo de regulacdo da luteinizacéo e producéo de progesterona
[31]. As BMPs, nos ovarios, sdo expressas tanto em mulheres saudaveis quanto nas
diagnosticadas com SOP, podendo estar relacionadas com as anormalidades encontradas nestas
pacientes [32]. Em mulheres com SOP, ocorre uma redugdo e um “atraso” na expressao de
BMP15 na fase folicular inicial, quando comparado com tecidos ovarianos normais [33].
Concordando com os dados de literatura, no presente estudo, a desregulacdo dos niveis de
BMP15 levou a formacdo de estruturas cisticas, comprovando que este fator oocitario tem um
papel essencial na regulacdo do crescimento folicular. Esta alteracdo foi confirmada pelas
concentragOes de estradiol e progesterona dos cistos 12 dias ap6s o tratamento com BMP15rh,
com niveis de progesterona, que foram superiores as encontrados no liquido de cistos induzidos
e de foliculos antrais grandes relatados no estudo de Diaz et al. [26].

Devido aos resultados encontrados com a IIF em foliculos pré-ovulatérios na

concentracdo de 500 ng/mL optou-se por realizar o tratamento com foliculos logo apos a
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divergéncia folicular em uma concentragdo menor, a 100 ng/mL. Deste modo, os resultados
encontrados nesse segundo experimento sugerem que a injecéo intrafolicular de BMP15rh inibe
o crescimento folicular final e a ovulagdo em bovinos, possivelmente através da inibicdo da
diferenciacéo folicular e/ou esteroidogénese. Essa inibigéo era esperada, uma vez que mutacoes
inativadoras em heterozigoze no gene da BMP15 em ovinos [8, 10] e a imunizagédo contra
BMP15 por curtos periodos em ovinos [34] e bovinos [35] aumentam a taxa ovulatoria,
sugerindo que a BMP15 possui um efeito inibidor do desenvolvimento folicular. Entretanto, os
mecanismos celulares e moleculares associados aos efeitos observados ndo foram avaliados na
maioria dos estudos publicados. No presente estudo, os foliculos tratados com BMP15rh
apresentaram paredes espessas no momento da aspiracdo, sugerindo luteinizacdo. Porém, as
amostras obtidas apds a aspiracéo dos foliculos tratados ndo apresentaram viabilidade adequada
para avaliacdo da expressao génica e dosagens hormonais.

A reducédo da apoptose e da taxa de proliferacdo estdo relacionadas com o atraso na
regressdo folicular e persisténcia de foliculos cisticos [36]. Os fatores locais interferem na
sensibilidade das células foliculares as gonadotrofinas [37, 38] e sugere-se que o desequilibrio
do sistema BMP esta envolvido na patogenia de cistos ovarianos em bovinos [39]. No entanto,
sd0 necessarios novos estudos para entender como a injecdo intrafolicular de BMP15rh altera
o ambiente de foliculos pré-ovulatérios.

Estudos com imunizagdes contra BMP15 e GDF9 em ovinos [9], bovinos [35], equinos
[14] e cervos [40] apresentaram resultados variados mas, independentemente da espécie,
induzem a esterilidade ou 0 aumento da fertilidade. Mais de 10 mutag¢Ges no gene da BMP15 ja
foram associadas com insuficiéncia ovariana primaria em mulheres e, conforme proposto por
Patifio et al. [41], qualquer alteracdo na proteina BMP15 quanto & secre¢do, atividade ou
sinergismo com GDF9 é capaz de afetar a fertilidade feminina. Conforme relatado na maioria

das espécies domésticas, muta¢des no gene da BMP15 também foram associadas com uma
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melhor resposta a estimulacdo ovariana em mulheres [42]. Infelizmente, a grande maioria dos
estudos citados ndo investigou os mecanismos envolvidos nos diferentes fenotipos observados.

Diferentemente das mutacBes observadas nos genes das proteinas GDF9 e BMP15, a
mutac&o no receptor tipo 1 da BMP15 (BMPR1B), é aditiva, resultando no aumento da taxa de
ovulagdes e nascimentos multiplos, tanto em heterozigose como em homozigose [43, 44]. A
expressdo dos receptores de BMP15 foi descrita nas células de teca e granulosa bovina, sendo
que os niveis de RNAmM de ambos, BMPR1B e BMPR2, foram positivamente associadas aos
didmetro folicular [37]. A expressdo do BMPR2 em tecidos ovarianos de ovinos esta fortemente
correlacionada com a maior expressdo de BMP15 nos grandes foliculos [45]. Em um estudo
anterior, observamos que os receptores BMPR1B e BMPR2 sdo mais expressos no segundo
maior foliculo antes e durante a divergéncia folicular, indicando um papel inibitério na
diferenciacdo folicular e esteroidogénese. Ainda, € possivel que o BMPR1B também esteja
envolvido na regressao folicular [46]. Portanto, investigou-se a regulacdo da expressdo de
BMPR1B e BMPR2 pelas gonadotrofinas FSH e LH, mimetizando o ambiente de foliculos
dominantes e pré-ovulatorios, respectivamente.

No presente estudo, os receptores de BMP15 ndo foram significativamente regulados
pelo tratamento com gonadotrofinas. O RNAmM de ambos receptores aumenta nas células da
granulosa de foliculos pré-ovulatorios bovinos 12 h apo6s tratamento com GnRH, o que
corresponde a aproximadamente 10 h apds o pico de LH (dados ndo publicados). Portanto, é
possivel que 6 h de tratamento com LH in vitro ndo tenham sido suficientes para observar o
aumento na expressdo, apenas uma tendéncia a elevacédo de BMPR2.

A BMP15 afeta de forma distinta as células da granulosa em diferentes espécies. Além
disso, ndo se pode descartar que os efeitos gerados pela proteina oocitaria sejam diferentes
guando se utilizar o fator especifico para a espécie estudada. Ressalta-se que, no presente

estudo, foi utilizada a proteina BMP15 humana pois, ao nosso conhecimento, a BMP15 bovina
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ndo esta disponivel comercialmente. Outra limitacdo nas pesquisas dos fatores foliculares é o
fato de que ndo se encontram na literatura os niveis absolutos de GDF9 e BMP15 no fluido
folicular normal. Dessa forma, € preciso cautela para se extrapolar os resultados encontrados
de uma espécie para outra. Por outro lado, evidencia-se que 0 modelo bovino in vivo é adequado
para estudo dos fatores oocitarios no controle do desenvolvimento folicular pois, além de tratar-
se de uma espécie monovular, permite 0 monitoramento diario da dindmica ovariana e coleta
de amostras de maneira minimamente invasiva.

Coletivamente, os resultados do presente estudo demonstram que a BMP15rh influencia
a regulacéo ovariana local, inibindo o desenvolvimento folicular final. Ainda, o tratamento com
BMP15rh bloqueia a ovulagdo, sem inibir a luteinizacéo induzida por GnRH. Além da geracédo
de conhecimento para pesquisa basica, a compreensdo do papel dos fatores locais na fisiologia
ovariana pode contribuir no entendimento de processos patoldgicos e no desenvolvimento de

tecnologias que tenham por finalidade a contracep¢do ou 0 aumento da taxa ovulatoria.
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Legendas das figuras:

Figura 1: Concentracdo de estradiol sérico (pg/mL) das fémeas bovinas sincronizadas que
receberam a injecado intrafolicular de PBS (controle, n=4) ou BMP15rh na concentragéo final
de 500 ng/mL (n=6). Os animais de ambos os grupos receberam uma injecéo de 21ug de GnRH
pela via subcutanea imediatamente apds o tratamento intrafolicular.

Figura 2: Concentracdo de progesterona sérica (ng/mL) das fémeas bovinas sincronizadas que
receberam a injecdo intrafolicular de PBS (controle, n=4) ou BMP15rh na concentracdo final
de 500 ng/mL (n=6), apos o tratamento com a injecdo intrafolicular (0) e nos dias subsequentes
3,4,5e12. Os animais de ambos 0s grupos receberam uma injecéo de 21ug de GnRH pela via
subcutanea imediatamente ap6s o tratamento intrafolicular.

Figura 3: (A) Imagem ultrassonogréfica de corpo liteo com 22,3 mm de uma fémea do grupo
controle 12 dias ap6s a injecdo intrafolicular de PBS. (B) Imagem ultrassonogréfica de uma
estrutura cistica luteinizada com 31,6 mm de uma fémea do grupo BMP15, 12 dias apds a
injecdo intrafolicular com BMP15rh na concentracdo de 500 ng/mL.

Figura 4: Efeito da injecdo intrafolicular de BMP15rh no crescimento folicular. Uma nova
onda folicular foi induzida e quando o maior foliculo atingiu o didmetro entre 8,5 e 9,5mm, foi
realizada a injecdo intrafolicular de PBS (n=3) ou BMP15rh na concentracdo final de 100
ng/mL (n=5).

Figura 5: Expressao de RNAm dos genes BMPR2 (A) e BMPR1B (B) em células da granulosa
cultivadas in vitro em meio padréao (controle) e em meio suplementado com FSH. Expressao de
RNAm dos genes BMPR2 (C) e BMPR1B (D) em células da granulosa cultivadas in vitro em

meio padrédo (controle) e em meio suplementado com LH.
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Tabela 1 — Concentracdo de progesterona e estradiol no fluido aspirado de estruturas cisticas

luteinizadas dos animais do grupo BMP15.

Animal Progesterona (ng/mL) Estradiol (pg/ml)
108 2812 23
126 3320 28,8
135 34 94610
137 1044 1570
138 1647 67,3
140 505 34,9
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RESUMO

estudo da expressdo génica das células foliculares pode ser a chave para o

entendimento dos processos de crescimento folicular, ovulagao e luteinizagdo. As

células foliculares de animais podem ser recuperadas in vivo através da aspira¢ao
folicular (AF) guiada por ultrassonografia, uma alternativa para ndo submeter as fémeas ao
procedimento cirurgico de ovariectomia. Entretanto, a AF comumente possibilita a
recuperacdao de uma pequena quantidade de células em fluido folicular, geralmente
contaminado por células sanguineas, o que prejudica a extracdo de RNA e interfere na
qualidade da amostra. No presente estudo foram comparadas a coleta e o armazenamento
de células foliculares com solugdo salina, Trizol®, dois tampdes de lise de eritrécitos ou RNA
later®. Quantidades adequadas de RNA e amostras de melhor qualidade com base na
expressao dos genes de referéncia 185 rRNA, GAPDH, RPL19 e PPIB foram obtidas nas células
foliculares tratadas com tampao de lise celular imediatamente apds a coleta.

Palavras-chave: Expressdo génica. Extracdo de RNA. Lise celular. RNA later. Trizol.

Nos mamiferos, o controle enddécrino da foliculogénese, diferenciacao folicular, ovulacdo e

luteinizacdo é bem estabelecido. Entretanto, os mediadores enddcrinos interagem com
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fatores produzidos localmente no ovario. Neste contexto, os fatores produzidos pelos odcitos
e demais células foliculares desempenham papéis importantes na regulagdo das fungdes
ovarianas (FORTUNE et al., 2004). Estudar os fatores produzidos pelas células foliculares pode
ser a chave para o entendimento da diferenciagao folicular e regulagao da ovulagao. Uma das
formas de estudar a funcdo precisa desses fatores nos processos ovarianos é através de
analises moleculares, tais como as de expressao génica.

A recuperagao das células foliculares e do liquido folicular pode ser realizada através de
ovariectomia por colpotomia (DROST et al., 1992), que possibilita um melhor isolamento das
células foliculares, mas apresenta a desvantagem de ser um procedimento invasivo. Uma
alternativa para ndo submeter as fémeas a um procedimento cirdrgico é a utilizacdo da
aspiracdo folicular (AF) guiada por ultrassonografia para coleta das células da granulosa e
cumulus oophorus (ARASHIRO et al., 2013; WHITE et al., 2008). A AF é menos invasiva, mas o
procedimento de coleta das células foliculares necessita ser aprimorado, uma vez que sao
recuperadas poucas células foliculares e grande quantidade de células sanguineas. Para
contornar essa limitacdo, é necessario reduzir a coagulacdo das células sanguineas, o que
impossibilita a obtencdo de RNA de qualidade. Dentre as alternativas podemos citar: utilizacao
de tampao de lise de células sanguineas (SANCHEZ et al., 2014); coleta em reagente especifico
para extracdao de RNA ou armazenamento em tampao de preservacdao de RNA, como o RNA
later. Com este objetivo, realizou-se um estudo para determinar um protocolo de coleta de
células da granulosa adequado para avaliagao de regulacdo génica de amostras bovinas. Uma
metodologia apropriada para esse tipo de experimento pode fornecer subsidios para
melhorar a compreensao da fun¢ao ovariana.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPel. Foram utilizadas 20 vacas Bos taurus taurus adultas ciclicas, ndo lactantes e nado
gestantes, com condicdo corporal = 3 (escala de 1-5; 1 - muito magra e 5 - obesa). Estes animais
foram submetidos a um protocolo convencional de sincronizacdo de estro envolvendo
estradiol e progesterona, para induzir a regressao folicular e uma nova onda de crescimento,
e prostaglandina, para promover a lutedlise. O implante intravaginal permaneceu por oito
dias, até que os foliculos em crescimento atingissem um didametro entre 11 e 13 mm. Quatro
dias ap6s a insercdo do dispositivo, iniciou-se o monitoramento didrio para identificar um
foliculo dominante saudavel em crescimento, utilizando ultrassonografia transretal com

transdutor linear de 6 MHz (SonoScape A5V). Todas as estruturas maiores que 4 mm foram
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identificadas e desenhadas em trés cortes esquematicos dos ovarios. Deste modo, os animais
que atingiram diametro folicular desejado tiveram o foliculo de maior diametro aspirado sob
anestesia epidural utilizando um sistema adaptado que continha uma agulha 40x8 (21G) na
extremidade. O sistema foi acoplado a uma guia de bidpsia guiada por ultrassom utilizando
transdutor microconvexo de 5 MHz. Apds a aspiracdo e centrifugacdo, foram separados o
liquido folicular e o pellet de células foliculares. Com o objetivo de testar metodologias de
coleta de células da granulosa para serem utilizadas em estudos de expressdo génica, os
foliculos das fémeas bovinas (n=20) aspiradas foram distribuidos aleatoriamente em cinco
protocolos distintos. No grupo controle - pellet celular puro no nitrogénio liquido (NL2) -, as
amostras (n=4) foram centrifugadas (10 min a 845 G/rcf), o sobrenadante descartado, e os
tubos armazenados imediatamente em NL2. No grupo Trizol, as amostras (n=3) foram
centrifugadas (10 min a 845 G/rcf), o sobrenadante descartado, e o pellet de células foi
ressuspenso em 250 ul de Trizol® seguido de sucessivas pipetagens e homogeneizacdao em
vortex. As amostras desse grupo foram armazenadas em NL2 até o momento da extracdo de
RNA. No grupo tampdo comercial de lise de eritrécito R7757 (Sigma®), as amostras (n=5)
foram centrifugadas (7 min a 845 G/rcf), o sobrenadante descartado, e foi adicionado 200 pL
de tampado (R7757 Sigma® Aldrich) ao pellet de células e homogeneizado com pipetador
durante um minuto. Apds esse periodo, adicionou-se 1000 uL de solugdo salina (NaCl 0,9%)
sobre o pellet com o buffer e foi realizada a centrifugacdo por 5 min a 500 G/rcf.
Posteriormente, retirou-se o sobrenadante e o pellet celular formado foi ressuspenso em 200
pL de Trizol®, sendo homogeneizado com pipetagens e virtex (40 seg). As amostras foram
armazenadas em NL2. No grupo tampao de lise de eritrécitos CSH (155 mM NHa4Cl, 12 mM
NaHCOs e 0,1 mM EDTA), as amostras (n=3) foram centrifugadas (7 min a 845 G/rcf) e o
sobrenadante foi descartado. Apés, o pellet formado foi ressuspenso em 1,5 mL de tampao
de lise celular de eritrécitos confeccionado segundo o protocolo de Cold Spring Harbor
Protocols (2006). Em seguida, foi realizada a incubac¢do por 5 min a temperatura ambiente
(25°C) e realizada uma nova centrifugacdo a 3000 rpm (845 G/rcf) também por 5 min. O
sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspenso em 200 pL de Trizol®, sendo homogeneizado
com pipetagens e vortex. Essas amostras foram armazenadas em NL2. No grupo RNA /ater, as
amostras (n=5) foram centrifugadas (10 min a 587 G/rcf) e o sobrenadante descartado. Apds,
foi ressuspenso o pellet celular em 200 pL de solugao de NaCl 0,9% e novamente centrifugado

(587 G/rcf) por 3 min. O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspenso em 200 pL de RNA
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later (RO90 Sigma® Aldrich). As amostras foram armazenadas a -20°C até a extracdo de RNA.

Para quantificacdo da expressdao génica, o RNA total das células coletadas foi extraido
utilizando o protocolo Trizol (Life Technologies), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A quantificacdo do RNA extraido foi realizada através de espectrofotémetro,
considerando a taxa de absor¢do da relagdo OD260/0D280, de forma que ndo foram utilizadas
amostras que continham valores inferiores a 1,6. O RNA total foi tratado com DNase
(Amplification Grade, Life Technologies). Apds a inativacdo da DNase (65°C — 10 min), a reacdo
de transcrigdo reversa foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis (BioRad Hercules, CA),
conforme instrugdes do fabricante.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR) foi conduzida na maquina CFX384™
(Real Time System, BioRad), usando o fluoréforo BRYT Green® e a Taqg DNA Polimerase
presentes na GoTaq® qPCR Master Mix (Promega), e iniciadores especificos para bovinos.
Primeiramente, foi feita uma diluicdo seriada do cDNA a fim de gerar uma curva padrao
utilizada para calcular a eficiéncia da reacdo. Todas as amostras foram analisadas em
duplicata. Foi avaliada a expressdao dos genes constitutivos: PPIB  (F-
GGTCATCGGTCTCTTTGGAA e R- TCCTTGATCACACGATGGAA), GAPDH (F-
GATTGTCAGCAATGCCTCCT e R- GGTCATAAGTCCCTCCACGA), RPL19 (F-
GCCAACTCCCGTCAGCAGA e R- TGGCTGTACCCTTCCGCTT) e 185 rRNA  (F-
CCTTCCGCGAGGATCCATTG e R- CGCTCCCAAGATCCAACTAC). As variacdes nos niveis de
expressao foram analisadas por ANOVA, com multiplas comparag¢des com o teste t de Student.
As varidveis continuas apresentaram distribuicdo normal. O nivel de significancia utilizado foi
de 5% e os dados sdo representados como média + erro padrao da média (EPM).

Conforme mencionado anteriormente, estudos in vivo e in vitro em diferentes espécies
demonstram que o controle autdcrino e paracrino da foliculogénese desempenha um papel
essencial no desenvolvimento folicular. O modelo bovino possibilita estudos in vivo com
avaliacdo da dinamica folicular e obtencdo de amostras através de aspiracao folicular guiada
por ultrassonografia (ROVANI et al., 2017). No entanto, a coleta por AF muitas vezes resulta
em um baixo numero de células e contaminagdo com células sanguineas, o que prejudica a
qualidade da amostra.

No presente estudo, as células foliculares do grupo controle, coletadas e armazenadas
imediatamente em NL2, foram extraidas com protocolo idéntico aos demais grupos, mas nao

apresentaram quantidade de RNA satisfatério (inferiores a 30 ng/uL) para a analises de
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expressao génica. Provavelmente este resultado se deve a grande quantidade de hemdcias
presentes no material aspirado. Como alternativa, foi avaliada a coleta com ressuspensao do
pellet em reagente especifico para a extracdo de RNA, como o Trizol®. Entretanto, uma das
trés amostras coletadas ndo apresentou niveis detectdveis de expressdao de trés genes de
referéncia e, portanto, as amostras do grupo Trizol ndo foram analisadas.

Com base no exposto acima, foram avaliados os dados apenas das amostras tratadas com
tampao de lise de eritrdcitos e RNA later. Para impedir a coagulacao das células sanguineas e
melhorar a qualidade do RNA extraido, foram utilizados os tampdes de lise de eritrécitos
R7757 e CSH (cloreto de amdnio, bicarbonato de sdédio e EDTA). Foi possivel observar que o
tratamento dos pellets celulares com os tampdes de lise impediu a coagulacdo das células
sanguineas e possibilitou a extracdao de RNA de forma adequada, obtendo-se concentracao
(Figura 1A) e pureza (Figura 1A) de RNA adequados para as analises moleculares. Também foi
possivel observar que os transcritos dos genes de referéncia 185 rRNA e RPL19 foram
amplificados mais precocemente quando foram utilizados os tampdes de lise em comparacao
com a utilizacdo de RNA later (Figura 2).

Além da relevancia para estudos envolvendo modelos animais, métodos de obtencdo de
células da granulosa em contato com eritrécitos tém sido avaliados em amostras de fluido
folicular humano obtido apds aspiragao folicular (AGHADAVOD et al., 2015; CHILVER et al.,
2012; QUINN et al., 2006). Aghadavod et al. (2015) compararam protocolos de purificacdo de
células da granulosa em amostras de fluido folicular humano utilizando Ficoll®, Percoll® e
tampao de lise de eritrdcitos e, concordando com os achados do presente estudo, concluiram
gue o uso de tampao de lise é o método mais conveniente para obtenc¢ao de acidos nucléicos

provenientes de células da granulosa contaminadas com eritrécitos.
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Figura 1: (A) Concentracdo de RNA (ng/ul) e (B) pureza do RNA em amostras de células foliculares aspiradas de
foliculos dominantes, tratadas com diferentes tampdes e submetidas a extragdo de RNA com Trizol.



98

ssiio de mRNA 188

Expres

20

Expresssio de mRNA GAPDH
<
A

Expresssio de mRNA PP(B
o w3 78U
_I _- _‘ i
o

D
40 p=0.06

sssdio de mRNA RPLI9

10

Expre

_ - b

= W h S O

-T

Tampdo de lise  RNA Later R090  Tampio de lise
CSH R7757

Figura 2: Média dos ciclos de amplificagdo dos genes de controle interno 185 rRNA (A), PPIB (B), GAPDH (C) e
RPL19 (D) no cDNA de células foliculares coletadas in vivo por aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia e
submetidas a diferentes técnicas de processamento.

No presente estudo, a utilizacdo do tampado RNA later (R090; Sigma) possibilitou a obtencao
de RNA para o estudo de expressdo génica. Porém, aparentemente este ndo é o protocolo
mais indicado, pois apresentou amplificagdao mais tardia dos genes de referéncia. Além disso,
esse produto é indicado para preservar a qualidade do RNA, o que ndo resolve o problema da

contaminacdo da amostra com as células sanguineas.

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que o tratamento dos pellets
celulares obtidos apds aspiracdo folicular com tampao de lise de eritrécitos possibilita uma
melhor qualidade do RNA extraido. Portanto, a utilizacdo desta metodologia possibilitarad a
coleta de material bioldgico de maneira minimamente invasiva, fornecendo amostras com
melhor qualidade para estudar a regulacdo da expressao génica durante a foliculogénese em

bovinos.
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DIFFERENT METHODS FOR PRESERVATION OF GRANULOSA CELLS OBTAINED
THROUGH FOLLICULAR ASPIRATION

ABSTRACT

the mechanisms involved in follicular growth, ovulation and luteinization processes.

Follicular cells can be obtained in vivo through ovariectomy or ultrasound-guided
follicular aspiration (FA), which represents an alternative to surgical procedures. However, FA
usually provides a low number of follicular cells contaminated with blood cells, which
negatively affect RNA extraction and quality. In the present study, different methods to collect
and preserve follicular cells using saline, Trizol®, two different red blood cells lysis buffers or
RNA later® were compared. Adequate amounts of RNA and samples with higher quality were
obtained when follicular cells were treated with red blood cells lysis buffers immediately after
follicular aspiration, as assessed by expression of reference genes 18S rRNA, GAPDH, RPL19
and PPIB.

Studies investigating gene expression in follicular cells may represent the key to elucidate

Keywords: Gene expression. RNA extraction. Cell lysis. RNA later. Trizol.

DIFERENTES METODOS PARA CONSERVACION DE MUESTRAS DE CELULAS DE
GRANULOSA OBTENIDAS POR ASPIRACION FOLICULAR PARA LA EXTRACCION
DE ARN

RESUMEN

| estudio de la expresién génica de las células foliculares puede ser la clave para el
entendimiento de los procesos de crecimiento folicular, ovulacién y luteinizacion. Las
células foliculares de animales pueden ser recuperadas in vivo a través de la
aspiracion folicular (AF) guiada por ultrasonografia, una alternativa para no someter las
hembras al procedimiento quirdrgico de ovariectomia. Sin embargo, la AF cominmente
posibilita la recuperacion de una pequena cantidad de células en fluido folicular generalmente
contaminado por células sanguineas, lo que perjudica la extraccion de RNA e interfiere en la
calidad de la muestra. En el presente estudio se compararon la recoleccion y el

almacenamiento de células foliculares con salina, Trizol®, dos tampones de lisis de eritrocitos
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o RNA later®. Las cantidades adecuadas de ARN y muestras de mejor calidad basadas en la
expresion de los genes de referencia 18S rRNA, GAPDH, RPL19 y PPIB se obtuvieron en las
células foliculares tratadas con tampon de lisis celular inmediatamente después de la

recoleccion.

Palabras clave: Expresién génica. Extraccidén de ARN. Lisis celular. ARN later. Trizol.
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3 Consideracdes Finais

A regulagdo dos membros da superfamilia TGF[3 e seus receptores ja foram
amplamente estudados e investigados ao longo do processo de foliculogénese e
desenvolvimento folicular. Entretanto, até o presente momento ainda era pouco
conhecida a regulacdo durante o processo de ovulagéo, luteinizacao e lutedlise em
bovinos. De forma geral, os resultados do segundo estudo suportam a hip6tese que
membros da superfamilia TGF( participam da modulagéo do processo de lutedlise em
bovinos, sendo o aumento na expressao de RNAmM de BMP4, BMP6, ACVR1B, INHBA
e INHBB observados no inicio do processo luteolitico, o que sugere seu envolvimento
na lutedlise funcional.

Além disso, os resultados do terceiro estudo in vivo demonstram que a
BMP15rh influencia o processo de ovulacdo, pois o tratamento com essa proteina
oocitaria inibe o desenvolvimento folicular final e bloqueia a ovulagdo, sem inibir a
luteinizagdo induzida por GnRH.

No quarto estudo se identificou que o tratamento dos pellets celulares obtidos
apos aspiracao folicular com tampéao de lise de eritrécitos, possibilita uma melhor
qualidade de RNA extraido para estudos de expressao génica.

Evidencia-se, a importancia desses estudos e seus resultados na compreensao
dos mecanismos e fatores envolvidos nos eventos que controlam a dindmica ovariana
na espécie bovina. Além da geracdo de conhecimento para pesquisa basica, a
elucidacao do papel dos fatores locais na fisiologia ovariana pode contribuir com o
entendimento de processos patolégicos nas diferentes espécies, bem como no
aprimoramento de tecnologias que tenham por objetivo a contracepgéo ou 0 aumento
da taxa ovulatoria. Um melhor conhecimento da regulacéo local também levara a um
aprimoramento de biotécnicas reprodutivas para o tratamento da infertilidade ou a

otimizacao da eficiéncia reprodutiva em espécies de animais domésticos.
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Pesquisador Responsdvel: Prof. Dr. Paulo Bayard Dias Gongalves
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ANEXO |- Documento da Comisséo de Etica e Experimentac&o Animal UFPel

UFPel

Comessan oe Jtoa e Epetrmentaoon Anems

Pelotas, 10 de dezembro de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (C EEA)
Para: Prof. Bernardo Garziera Gasperin

Departamento de Patologia Animal — Faculdade de Veterindria

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Fungio da BMPI1S ¢ GDF9 sobre a
expressio génica das células foliculares”, processo n°23110.008439/2015-23. que
envolve a utilizaglo de animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica, sendo de parecer F AVORAVEL a
sua execu¢do, pois esta de acordo com os preceitos da Lei n° 11,794, de 8 de outubro de
2008, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA).

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

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n® CEEA 8439-
2015).

Vigéncia do Projeto: 15/012016 a 0171272018
Espécie/Linhagem: Bovina/ Holandés ¢ Jersey
N de animais: 30

Idade: 3-12 anos

Sexo: Fémeas

Origem: Centro Agropecudrio da Palma - UFPel
[ 76(&00&/
N

ML.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Cienteem: /€ ) /2 nois
Assinatura do Professor Responsavel; :flzwdx ]j. I}/f/‘?o-u,.,




ANEXO llI- Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal UFPel

Pelotas, 29 de maio de 2013

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

Faculdade de Veterindria

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Func¢io dos fatores oocitirios no
ambiente  folicular e ovulacio em espécie monovular”, processo
n°23110.003551/2013-35. sendo de pareccer FAVORAVEL a sua execucao,
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os principios
€ticos em experimentag¢do animal e com os 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
(cddigo para cadastro n° CEEA 3531).

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

Atencigéamente,
C(Z/tz;\ gl ol

Prof. Dr. Everto Fagonde da Silva
te da CEEA

Ciente em: 29 / 05 12013

Assinatura do Professor Responsavel:
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ANEXO IV- Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal UFPel

UFPel

Pelotas, 16 de novembro de 2015

De: M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Bernardo Garzieira Gasperin

Departamento de Patologia - Faculdade de Veterindria

Senhor Pesquisador:

A CEEA analisou a solicitagio o projeto intitulado: “Controle da ovuiagiio em
bovinos e suinos”, processo n°23110.000288/2015-65, que envolve a utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto 0 homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugio, pois
estd de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA),

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 34 CEEA.,

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n° CEEA (288-
2015).

Vigéncia do Projeto: 17/11/2015 a 2041 22019
Espécie/Linhagem: Suinos e Bovinos/variados

N*de animais: 740 suinos e 110 bovinos

Idade: 4 meses 4 4 anos (suinos) e 2 a 8 anos (bovinos)
Sexo: Fémeas

Origem: Granjas comerciais de suinos e Fazenda Experimental de Bovinos

- L /'?/’{(é(,l PASd

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciemteem: ¢/ 2015

Assinatura do Professor Responsivel:




