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Resumo

A foliculogénese ovariana é caracterizada pelo processo de formagdo, crescimento e maturagdo folicular
iniciando-se com a formacédo do foliculo primordial e culminando com o estadio de foliculo pré-ovulatdrio. A
presente revisdo mostra a importancia de hormonios e fatores de crescimento na regulagdo da foliculogénese
inicial em mamiferos visando ao estabelecimento de sistemas de cultivo in vitro.
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Abstract

Ovarian folliculogenesis is constituted through follicular formation, growth and maturation that begin
with primordial follicle source to antral follicles. The present review shows the importance of hormones and
growth factors that control the earliest stages of folliculogenesis in order to develop an in vitro culture systems
that support the initiation and progress of follicular growth.

Keywords: hormones, growth factors, in vitro culture, preantral follicles.
Introducéo

O ovario dos mamiferos é constituido, ao nascimento, por milhares de foliculos primordiais, os quais
sdo considerados 0 pool de reserva dos foliculos ovarianos. Entretanto, mais de 99,9% destes foliculos nunca
atingem a ovulacéo, visto que a maioria morre por um processo fisioldgico designado atresia folicular (Marstrém
et al., 2002). A ativacdo, ou seja, a saida dos foliculos primordiais do estadio de quiescéncia para a fase de
crescimento é a primeira e essencial etapa, em que os foliculos primordiais deixam o estadio de repouso e
iniciam seu crescimento. Os mecanismos precisos que controlam o inicio e a progresséo do crescimento folicular
estdo ainda sendo investigados. Em espécies mamiferas, o continuo crescimento folicular é controlado tanto por
horménios gonadotrdficos e somatotréficos, como por fatores de crescimento que agem, estes Ultimos, direta ou
indiretamente, de forma autocrina ou paracrina.

Nesse contexto, uma melhor identificacdo e uma maior compreensdo das diferentes substancias
envolvidas na promocdo do desenvolvimento folicular e no curso da atresia sdo aspectos importantes para
subsidiar o desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente para que ocorra a ativacdo folicular in vitro,
permitindo o desenvolvimento de um grande nimero de foliculos pré-antrais (Demeestere et al., 2005). Por
conseguinte, o estabelecimento de um eficiente meio de cultivo podera ser uma alternativa para o fornecimento
de milhares de odcitos viaveis, inclusos em foliculos pré-antrais em diversos estadios de desenvolvimento, para
as biotécnicas de producdo in vitro de embribes e clonagem (Telfer, 1996).

No decorrer desta revisdo, serdo abordados aspectos como oogénese, foliculogénese, classificacdo e
caracterizacdo dos foliculos ovarianos, populagdo e atresia folicular e importancia de hormdnios e fatores de
crescimento na regulagdo da foliculogénese inicial em mamiferos.

Oogénese

Conforme descrito por Risse (1983), a oogénese em ruminantes consiste na formacdo e na
diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP) até a formacgdo do odcito hapldide fecundado. A
00génese inicia-se antes do nascimento, mas somente alguns odcitos conseguem completar este processo meses
ou anos mais tarde no animal adulto, apés a fecundagdo (Wassarman, 1988). No embrido, as células
germinativas primordiais, localizadas na parede do saco vitelinico, migram para as gbnadas em
desenvolvimento, perdem suas caracteristicas de motilidade e sofrem extensiva proliferacdo celular e
redistribuicdo das organelas citoplasmaticas transformando-se em oog6nias (Sadeu et al., 2006). Dois tipos de
células germinativas com func@es diferentes resultam da Gltima divisdo mit6tica das células germinativas

Recebido: 9 de maio de 2007
Aprovado para publicagdo: 24 de janeiro de 2008



0)

Martins et al. Fatores reguladores da foliculogénese em mamiferos.

primordiais. Uma inicia, imediatamente, outra divisdo mitética e da origem a uma linha de células oogoniais,
enguanto a outra permanece em intérfase e divide-se periodicamente, originando novas células germinativas
primordiais que se diferenciardo posteriormente em oogdnias. Uma vez formadas, as oogdnias entram em meiose
e diferenciam-se em odcitos (Hirshfield, 1991). No estadio de dipl6teno da primeira divisdo meidtica ou vesicula
germinativa, ocorre a primeira interrupcdo da divisdo meidtica e a formacdo dos odcitos primarios, que
permanecem neste estadio até a puberdade (Moore e Persaud, 1994). Na puberdade, imediatamente antes da
ovulacdo, com o pico dos hormdnios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), 0s odcitos que terminaram
seu crescimento retomam a meiose e o nucleo passa do estadio de vesicula germinativa para diacinese (Moore e
Persaud, 1994). Em seguida, ocorre o rompimento da vesicula germinativa, progressdo para metafase |, anafase |
e teléfase I, expulsdo do primeiro corpusculo polar e formagdo do odcito secundario (Betteridge et al., 1989).
Inicia-se a seguir a segunda divisdo meidtica, em que o nicleo do o6cito evolui até o estadio de metafase II,
guando ocorre a segunda interrupcdo da meiose (Gordon, 1994). O odcito permanece neste estadio até ser
fecundado pelo espermatozoide, quando, entdo, completa a meiose e expulsa o segundo corpulsculo polar,
formando o odcito hapléide fecundado (Moore e Persaud, 1994).

Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, pode ser definida como o
processo de formacéo, crescimento e maturacao folicular, comecando com a formacédo do foliculo primordial e
culminando com o estadio de foliculo de De Graaf ou pré-ovulatdrio (Van den Hurk e Zhao, 2005). A
foliculogénese ocorre simultaneamente a oogénese, quando o0 odcito esta entre as fases de préfase | e metafase Il,
na maioria das espécies. Em outras palavras, a foliculogénese inicia-se ap0s e termina antes da oogénese e pode
ser dividida em duas fases: 1) fase pré-antral, que é subdividida em ativacdo dos foliculos primordiais e
crescimento dos foliculos primarios e secundarios; 2) fase antral, subdividida em crescimento inicial e terminal
dos foliculos terciarios.

Classificacao e caracterizagéo estrutural dos foliculos ovarianos

A populacéo folicular ovariana é bastante heterogénea (Saumande, 1991). De acordo com os aspectos
morfologicos, os foliculos podem ser divididos em: 1) foliculos pré-antrais ou nao cavitarios, que abrangem os
foliculos primordiais, primarios e secundarios e 2) foliculos antrais ou cavitarios, compreendendo os foliculos
terciarios, de De Graaf ou pré-ovulatério (Hulshof ez al., 1994).

Crescimento folicular

O inicio do crescimento folicular, também conhecido como ativagdo, é um processo que ocorre através
da passagem dos foliculos do pool de reserva, ou foliculos quiescentes, para o pool de foliculos em crescimento
(primério, secundario, terciario e pré-ovulatério; Russe, 1983). O primeiro sinal de ativacdo dos foliculos
primordiais € a retomada da proliferacdo das células da granulosa. Nesse processo, os foliculos primordiais
gradualmente adquirem células da granulosa de formato clbico, tornam-se foliculos de transicéo, caracterizados
pela presenca de células da granulosa com ambos os formatos pavimentoso e cibico e, em seguida, foliculos
primarios, quando o odcito é circundado por uma camada completa de células da granulosa de formato cubico
(Gougeon e Busso, 2000). Além da mudanca da forma das células da granulosa, os volumes citoplasmatico e
nuclear do o6cito aumentam consideravelmente (Hirshfield, 1991). Os fatores e mecanismos responsaveis pela
ativacdo de foliculos primordiais, bem como os mecanismos envolvidos na variagdo do periodo de inicio do
crescimento folicular sdo ainda enigmaticos e representam uma das maiores questdes relacionadas com a
biologia ovariana (Fortune et al., 2000).

Uma caracteristica notavel dos foliculos primérios é a presenca de uma zona pellcida, formada por
glicoproteinas (ZP1, ZP2 e ZP3), que circunda o odcito (Rankin et al., 2001). Os foliculos sdo denominados
secundarios quando apresentam duas a trés camadas de células da granulosa e células da teca em torno da
membrana basal (Barnett et al., 2006). Neste estadio, as células da granulosa apresentam uma extensiva rede de
juncdes do tipo gap, que sdo canais membranarios que permitem a passagem de nutrientes, ions inorganicos,
segundo mensageiros e pequenos metabdlitos entre as células (Kidder e Mhawi, 2002).

A proxima fase da foliculogénese, em que os foliculos passam a ser denominados terciarios ou antrais, é
caracterizada pela organizacéo das células da granulosa em varias camadas com a formacdo de uma cavidade
repleta de liquido folicular, entre as camadas de células da granulosa, denominada antro. O fluido folicular que
preenche esta cavidade contém agua, eletrolitos, proteinas séricas e alta concentracdo de horménios esteroides
secretados pelas células da granulosa (Barnett et al., 2006).
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Populacéo folicular

A quantidade total de foliculos presente no ovario de um mamifero é determinada logo no periodo
embrionario em primatas e ruminantes (Betteridge et al., 1989) ou em breve periodo apds o nascimento em
roedores (Hirshfield, 1991). Contudo, recentes trabalhos tém demonstrado mecanismos envolvidos na formacao,
apés o nascimento, de novas células germinativas e foliculos na mulher (Bukovsky et al., 2004) e na
camundonga adultas (Johnson et al., 2004). O nimero de foliculos pré-antrais por ovario varia entre as espécies,
sendo de aproximadamente 1.500 na camundonga (Shaw et al., 2000); 33.000 na ovelha (Amorim et al., 2000);
35.000 na cabra (Lucci et al., 1999) e, aproximadamente 2.000.000 na mulher (Erickson, 1986).

Atresia folicular

O namero de foliculos ovarianos que geralmente chega ao estadio ovulatério € muito pequeno. Estima-
se que aproximadamente, 99,9% sofrem um processo degenerativo ou apoptoético conhecido por atresia, fazendo
com que 0 ovario seja um 6rgao de baixissima produtividade (Johnson, 2003).

Ainda na década de 80, foi postulado que a atresia ocorre por um processo de morte celular programada
conhecido por apoptose (Tsafiri e Braw, 1984). Recentemente, um grande nimero de evidéncias tem
demonstrado que a apoptose, realmente, € o mecanismo bioquimico responsavel pela atresia folicular
(Markstrom et al., 2002) e é um programa de suicidio celular ativo encontrado em todos os organismos
multicelulares, ocorrendo em tecidos que estdo sofrendo alteragbes de desenvolvimento ou respondendo a um
estimulo fisiolégico. A alteracéo tipica observada é a condensagdo da cromatina, resultando na formacéo de
zonas densas de heterocromatina sobre a membrana nuclear. Independentemente da condensagdo da cromatina,
endonucleases dependentes de célcio e magnésio sdo ativadas, resultando na clivagem do DNA entre as unidades
nucleosomais, a cada 180-200 pares de bases, e formacéo de corpos apoptéticos (Tilly, 1996).

Durante a atresia, muitas caracteristicas morfolégicas da apoptose tém sido demonstradas em odécitos e
células da granulosa de foliculos atrésicos. Em foliculos pré-antrais, as primeiras alteracfes indicativas de atresia
ocorrem no o6cito, como, por exemplo, retracdo da cromatina nuclear e fragmentacao oocitaria (Morita e Tilly,
1999). Nestes foliculos, alteragdes nas células da granulosa séo raramente observadas. A medida que o foliculo
se desenvolve, 0 o6cito torna-se altamente resistente, e as primeiras alterac@es indicativas de atresia sdo
observadas nas células da granulosa.

A progressdo da apoptose em foliculos ovarianos é dependente de uma regulacdo cooperativa de
diferentes fatores enddcrinos, paracrinos e autocrinos, e é possivel que nenhum desses fatores, isoladamente, seja
essencial para o controle do crescimento folicular ou atresia. E mais provavel que o balango entre os fatores que
promovem sobrevivéncia e aqueles que induzem a apoptose estabelega se um determinado foliculo continuara o
seu desenvolvimento ou sofrera atresia (Hsu e Hsueh, 2000). Duas familias importantes regulam o processo
apoptotico, p. familia das caspases e a familia Bcl-2 (Markstrom et al., 2002). As caspases sdo consideradas as
executoras principais do caminho apoptético e atuam ativando DNAses, que sdo endonucleases responsaveis
pela fragmentacdo do DNA internucleossomal. A DNAse e sua unidade inibitoria sdo constantemente expressas
nas células. A clivagem, mediada por caspases, da subunidade inibitéria resulta na liberacdo e na ativacdo das
endonucleases que cliva o DNA a cada 180-200 pares de bases nitrogenadas. A familia Bcl-2 compreende tanto
membros anti-apoptdticos, como Bcl-2 e Bcl-X, e membros pré-apoptoticos, incluindo Bax, Bid, Bik, BOD e
Bcl-Xs (Markstrom et al., 2002).

Importéncia do FSH, LH e do Hormdnio de Crescimento (GH) no controle da foliculogénese

A regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo, e atresia relacionadas com a foliculogénese é
resultado de uma complexa interacdo entre fatores locais e enddcrinos (Silva et al., 2006a). Nesse contexto,
observa-se uma grande importancia de gonadotrofinas e somatotrofinas no que se refere ao crescimento dos
foliculos ovarianos (Levi-Setti ef al., 2004). A seguir, serdo relatados os efeitos do FSH, LH e GH.

Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

O horménio gonadotréfico FSH é crucial para a manutencdo da funcdo ovariana. A atuacdo do FSH é
mais direcionada as células da granulosa e resulta em uma variedade de reacdes, tais como a estimulagdo da
proliferacdo celular, a sintese de esterdides e a expressdo de receptores para Fator de Crescimento Epidermal
(EGF) e LH. Sabe-se que as gonadotrofinas sdo necessarias para o desenvolvimento de foliculos antrais,
entretanto, ainda ndo esta claro se o FSH afeta a proliferacdo de pequenos foliculos pré-antrais.

A expressao de receptores de FSH nas células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais
bovinos, bem como em odcitos de foliculos primordiais de animais de laboratdrio, reforca a idéia da acdo do
FSH sobre o crescimento dos foliculos pré-antrais (Roy, 1993, Wandji et al., 1992). Durante o cultivo de
pequenos foliculos pré-antrais (30-70 pum) bovinos, o FSH promoveu um aumento do diametro folicular

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.32, n.1, p.36-49, jan./mar. 2008. Disponivel em www.cbra.org.br 38



0)

Martins et al. Fatores reguladores da foliculogénese em mamiferos.

(Hulshof et al., 1995). Apos seis dias de cultivo na presenga de FSH, foliculos primérios e secundérios (60-179
um), isolados enzimaticamente de ovarios de fetos bovinos, aumentaram o didmetro, a sobrevivéncia folicular,
bem como a secre¢do de progesterona e estradiol (Wandji et al., 1996). Gutierrez et al. (2000) isolaram foliculos
secundarios bovinos e, apés cultivo de 28 dias, observaram que o FSH promoveu o crescimento folicular e
aumentou as taxas de formacdo de antro. Em suinos, o FSH esté envolvido na proliferacdo e na diferenciacéo de
células da granulosa de foliculos pré-antrais (Hirao ez al., 1994).

Em hamsters, pequenos foliculos pré-antrais mostraram ser dependentes de FSH, pois esse horménio
reduziu significativamente a percentagem de foliculos atrésicos (Roy e Greenwald, 1989). Liu et al. (1999)
observaram que o FSH promoveu o crescimento de foliculos pré-antrais (95-120 pum) isolados de ovarios de
camundongas adultas. Nesta mesma espécie, 0 FSH aumentou a sobrevivéncia e a proliferagdo das células da
granulosa, a formacdo do antro e a secrecdo de estradiol e inibina em foliculos isolados (95-142 um; Cortvrindt
et al., 1997).

Horménio Luteinizante (LH)

O LH é uma glicoproteina secretada pela hipdfise anterior, junto com o FSH, sendo um regulador
primério da funcéo ovariana. O LH pode apresentar multiplos papéis sobre o desenvolvimento folicular, porém
grande parte dos estudos tém focado sua acdo em foliculos em estadios mais avancados de desenvolvimento,
durante a fase pré-ovulatéria (Wu et al., 2000). Embora receptores nao-funcionais de LH tenham sido detectados
em gbnadas de roedores mesmo antes da formac&o folicular, o primeiro receptor funcional para LH (LHR) foi
observado em ovarios de camundongas cinco dias apds o nascimento (O’Shaughnessy et al., 1997). 1sso coincide
com o periodo de diferenciacdo morfolégica das células intersticiais da teca de foliculos priméarios em
crescimento e com a capacidade de expressao da esteroidogénese basal. O FSH e LH utilizados isoladamente
tém demonstrado suportar o crescimento folicular in vitro (Cortvrindt et al., 1998). Wu et al. (2000), realizando
experimentos com camundongos, mostraram que o LH é necessario para o desenvolvimento in vitro de pequenos
foliculos pré-antrais. Outro estudo relatou que 70% dos foliculos pré-antrais alcancaram o estadio de metafase |1
quando o cultivo foi realizado por 13 dias em meio contendo FSH e LH juntos (Cortvrindt er al., 1998).
Recentemente, Braw-Tal e Roth (2005) demonstraram a presenca de receptores para LH na teca interna de
foliculos pré-antrais em estadios mais avangados, e tais receptores estdo diretamente relacionados a viabilidade
folicular, sendo sua presenca progressivamente reduzida com a atresia.

Horménio do Crescimento (GH)

O GH ¢é um hormonio somatotréfico secretado pelo lobo anterior da hip6fise na circulacédo e liga-se a
receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o crescimento (Herrington e Carter-Su, 2001).
Experimentos in vivo tém revelado que este horménio atua promovendo o desenvolvimento de foliculos
ovarianos de bovinos (Gong et al., 1991), aumentando as concentracOes periféricas de insulina e/ou fator de
crescimento semelhante & insulina-1 (IGF-1) em novilhas (Gong et al., 1997) e reduzindo os niveis de apoptose
em foliculos pré-ovulatdrios de roedores (Danilovich et al., 2000). Além disso, 0 GH age sobre as células da
granulosa de ratas acelerando o processo de diferenciacdo das células foliculares em células luteinicas
(Hutchinson et al., 1988).

Outros trabalhos com foliculos pré-antrais de camundongas medindo 100-105 um mostraram que o GH,
na concentracdo de 1 mg/mL, aumentou o didmetro folicular durante quatro dias de cultivo (Liu et al., 1998;
Kikuchi et al., 2001). Kobayashi et al. (2000), utilizando essa mesma concentracdo em seus experimentos com
camundongas, mostraram que o GH promoveu a producdo de estradiol, a secrecdo de inibina em cultivo e a
proliferacdo das células da granulosa e da teca. J4 em bovinos, a utilizacdo de 100 ng/mL de GH adicionado de
insulina aumentou a sintese de progesterona e a proliferacdo das células da granulosa cultivadas por quatro dias
(Langhout et al., 1991).

Eckery et al. (1997) demonstraram que o0 RNAm para o receptor do GH é abundante no odcito e nas
células da granulosa de foliculos pré-antrais e pequenos antrais de ovelhas. Em ovarios bovinos, 0 RNAm ja foi
localizado no odcito de foliculos primordiais e primarios e comega a ser expresso em células da granulosa de
foliculos primérios, permanecendo durante o estadio secundario (Kolle et al., 1998).

Importancia dos fatores de crescimento no controle da foliculogénese

E sabido que o crescimento dos foliculos presentes no ovéario mamifero pode ser regulado por
gonadotrofinas, somatotrofinas e por fatores intra-ovarianos. Inimeros fatores de crescimento sintetizados pelas
células foliculares atuam modulando o efeito dos horménios e regulando o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. A seguir, serdo descritos os efeitos do Fator de Crescimento de Diferencia¢do-9 (GDF-9), Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1), Kit Ligand (KL), Fator de Crescimento Epidermal (EGF),
Proteina Morfogenética do Osso—15 (BMP-15), Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF), Fator de Crescimento
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Keratindcito (KGF), Neurotrofinas, Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) e Ativina.
Fator de Crescimento de Diferenciagdo-9 (GDF-9)

O GDF-9 ¢ uma proteina homodimérica secretada pelo o6cito, pertencente a familia de fatores de
crescimento transformantes — TGF-f (Chang et al., 2002). Esta substancia atua promovendo o crescimento de
foliculos primérios e a proliferacdo de células da teca de ratas (Nilson e Skinner, 2002), estimulando a
manutencéo da viabilidade folicular e a proliferacdo de células da granulosa de humanos (Hreisson et al., 2002).
Além disso, exerce efeito sinérgico com o FSH sobre o crescimento e a diferenciacdo de foliculos pré-antrais
murinos (Hayashi et al., 1999). Dong et al. (1996) mostraram que, na auséncia do GDF-9, ndo ocorre a formacéo
de foliculos secundarios, levando, conseqiientemente, a degeneragéo dos odcitos inclusos em foliculos primarios.
Hreisson et al. (2002) demonstraram que o GDF-9 na concentragdo de 200 ng/mL promove a sobrevivéncia e a
progressdo dos foliculos ao estadio secundario apds sete dias de cultivo. Wang e Roy (2004) propuseram que 0
GDF-9 pode influenciar a expressdo de fatores de crescimento folicular como o KL e que, durante nove dias de
cultivo, 10 ng/mL de GDF-9 estimulam o crescimento de foliculos primordiais e que ainda em altas doses (200
ng/mL) ocorre o aumento da propor¢do de foliculos secundérios de hamster. O RNAm para o GDF-9 tem sido
localizado em odcito de ovarios bovinos, ovinos (Bodensteiner et al., 1999), caprinos (Silva et al., 2004b) e
humanos (Aaltonen et al., 1999). A sua expressdo em odcitos de foliculos primordiais de ovelhas e cabras
levantou a possibilidade de que 0 GDF-9 ¢ essencial para a ativacdo de foliculos primordiais e o seu subseqliente
desenvolvimento. Recentemente, Silva et al. (2004b) demonstraram que o GDF-9 e 0s seus receptores estdo
expressos em todos os tipos de foliculos ovarianos na espécie caprina.

Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF-1)

O sistema IGF é composto de diferentes elementos, ou seja, IGF-1 e IGF-2, dois tipos de receptores
(IGFR-1 e IGFR-2) e seis proteinas de ligacdo (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, e -6). O IGFR-1 funciona como receptor
para os dois tipos de IGF enquanto o IGFR-2 tem maior afinidade para IGF-2 (Jones e Clemmons, 1995). As
IGFBP estdo presentes nos fluidos bioldgicos e atuam inibindo ou potencializando a a¢éo dos dois tipos de IGF
nas células-alvo (Monget et al., 2002). Os niveis de IGFBP-2, -4 e -5 em ruminantes, dramaticamente diminuem
e aumentam durante o crescimento folicular na fase terminal e atresia, respectivamente. Em particular, a
expressdo do RNAm da IGFBP-2 diminui durante o crescimento folicular em ovarios de ovinos, bovinos e
suinos, e a expressao de RNAm da IGFBP-5 aumenta em células da granulosa de foliculos atrésicos de bovinos e
ovinos. Ha fortes evidéncias sugerindo que a alteragdo nos niveis de IGFBP é conseqiiéncia de um aumento da
degradacdo proteolitica das IGFBPs pela proteina plasmatica associada a gestacdo (PAPP-A). A expressao do
RNAm para a PAPPA-A é restrita ao compartimento das células da granulosa e é positivamente correlacionada
com a expressdo de aromatase e receptores de LH (Monget et al., 2002). Em ovérios de suinos e roedores, 0
IGF-1 tem sido localizado nas células da granulosa de foliculos antrais saudaveis enquanto o IGF-2 foi
encontrado nas células da granulosa de foliculos saudaveis e atrésicos (Zhou et al., 1996). Ambos os receptores
de IGF estdo presentes em células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais (Monget et al.,
1989). O IGF-1, adicionado durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, estimulou o crescimento folicular
em humanos (Louhio et al., 2000), bovinos (Gutierrez et al., 2000), ratos (Zhao et al., 2001) e camundongos
(Liu et al., 1998) em sinergia com o FSH. Experimentos de Zhou e Zhang (2005) mostraram que o IGF-1 na
concentracdo de 100 mg/L proporcionou o crescimento e a viabilidade de odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais caprinos. Em suinos, a utilizacdo de 50 ng/mL de IGF-1 resultou no crescimento folicular, estimulou a
proliferacdo das células da granulosa e preveniu a apoptose de foliculos pré-antrais cultivados por quatro dias na
presenca de soro. Em camundongos, o IGF-1 (10, 50 e 100 ng/mL) aumentou a esteroidogénese de foliculos preé-
antrais cultivados in vitro por seis, 10 e 12 dias (Demeestere et al., 2004). Em ratos, o IGF-1 aumentou
significativamente o diametro folicular e o conteddo do DNA. A analise desses foliculos por meio da
microscopia eletronica de transmissdo mostrou reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e mitocndrias
intactas nas células da granulosa. Além disso, foi observado que as microvilosidades entre o odcito € as células
da granulosa e as jungdes gap entre as células foliculares também aumentaram quando estes foliculos foram
cultivados na presenca de IGF-1, sugerindo que este fator de crescimento promove a manutencdo da integridade
funcional dos foliculos (Zhao et al., 2001).

Kit ligand (KL)

O KL, também denominado fator de células tronco (SCF) ou fator de crescimento multipotente, € um
fator de crescimento que exerce influéncia nas células-alvo por meio de sua ligacdo ao receptor tirosina-quinase,
conhecido com c-kit. Numerosos trabalhos tém mostrado que, em ovarios de roedoras, 0 KL e 0 c-kit séo
importantes para a migracao, proliferacdo e sobrevivéncia de células germinativas primordiais (Zama et al.,
2005), ativagdo de foliculos primordiais (Parrott e Skinner, 1999), crescimento e sobrevivéncia do odcito (Jin et
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al., 2005) e proliferacdo das células da granulosa (Otsuka e Shimasaki, 2002). Ja foi relatado que os o6citos em
todos os estadios de desenvolvimento expressam RNAm para o c-kit e sua proteina (Doneda et al., 2002).
Similarmente, as células da granulosa de foliculos em todos os estadios de desenvolvimento expressam RNAmM
para 0 KL e sua proteina, embora a expressdo seja muito baixa em células da granulosa de foliculos primordiais
(Doneda et al., 2002). O KL é derivado das células da granulosa e o c-kit é expresso pelo oécito e células da
teca, sendo este fato um excelente exemplo de como as interagdes paracrinas entre o odcito e as células
somaticas controlam muitos aspectos da formacédo e do desenvolvimento folicular. A utilizagdo do KL no cultivo
in vitro de ovérios de ratas recém-nascidas, por cinco ou 14 dias, aumentou a percentagem de foliculos em
crescimento, quando comparado ao meio controle (Parrott e Skinner, 1999), sugerindo um papel do KL na
ativacdo de foliculos primordiais.

Fator de Crescimento Epidermal (EGF)

O EGF é pertencente a familia EGF, a qual consiste de, no minimo, oito membros (Riese e Stern, 1998).
A proteina EGF tem sido demonstrada no oécito e células da granulosa de foliculos nos estadios iniciais e
avancados (humano, Bennett et al., 1996; hamster, Roy e Greenwald, 1990; suino, Singh et al., 1995b), enquanto
0o RNAm do EGF ja foi descrito somente no odcito e células da granulosa de foliculos antrais suinos (Singh et
al., 1995b). A acdo do EGF é mediada por um receptor de membrana, ErbB1, o qual é pertencente a superfamilia
ErbB (Riese e Stern, 1998). O receptor EGF (EGF-R) é uma glicoproteina transmembranéria (Carpenter, 1999) e
esta localizado na membrana celular das células da granulosa, nas células da teca e no odcito em todos os
estadios de desenvolvimento folicular e nas células intersticiais circundando pequenos foliculos pré-antrais. A
expressdo da proteina para o receptor do EGF e o RNA mensageiro € regulada positivamente pelas
gonadotrofinas e pelos esterdides (Garnett ez al., 2002) e tem sido localizada em odcito e células da granulosa de
foliculos pré-antrais e antrais e também nas células luteais de porcas (Singh et al., 1995a) e ratas (Tekpetey et
al., 1995). O EGF e seu receptor sdo expressos nos foliculos ovarianos caprinos em todos os estadios de
desenvolvimento folicular, no corpo luteo e na superficie do epitélio ovariano (Silva et al., 2006b).

Estudos mostraram que 0 EGF promove a proliferacdo das células da granulosa de foliculos pré-antrais
(Morbeck et al., 1993), 0 aumento do didmetro de foliculos pré-antrais bovinos (Gutierrez et al., 2000), hamsters
(Roy e Treacy, 1993), camundongos (Boland e Gosden, 1994) e humanos (Roy e Kole, 1998), induz a transicao
de foliculos suinos do estadio primario para secundario (Morbeck et al., 1993), reduz os niveis de atresia em
foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro € promove a ativacdo de foliculos primordiais ovinos e a
manutencdo da viabilidade por até seis dias de cultivo (Andrade et al., 2005). Quando testado em diferentes
concentragoes e em diferentes espécies, 0 EGF (10 ng/mL) adicionado ao meio de cultivo de foliculos pré-antrais
suinos inibiu a apoptose das células da granulosa e levou a um aumento da formagéo de antro (Mao et al., 2004).
J& quando testado para caprinos, 0 EGF (50 ng/mL) mostrou um efeito estimulatorio na viabilidade oocitéria
(Zhou e Zhang, 2005) e, numa concentracdo mais elevada (100 ng/mL), um efeito benéfico no crescimento de
odcitos de foliculos primérios (Silva et al., 2004a). Outros fatores pertencentes a familia EGF também agem
sobre o desenvolvimento folicular, como, TGF-a, HB-EGF, anfiregulina, betacelulina e epiregulina. O TGF-a,
cuja expressdo ja foi demonstrada nas células foliculares em todos os estadios (Reeka et al., 1998), promove a
proliferacdo das células da granulosa e da teca em bovinos (Skinner e Coffey, 1988) e modula a expressdo de
receptores para 0 FSH (Findlay e Drumond, 1999). O HB-EGF ja foi demonstrado em células da granulosa de
foliculos pré-antrais e antrais e é considerado um fator mitogénico destas células (Pan et al., 2004). A
anfiregulina, a betacelulina e a epiregulina ja foram demonstradas em células da granulosa de foliculos em
estadio terminal, estimulando a expansédo das células do cimulus e a maturagdo odcitaria (Park et al., 2004).

Proteina morfogenética do osso — 15 (BMP-15)

A BMP-15, também conhecida como fator de crescimento de diferenciacdo-9B (GDF-9B), € um dos
membros da superfamilia do TGFp. J& foram identificados trés tipos de receptores BMPs, receptores BMP tipo
IA, tipo IB e Il. Em algumas espécies ja estudadas, como roedores, ovinos e humanos, o BMP-15 mostrou estar
expresso principalmente no oocito de foliculos priméarios avangados (Findlay et al., 2002). J& para a espécie
caprina, a proteina BMP-15 foi encontrada nos odcitos de todos os tipos de foliculos e nas células da granulosa
de foliculos primérios, secundarios e antrais, mas ndo em foliculos primordiais. Os RNAms para BMP-15,
BMPR-1A, BMPR-IB e BMPR-II foram detectados nos foliculos primordiais, primarios, secundarios, bem como
no odcito e nas células da granulosa de foliculos antrais (Silva et al., 2004b).

Estudos in vitro tém demonstrado que ele promove a proliferacdo das células da granulosa e estimula o
desenvolvimento de foliculos primordiais e primarios em roedores, ou seja, € um importante regulador da mitose
das células da granulosa e do desenvolvimento folicular inicial (Fortune, 2003; Otsuka et al., 2000; Nilsson e
Skinner, 2002). Em células da granulosa de ratas, foi mostrado que o BMP-15 recombinante estimulou a
proliferacéo independente do FSH, mas diminuiu os efeitos do FSH no que se refere a producéo de progesterona
sem afetar a producdo de estradiol (Otsuka et al., 2000). O BMP-15 ¢ capaz de inibir a expressdo do receptor de
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FSH (Otsuka et al., 2001) e estimular a expressdo do KL nas células da granulosa de ratas (Otsuka e Shimasaki,
2002), além de estimular a expressdo do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células do cumulus de
camundongas (Yoshino et al., 2006). O BMP-15 tem um papel essencial nos estadios iniciais de
desenvolvimento folicular (transicdo de primordial para priméario), promovendo a proliferacdo das células da
granulosa (Dong et al., 1996).

Outras BMPs também exercem atividades sobre o desenvolvimento de foliculos ovarianos. Lee et al.
(2001) revelaram que a BMP-7 exerce influéncia sobre o desenvolvimento folicular inicial. J& em outros estudos,
a BMP-4 promoveu a transicdo de foliculos primordiais para primario e mostrou ser essencial para a
sobrevivéncia do oocito. A BMP-4 é produzida pelas células da teca em desenvolvimento e atua sobre as células
da granulosa, promovendo também a manutenc&o da integridade do odcito (Nilsson e Skinner, 2003).

Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF)

O FGF também exerce influéncia sobre o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, sendo o FGF-2
(FGF basico) o fator investigado de forma mais extensiva. Em ovéarios bovinos, o FGF-2 foi localizado nos
odcitos de foliculos primordiais e primarios e em células da granulosa e da teca de foliculos pré-antrais em
crescimento e antrais (Van Wezel et al., 1995). Estudos mostraram que 0s receptores para FGF-2 estdo
principalmente localizados na camada das células da granulosa (Wandji et al., 1992). O FGF-2 é importante na
regulacdo de varias funcdes ovarianas, tais como, p. mitose (Roberts e Ellis, 1999), esteroidogénese (Vernon e
Spicer, 1994), diferenciacdo (Anderson e Lee, 1993) e apoptose (Tilly et al., 1992) das células da granulosa. Em
gatas, a adicdo de 10 ng/mL de FGF-2 ao meio de cultivo aumentou a proliferacdo das células da granulosa de
pequenos foliculos pré-antrais (40 — 90 um) (Jewgenow, 1996). O FGF-2 também se mostrou eficiente na
ativagdo e no crescimento de foliculos primordiais e primarios de ratas (Nilsson et al., 2001). Recentemente,
esses mesmos autores mostraram que 0 FGF-2 e 0 KL séo necessarios para promover a ativagdo de foliculos
primordiais de ratas (Nilsson e Skinner, 2004). Nuttinck et al. (1996) relataram que, em 48 h de cultivo, o FGF-2
(10, 50 ou 100 ng/mL) aumenta a multiplicacdo das células da granulosa em pequenos foliculos pré-antrais
bovinos na auséncia de FSH, atenuando a degeneracgdo oocitéria causada por esse horménio. Em contraste, ap6s
seis dias de cultivo in vitro, 0 FSH (100 ng/mL) e FGF-2 (50 ng/mL) apresentaram efeitos similares, ambos
aumentando o didmetro folicular e a multiplicagdo das células da granulosa bovinas (Wandji et al., 1996). J4 em
caprinos, Mattos et al. (2006) mostraram que a utilizagdo de 50 ng/mL durante cinco dias de cultivo promoveu o
aumento do didmetro oocitario e folicular.

Outro membro desta familia potencialmente interessante é o FGF-8. Em ovarios de camundongas, a
expressdo génica deste fator mostrou-se restrita ao odcito (Valve et al., 1997), sugerindo a sua participacdo na
sinalizacdo as células foliculares a partir do odcito. Recentemente, a expressdo génica do FGF-8 e receptores tipo
FGFR-3c e 4 foi detectada em pools de foliculos primordiais, primarios e secundarios obtidos a partir de ovarios
fetais de bovinos (Buratini et al., 2005).

Fator de Crescimento Keratinocito (KGF)

O KGF, considerado também um fator de crescimento fibroblastico (FGF-7), é uma proteina de 28 kDa
produzida pelas células mesenquimais que estimula as mitoses das células epiteliais (Finch et al, 1989) que
atuam por meio de seus receptores do tipo FGFR-2. Estudos prévios tém documentado que o KGF é produzido
pelas células da teca de foliculos antrais e influencia o crescimento das células da granulosa (Parrot e Skinner,
1998). Outros trabalhos demonstraram que este fator estimula a transicéo de foliculos primordiais para primario,
pois, quando os ovarios de ratas de quatro dias de idade foram cultivados na presenca de 50 ng/mL, houve um
aumento na transicdo dos foliculos primordiais para estadio subseqiente (Skinner, 2005).

Neurotrofinas

Existem fortes evidéncias de que neurotrofinas como fator de crescimento do nervo (NGF), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e neurotrofinas 3 e 4 exercem fungdes nos estadios iniciais do
desenvolvimento folicular. Os RNAsm que codificam esses fatores e seus receptores (p75 NGFR, trkA e trkB)
estdo presentes durante a formagdo e o crescimento de foliculos pré-antrais (Ojeda et al., 2000). Uma
deficiéncia de neurotrofinas 3 e 4 e BDNF promoveu reducéo significativa do nimero de foliculos pré-antrais
(Ojeda et al., 1999). Entre as neurotrofinas, o Peptideo Intestinal Vaso Ativo (VIP) é também um iniciador
potencial do crescimento folicular.

O VIP, um neuropeptideo encontrado primeiramente no duodeno de suinos (Hulshof et al., 1994),
contém 28 aminoacidos e € membro da mesma familia a qual também pertencem a secretina, o glucagon, a
gastrina e o Polipeptideo Ativador da Adenilato-ciclase Pituitaria (PACAP) (Pedro, 2003). O VIP age em suas
células-alvo por meio de trés tipos diferentes de receptor, p. PAC;-R, VPAC;-R e VPAC,-R e tem sido
encontrado em varios 6rgaos e tecidos periféricos como pulmdes, testiculos, adrenais e ovarios (Arimura, 1992).
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Além disso, o VIP ja foi identificado em fibras nervosas de foliculos ovarianos de roedores (Ahmed et al., 1986),
bovinos (Hulshof et al., 1994) e aves (Johnson et al., 1994). Estudos tém demonstrado que o VIP esta envolvido
na regulacdo da esteroidogénese (Zhong e Kasson, 1994), promove o acimulo de AMPc (Heindel et al., 1996),
estimula a producdo do ativador do plasminogénio (Apa et al., 2002) e a maturacdo odcitaria (Apa et al., 1997) e
promove a sobrevivéncia das células da granulosa por inibir a apoptose (Lee et al., 1999).

Ativina

A ativina é composta de duas subunidades de inibina-f3, a B e/ou Bg, que se combinam para formar a
ativina A, B ou AB (Fortune, 2003). Em ovarios de ratas (Zhao et al., 2001) e bovinos (Hulshof et al., 1997), a
ativina A e seus receptores tipo Il (ActRIl) foram demonstrados tanto no odcito como nas células da granulosa
de foliculos primordiais. Em ovérios de humanos, a ativina A foi localizada imunohistoquimicamente nas
camadas das células da granulosa de foliculos primérios e secundarios, bem como nas células da granulosa e do
cimulus de foliculos tercidrios (Rabinovici et al., 1992) e as trés subunidades de inibina foram detectadas em
foliculos primérios e secundarios de macacas Rhesus (Rabinovici et al., 1992). Em ovérios ovinos, as sub-
unidades Ba e Bg foram localizadas nas células da granulosa e no oécito de foliculos pré-antrais. Trabalhos de
Silva et al. (2006a) mostraram que a ativina-A é capaz de promover a manutencdo da viabilidade folicular e
estimular o crescimento de foliculos inclusos em tecido ovariano de caprinos, bem como de foliculos primérios
isolados.

Outras pesquisas demonstraram que a ativina estimulou o crescimento de foliculos pré-antrais de
bovinos (Hulshof et al., 1997) e de camundongos quando associado ao FSH (Liu ef al., 1998). Além disso, Li et
al. (1995) revelaram que essa substancia aumentou o ndmero de células da granulosa, demonstrado pela
incorporagdo de timidina [*H] em foliculos pré-antrais de ratas de 14 dias de idade.

Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)

O VEGF é um dos fatores responsaveis pela angiogénese folicular, pois ele atua estimulando a mitose
de células endoteliais e aumenta a permeabilidade vascular (Redmer e Reynolds, 1996). Em foliculos ovarianos,
0 VEGEF ¢ produzido pelas células da teca e células da granulosa (Yamamoto et al., 1997), e seus receptores, Flk-
1 e FIk-1 /KDR, também sdo expressos nesses mesmos locais. Tem-se verificado que gonadotrofinas estimulam
a producdo de VEGF pelas células da granulosa de foliculos ovarianos de ratas (Koos et al., 1995). Além de
promover angiogénese, alguns estudos verificaram que o VEGF tem um efeito mitogénico direto nas células da
granulosa e age no crescimento folicular de ovérios de ratas (Otani et al., 1999). Pesquisas mostraram que a
administracéo de 500 ng/mL de VEGF, diretamente em ovérios de ratas, aumentou significativamente, apds 48
horas, a proporcéo de foliculos primérios e secundarios pequenos (Danforth et al., 2001). Verificou-se também
que a injecdo direta de 2 ug/mL em ovérios de camundongas aumenta o crescimento vascular, promove o
desenvolvimento folicular e diminui a apoptose no foliculo (Quintana ef al., 2004). Estudos demonstraram que o
cultivo in vitro, durante 24 horas em 50 ng/mL antes da criopreservacdo somente de células da granulosa de
ratas, reduz os danos destas células, inibindo a apoptose (So-Young et al., 2006). Observou-se que, durante a
transicdo de foliculos primordiais para foliculos primarios em ovarios de ratas, houve alteragdo na expressdo de
genes que codificam RNA-m para VEGF, utilizando a técnica de microarray, e aumento da expressdo da propria
proteina, confirmado pela técnica de PCR (Kezele et al., 2005).

Considerac6es finais

Nesta revisao de literatura, evidenciou-se a participacdo de varios fatores protéicos que podem atuar
isoladamente ou combinados e até mesmo modular o efeito de hormdnios sobre o desenvolvimento de foliculos
ovarianos. O crescimento folicular é regulado por uma complexa interagdo de fatores metabdlicos extra-
ovarianos e sinalizagdes enddgenas. A elucidacdo desses sistemas de controle consiste em um dos maiores
desafios cientificos para maior compreensdo dos processos envolvidos na foliculogénese ovariana e,
conseqlientemente, para o fornecimento de odcitos viaveis e maduros que poderdo ser destinados a diferentes
biotécnicas da reproducdo animal.
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