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culogénese em ovinos
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O crescimento dos foliculos ovarianos é controlado da forma
endocrina classica através do estimulo das gonadotrofinas
hipofisarias (FSH e LH) que sdo reguladas por retroalimentacao
pelos horménios produzidos pelo ovério, notadamente 0s
esteroides e a inibina. Entretanto, a foliculogénese também
sofre regulagao paréacrina através de fatores de crescimento
produzidos dentro do proprio ovéario pelos diversos tipos
celulares nele contidos. Desde o inicio desta década fatores

de crescimento da familia das Proteinas Morfogeneéticas de
Osso (BMP) que sdo membros da super-familia do Fator de
Crescimento Transformante (TGF) beta estao sendo apontados
como chaves no controle local do crescimento folicular ovariano
(ver revisdo Shimasaki et al. 2004). Inicialmente estas proteinas
foram descritas em roedores como produto das células da

teca com agao sobre as células da granulosa (Shimasaki et

al. 1999). Mais tarde, houve um incremento no volume de
evidéncias, demonstrando que o ovécito também tem um papel
fundamental na regulagao das células somaticas do foliculo
ovariano (Eppig, 2001; Braw-tal, 2002).
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Normalmente, a experimentagao sobre regulagao local da
foliculogénese é realizada em roedores, mas ovelhas com
mutacdes em genes que codificam para proteinas da familia
das BMPs ou para seus receptores sdo excelentes modelos
biolégicos para demonstrar a importéncia destas proteinas no
controle paracrino ou local da foliculogénese (para revisao ver
Souza et al., 2004).

As BMPs agem através de receptores serina/treonina com

um Gnico dominio transmembrana, que existem como

dois subtipos, tipo 1 e tipo 2 sendo que este ultimo é
constitutivamente fosforilado. Ambos os tipos possuem baixa
afinidade pelo ligante quando de forma isolada, mas quando
em associagao sao capazes de ligagao de alta afinidade. A
ligagdo do ligante ao receptor tipo 2 em associagdo com o do
tipo 1 leva a formagéo de um complexo heterotetramérico

de receptores e fosforilagdo do receptor tipo 1. Depois que

o receptor tipo 1 foi fosforilado, este transfosforila proteinas
Smad do citoplasma da célula (Smad 1,5 ou 8), estas entao
heterodimerizam com o Smad comum {Smad 4). Este complexo
de proteinas Smad fosforilado migra para o nucleo da célula
e se associa com fatores de transcrigdo nucleares ativando a
transcricdo dos genes alvo (Massague, 1998; Miyazono et al.,
2001).

Nos ovarios dos ovinos, os receptores para BMPs (BMPR) estao
localizados predominantemente na camada granulosa dos
foliculos, desde o estagio de foliculo primério até o de foliculo
antral grande (BMPR1A, BMPR1B and BMPR2). Embora eles
também estejam presentes no ovacito, corpo luteo, epitelio
superficial do ovério e em menos intensidade na camada da
teca do foliculo (Souza et al., 2002).

Nos ovinos, o mRNA para o fator de crescimento e
diferenciacdo 9 (GDF9) esta localizado nos ovdcitos dos
foliculos desde o estagio de primordial até o de foliculo antral
grande (Bodensteiner et al., 1999), enquanto que a expressao de
mRNA da BMP5 comega nos ovécitos dos foliculos primarios
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(Galloway et al., 2000). Anéalises de Northern Blot de tecidos
ovinos demonstraram que BMP 4 e 7 sdo fortemente expressas
nas células da granulosa e da teca, BMP2 esta localizada na
camada granulosa e BMP6 é expressa no ovacito (Souza et al.,
2003).

O fenotipo Booroola foi identificado em ovelhas Merino na
Australia, no final da década de 70, como sendo causado por
um gene principal com efeito aditivo sobre a taxa de ovulagao
(TO) e dominancia sobre o tipo de parto (Bindon, 1984). Os
genétipos Booroola foram inicialmente classificados de acordo
com a segregacgao da TO em ovelhas Merino e Romney. Ovelhas
com umaTO de dois ou menos foram classificadas como
homozigotas nao portadoras (++), heterozigotas comTO entre 3
e 4 (B+) e homozigotas portadoras (BB) fémeas com mais de 5
ovulagoes por ciclo. Nos machos néo foi evidenciado nenhum
fenotipo, sendo, portanto, o genétipo atribuido com base na
genealogia e naTO das filhas (Davis et al., 1982; Bindon, 1984).
Recentemente, este fendtipo foi associado com uma mutagao
de ponto no dominio da quinase do gene do receptor para
proteinas morfogenéticas de osso 1 B (BMPR1B), causada por
uma transi¢do de A para G na posigdo 746, substituindo uma
glutamina no alelo normal por uma arginina na posicao 246
{Q246R) da proteina mutante (Mulsant et al., 2001; Souza et al.,
2001; Wilson et al., 2001)

A principal caracteristica das ovelhas prolificas Booroola é a
diferenciagao precoce dos foliculos ovarianos, os quais ovulam
com um didmetro menor mas em maior nimero que nos
animais do tipo selvagem (Baird & Campbell, 1998; Souza et al.,
2003). Em células HEK-293, co- transfectadas com BMPR1B e
BMPR2 resultou numa construgao reporter BMP especifica que
era ativada pela BMP4, Entretanto, quando o receptor BMPR1B
com a mutacdo Q249R foi usado na construgdo a resposta a
BMP4 foi abolida. (Fabre et al., 2003). Esta redugéo na fungéo do
receptor também é ilustrada pelo fato de células da granulosa
obtidas de ovelhas homozigotas mutantes quando cultivadas

in vitro sdo 3 vezes menos responsivas a inibigdo da produgao
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de progesterona induzida pela BMP4 que células obtidas de
ovelhas sem a mutacgéo (Fabre et al., 2003).

Outro mecanismo de agéo proposto para a mutacdo Q249R é

a redugao da fungéo bioldgica da BMP6, que inibe a agao da
adenil ciclase, o que levaria a um aumento da agéo do FSH sem
alteracéo na sua concentragdo sérica nem na cinética de ligagao
com o receptor (Shimasaki et al., 2003).

O ovocito produz, entre outras proteinas, dois fatores de
crescimento com estrutura muito relacionada, o GDF9 e a
BMP15. Mutacgoes naturalmente ocorridas em qualquer um
destes fatores de crescimento causam aumento daTO em
ovelhas heterozigotas e infertilidade em fémeas homozigotas
(Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004). Nos ovinos,
ambos fatores de crescimento séo indispensaveis para o
crescimento folicular ovariano, pois imunizagéo ativa contra
estas proteinas causa bloqueio de desenvolvimento, além do
estagio de foliculo primaério (Juengel et al., 2002).

O mecanismo de agéo inicialmente proposto para mutagao
Inverdale indicava que a substituicdo de uma valina por um
aspartato na regido do peptideo maduro preveniria a formacao
dos dimeros que é a forma biologicamente ativa da proteina
(Galloway et al., 2000). Entretanto, estudos com células
transfectadas com BMP16 , GDF9 ou ambos demonstraram
que eles podem formar homodimeros quando expressos
individualmente e heterodimeros quando co-expressos.
Quando GDF9 e BMP15 sao co-expressos, o processamento

de ambas pro-proteinas é diminuido, quando comparado

com a atividade de processamento que ocorre quando estas
pro-proteinas sdo expressas individualmente, sugerindo

que os heterodimeros sdo menos susceptiveis a clivagem
proteolitica. Células que somente expressam BMP15 com a
mutacéo Inverdale formam dimeros néo covalentes embora

a eficiéncia do processamento da pro-proteina mutante seja
significativamente menor que a do tipo selvagem, mas quando
a BMP15 com a mutagao Inverdale é co-expressa com GDF9
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o processamento e secre¢do da BMP15 mutante é abolido e
acompanhada por uma reducao severa no processamento do
GDF9 (Liao et al., 2003). Estes resultados demonstraram que

a interagao entre a BMP15 com a mutagéo Inverdale e o GDF9
ocorre durante o processamento pés-transcricional ja que a
expressdo de mRNA do GDF9 nao é afetada (Liao et al., 2003).
Estes resultados sdo corroborados porque ovelhas homozigotas
Inverdale tem niveis de expressdo de mRNA para GDF9
similares a animais sem a mutagdo (Bodensteiner et al., 2000).
Outra linha de evidéncia para a interagédo entre BMP15 e GDF9
vem do fato de animais com mutagdes em um alelo dos dois
genes temTO mais elevada animais heterozigotos em somente
um dos genes (Hanrahan et al., 2004)

Na BMP15 as mutagbes Hanna e Galway introduzem um
codon de parada prematuros e que provavelmente resulta

que proteina madura ndo seja processada (Galloway et al.,
2000: Hanrahan et al., 2004). A mutacao Belclare na serina

99 da BMP15 madura ocorre num residuo que € altamente
conservado nos membros da super-familia do TGF beta, o qual
é essencial para ligagdo com o receptor tipo 2 (Hanrahan et al.,
2004).

A mutagao High Fertility ocorre numa regido do gene do GDF9
que muito provavelmente esta envolvida com a ligagdo com o
receptor tipo 1 mas que também pode afetar a agéo biologica
da proteina pela redugéo da estabilidade do dimero (Hanrahan
et al., 2004).

O mecanismo de agdo de mutagbes em genes das BMPs mostra
claramente o papel chave que esta familia de proteinas tem na
fungao ovariana pelos fendtipos reprodutivos das fémeas. Ao
mesmo tempo, sdo um modelo alternativo aos roedores, para
estudo do controle paracrino da foliculogénese.
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