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Resumo

A foliculogénese ovariana ¢ um processo complexo caracterizado pela formagdo, crescimento e
maturacdo folicular. Esta revisdo discute a localizaggo, os sitios de agdo e as func¢des de fatores da familia TGF-
[proteinas morfogenéticas dsseas dos tipos 2 (BMP-2), 4 (BMP-4), 6 (BMP-6), 7 (BMP-7), 15 (BMP-15), fator
de diferenciagdo do crescimento-9 (GDF-9), ativina-A, inibina, hormonio anti-Miilleriano (AMH) e fator de
crescimento transformante-6 (TGF-B)] na regulacdo da foliculogénese em mamiferos. Alguns fatores, como o
AMH, atuam inibindo o crscimento dos foliculos primordiais e reduzindo a sensibilidadade dos foliculos em
crescimento ao FSH, enquanto varios outros (BMP-2, 4, 7, 15, GDF-9, ativina-A ¢ TGF-) estimulam o
crecimento folicular. Em geral, a foliculogénese ¢ regulada por uma complexa interagdo desses fatores de
crescimento com as gonadotrofinas.

Palavras-chave: foliculogénese, TGF- B, mamiferos.
Abstract

Ovarian folliculogenesis is a complex process that includes follicular formation, growth and
maturation. This review discuss the localization and functions of TGF-f family members [bone morphogenetic
proteins 2 (BMP-2), 4 (BMP-4), 6 (BMP-6), 7 (BMP-7), 15 (BMP-15), growth and differentiation factor-9
(GDF-9), activin-A, inibin, anti-Miillerian hormony (AMH) and transforming growth factor-§ (TGF-f3)] in the
regulation of ovarian folliculogenesis in mammals. Some of these factors, such as AMH, inhibit growth of
primoridal follicles and reduce sensitity of growing follicles to FSH, while various others (BMP-2, 4, 7, 15,
GDF-9, activina-A and TGF-f3) stimulate follicular growth. In general, folliculogenesis is regulated by a
complex interaction of these factors with gonadotrophins.

Keywords: folliculogenesis, TGF- B, mammals.

Introducao

O ovéario ¢ um o6rgdo complexo que garante um ambiente ideal para a producdo de hormonios e
liberacdo dos gametas femininos (Johnson, 2003). Neste 6rgdo sdo encontrados varios tipos celulares que
incluem as células do estroma, do epitélio superficial e milhares de foliculos ovarianos, sendo estes a unidade
basica estrutural e funcional do ovario, que fornece as condi¢des adequadas para o crescimento e a maturagido
oocitaria (Cortvrindt e Smitz, 2001).

Os foliculos sdo constituidos por um odcito circundado por células do cumulus, da granulosa murais e
da teca. De acordo com o estagio de desenvolvimento, eles sdo divididos em pré-antrais, que incluem os
foliculos primordiais, primarios e secundarios, e¢ antrais que compreendem os foliculos terciarios ¢ pré-
ovulatorios (Figueiredo et al., 2002). Os foliculos pré-antrais representam 90% da populacdo folicular presente
no ovario (Saumande, 1991). Entretanto, a grande maioria (99,9%) ndo chega até a ovulagdo, sendo eliminada
por meio de um processo conhecido por atresia folicular (Markstrom et al., 2002).

A foliculogénese ¢ um processo que consiste no desenvolvimento de foliculos primordiais até o estagio
de foliculos pré-ovulatorios, durante o qual ocorre crescimento oocitario e intensa proliferacdo das células da
granulosa. Este processo ¢ controlado por uma interagdo entre fatores de crescimento locais e gonadotrofinas de
origem hipofisaria (Van Den Hurk e Zhao, 2005). Recentemente, tem sido demonstrado que os membros da
superfamilia dos fatores de crescimento transformante-p (TGF- ) exercem importantes fun¢des na regulacéo
local da foliculogénese. Desta forma, esta revisdo tem como objetivo apresentar e discutir a localizagdo e os
principais efeitos biologicos dos fatores de crescimento desta familia em ovarios de mamiferos.

Recebido: 7 de agosto de 2008
Aceito: 15 de abril de 2010



»

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.33, n.3, p.149-160, jul./set. 2009. Disponivel em www.cbra.org.br.

Fatores de crescimento pertencentes a familia TGF-§

A familia de fatores de crescimento TGF-f3 é composta por mais de 40 membros que sdo agrupados de acordo
com sua homologia estrutural (Chang et al., 2002). Diversos estudos e revisdes (Drummond et al., 2003; Knight e
Glister, 2003) tém mostrado que varias proteinas pertencentes a familia TGF-f s@o expressas em oocitos, células da
granulosa e da teca e funcionam como reguladores intraovarianos dos processos de ativagdo de foliculos primordiais,
proliferagdo de células da granulosa e da teca, esteroidogénese e maturagdo oocitaria, bem como no processo de atresia.
Os principais fatores desta familia que exercem fungdes no controle dos processos reprodutivos sdo as proteinas
morfogenéticas dsseas dos tipos 2 (BMP-2), 4 (BMP-4), 6 (BMP-6), 7 (BMP-7), 15 (BMP-15), o fator de diferenciagao
do crescimento-9 (GDF-9), a ativina-A, a inibina, o hormdnio anti-Miilleriano (AMH) e o propiro fator de crescimento
transformante- 3 (TGF-0).

BMP-2, BMP-4 e seus receptores

Estudos recentes sobre a expressdo ¢ as atividades bioldgicas das BMPs, mostraram que BMP-2 ¢ BMP-4
exercem importantes fun¢des nos processos reprodutivos. As BMPs foram inicialmente identificados em 1965, como
substancias presentes em ossos desmineralizados e que tinham a capacidade de induzir a formagio de tecido 6sseo. A
medida que o padrdo de expressdo das BMPs foi descrito em varios tecidos ¢ as suas proteinas tornaram-se disponiveis,
observou-se que as BMPs também controlam os processos de formacdo das células germinativas primordiais, de
formacdo das gonadotrofinas na hipdfise, bem como do crescimento ¢ da maturacdo folicular em ovarios de
camundongos (Shimasaki et al., 2004).

A expressao dos RNAs mensageiros para BMP-2 foi demonstrada em células da granulosa de foliculos
primarios, secundarios e antrais presentes em ovarios de ratas (Erickson e Shimasaki, 2003). Em bovinos, a proteina
BMP-2 também foi demonstrada em células da teca ¢ em odcitos de foliculos antrais (Fatehi et al., 2005). No tocante ao
BMP-4, os RNA mensageiros e as proteinas sdo expressos em células da teca de ratas (Erickson e Shimasaki, 2003). Ja
em bovinos, a expressdo de BMP-4 foi demonstrada em células da granulosa e da teca (Glister et al., 2004), bem como
em odcitos de foliculos antrais (Fatehi et al., 2005).

Para exercer suas fungdes biologicas, as BMP-2 e -4 interagem com dois tipos (I e II) de receptores presentes
na superficie celular (Massagué e Chen, 2000). Inicialmente, as BMPs ligam-se com receptores de BMP dos tipos 11
induzindo a sua ativa¢do. Em seguida o BMPR-II ativado promove o recrutamento ¢ a transfosforilagdo do receptor de
BMP do tipo IA (BMPR-IA ou ALK3) ou IB (BMPR-IB ou ALK6). A interagdo entre os receptores induz a
fosforilagdo de mensageiros intracelulares (SMADs) que sdo dimerizadas com a Smad-4 (co-Smad) e deslocados para o
nucleo, onde regulam a expressdo de genes especificos (Massagué e Wotton, 2000). Em ovarios de ratas, a expressdo
dos RNAs mensageiros para BMPR-II, BMPR-IA ¢ BMPR-IB foi demonstrada em odcitos e células da granulosa de
foliculos primordiais, primarios, secundarios e antrais. No entanto, as células da teca de foliculos de ratas expressam
somente os RNAs mensageiros para BMPR-IA ¢ BMPR-IB (Erickson e Shimasaki, 2003). Em caprinos, ja foi
demonstrada a expressdo de BMP-RII, BMP-RIA e BMP-RIB em foliculos primordiais, primarios e secundarios, bem
como em oocitos, células da granulosa e da teca de foliculos antrais (Silva et al., 2004b).

No tocante aos efeitos das BMPs dos tipos 2 e 4 nos processos reprodutivos, ja foi demonstrado que a BMP-4
exerce um papel central na formagdo das células germinativas primordiais em embrides de camundongos. Em
camundongos knockout que ndo expressam BMP-4 observa-se auséncia de células germinativas primordiais nas
gonadas (Lawson et al., 1999). Além disso, existem evidéncias de que as BMPs produzidas localmente exercem um
papel importante na diferenciagdo das células gonadotroficas da hipofise (Scully e Rosenfeld, 2002). Ja foi demonstrado
que o aumento da expressdo do antagonista de BMPs, noggin, causa uma interrup¢ao no desenvolvimento da hipofise,
resultando na auséncia de quase todos os tipos de células endodcrinas, incluindo as células gonadotroficas que produzem
o FSH e o LH (Treier et al., 1998).

Com relagao aos efeitos das BMPs em foliculos ovarianos, estudos in vifro com células da granulosa de ovinos
demonstraram que a BMP-2 aumenta a producao de estrégeno e inibina-A ap6s estimulagdo com FSH, promovendo
assim a diferenciagdo das células da granulosa in vitro (Souza et al., 2002). Em humanos foi observado que a BMP-2
aumenta a secrecdo de inibina-B em células da granulosa cultivadas in vitro (Jaatinen et al., 2002). Além disso, a BMP-
2 suprime a sintese de estradiol, progesterona e androstenediona e estimula a proliferagdo de células da teca de suinos
(Brankin et al., 2005). Em bovinos, a adigdo de BMP-2 durante a maturacdo in vitro de complexos cumulus-o6citos nao
influencia os processo de expansdo das células do camulus, de maturag¢do oocitaria nem a formacdo e a qualidade dos
blastocistos apos fertilizagdo in vitro (Fatehi et al., 2005). Estes resultados mostram que a BMP-2 est4 envolvida nos
eventos que antecedem a maturagdo folicular, tais como sintese de esteroides e inibinas.

Nilsson e Skinner (2003) demonstraram que, in vitro, a BMP-4 promove a manutengdo da viabilidade e
estimula a ativacdo e crescimento de foliculos primordiais de ratas. Em estudos in vivo que realizaram a imunizagdo de
camundongos com anticorpos anti-BMP-4 foi demonstrado que, apds sete dias de tratamento, o peso dos ovarios esta
significativamente reduzido quando comparado com animais controle. Além disso, os autores observaram um aumento
no numero de foliculos primordiais e uma reducdo da populagio de foliculos primarios, confirmando a participacdo da

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.33, n.3, p.149-160, jul./set. 2009. Disponivel em www.cbra.org.br. 150



»

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.33, n.3, p.149-160, jul./set. 2009. Disponivel em www.cbra.org.br.

BMP-4 na transi¢do de foliculos primordiais para o estagio de foliculos primarios (Tanwar et al., 2008).

Em estudos com foliculos antrais foi observado que durante o cultivo de células da granulosa provenientes
destes foliculos, a BMP-4 potencializa a agdo do FSH aumentando a produgdo de estradiol e inibindo a sintese de
progesterona em ratas (Shimasaki et al., 1999) e ovelhas (Mulsant et al., 2001). Em bovinos, a BMP-4 aumenta a
produgédo de estradiol, inibina-A e folistatina apds estimulo com IGF-1 e inibe a produgdo de progesterona em resposta
ao IGF-1 (Glister et al., 2004). Para entender como a BMP-4 inibe a produgdo de progesterona pelas células da
granulosa de ovinos, Pierre et al. (2004) demonstraram que a BMP-4 diminui a expressdo dos genes regulados pelo
AMP ciclico (AMPc), da proteina reguladora da esteroidogénese (StAR) e da enzima de clivagem de cadeia lateral do
colesterol P450 (P450 scc). Desta forma, a BMP-4 atua como inibidor da luteinizag@o precoce de células da granulosa
de foliculos antrais possibilitando o seu crescimento até o estagio de foliculo pré-ovulatorio (Shimasaki et al., 2004). No
tocante aos efeitos da BMP-4 nos estagios finais de maturagdo oocitaria, Fatehi et al. (2005) relataram que a adi¢do de
BMP-4 durante a matura¢do de complexos cumulus-odcitos in vitro ndo afeta os processo de expansdo das células do
cimulus e maturagdo oocitaria, bem como a formagao ¢ a qualidade dos blastocistos apds fertilizagdo in vitro.

Proteinas morfogenéticas ossea-6 (BMP-6)

A BMP-6 ¢ produzida por odcitos, células da granulosa e da teca de varios animais (ratas: Erickson e
Shimasaki, 2003; vacas: Glister et al., 2004; ovelhas: Juengel e McNatty, 2005). Para exercer suas fung¢des biologicas,
a BMP-6 interage com dois tipos (I e II) de receptores presentes na superficie celular (Massagué e Chen, 2000).
Inicialmente, as BMPs ligam-se com receptores do tipo I, ou seja, com o receptor de ativina-IA (ALK-2) ou receptor de
BMP-IB. Apés a ativagdo do receptor do tipo I, ocorre o recrutamento do receptor do tipo II (ALK-6), ou seja,
receptores de ativina-IIA ou -IIB, ou receptores de BMP-II. A interagdo entre os receptores induz a fosforilacdo de
mensageiros intracelulares (SMADs), como ocorre na via de sinalizagdo dos BMP-2 e -4 (Massagué, 2000).
Recentemente, foi demonstrado que os receptores das BMPs estdo expressos em todos os tipos de foliculos ovarianos na
espécie caprina (Silva et al., 2004a). Em camundongos, também ja foi relatada a expressdo destes receptores em
foliculos ovarianos (Shimasaki et al., 2004).

Estudos in vitro para avaliar o efeito do BMP-6 sobre o crescimento folicular foram realizados principalmente
em camundongos (Otsuka et al., 2001b). Durante o cultivo de células da granulosa de foliculos antrais de camundongos
foi demonstrado que 100ng/mL de BMP-6 inibe a sintese de progesterona, por meio da inibigdo de enzimas
esteroidogénicas. Além disso, a BMP-6 também inibe a expressdo de receptores de LH, mas ndo altera a produgdo de
estradiol (Otsuka et al., 2001b). Em bovinos, na concentragdo de 50 ng/mL, a BMP-6 estimula a prolifera¢ao das células
da granulosa, promove viabilidade celular e aumenta a produgdo de inibina-A, ativina-A e folistatina em células da
granulosa (Glister et al., 2004). E importante ressaltar que a producio de BMP-6 diminui drasticamente durante a
sele¢do do foliculo dominante, sendo que esta redugdo pode esta relacionada com o mecanismo pelo qual os foliculos
dominantes sdo selecionados (Shimasaki et al., 2004). Em resumo, a BMP-6 atua retardando o processo de
diferenciagdo folicular, proporcionando o rapido crescimento do foliculo por meio da multiplicacdo das células da
granulosa.

Proteina morfogenética ossea-7 (BMP-7)

A BMP-7 ¢ produzida pelas células da teca de foliculos secundarios e antrais e exerce suas fungdes biologicas
interagindo com o receptor de ativina-IA (ALK-2) ou receptor de BMP-IB (ALK-6) que, apos a ativagdo, recruta o
receptor de ativina-IIA ou de BMP-II (Shimasaki et al., 2004). Com relagdo aos efeitos in vivo da BMP-7, Lee et al.
(2001) injetaram BMP-7 (1pg/mL) no interior da bolsa ovariana de ratas e em seguida caracterizaram as alteragdes na
foliculogénese, ovulacdo e esteroidogénese. Estes autores demonstraram que a BMP-7 reduz o ntimero de foliculos
primordiais e aumenta o nimero de foliculos primarios, secundarios ¢ antrais, indicando a BMP-7 promove a ativagao e
o crescimento dos foliculos primordiais. Além disso, a administracdo da BMP-7 promoveu mitose nas células da
granulosa e inibiu a producdo de progesterona. Considerando que a progesterona ¢ importante para o processo de
ovulagdo (Yoshimura e Wallach, 1987), a inibi¢do da producdo de progesterona pela BMP-7 pode estar relacionada
com os mecanismos de inibi¢do da ovulacdo. Estudos in vitro, também demonstraram que a BMP-7, na concentragdo de
100ng/mL, promove a ativacdo ¢ crescimento de foliculos primordiais, bem como aumenta a expressdo de receptores
para FSH durante o cultivo de ovarios de camundongos (Lee et al., 2004). Durante o cultivo in vitro de células da
granulosa de rata foi observado que a BMP-7 modula a a¢do do FSH, no sentido de aumentar a producdo de estradiol e
inibir a sintese de progesterona (Shimasaki et al., 1999). E bem estabelecido que as células da granulosa de foliculos em
crescimento respondem ao estimulo do FSH, in vivo, produzindo estradiol. Ja a producdo de progesterona é observada
somente no estagio de foliculo pré-ovulatorio. Por outro lado, quando as células da granulosa sdo cultivadas in vitro
observa-se aumento na produgfo tanto de estradiol como de progesterona em resposta ao estimulo do FSH. Isto sugere
que um inibidor da sintese de progesterona, ou seja, um inibidor da luteinizacdo deve esta atuando in vivo (Shimasaki et
al., 2004). A BMP-7 foi um dos primeiros fatores identificado com agdo biologica que promove a inibi¢do da
luteiniza¢do em células da granulosa (Shimasaki et al., 1999). Alem disso, foi demonstrado que a BMP-7 aumenta a
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expressdo da enzima P450 aromatase favorecendo a produgéo de estradiol (Lee et al., 2001).
Proteina morfogenética ossea — 15 (BMP-15)

Estudos recentes tém proposto que a BMP-15 primeiramente liga-se ao receptor BMP tipo IB (ALK-6), e
posteriormente ocorre o recrutamento do receptor BMP tipo II (Shimasaki et al., 2004). Em alguns mamiferos ja
estudados, como roedores, ovinos ¢ em humanos, a BMP-15 mostrou estar expressa a partir de oocitos de foliculos
primarios avangados (Juengel e Mcnatty, 2005). Ja para a espécie caprina, a proteina BMP-15 foi encontrada nos
odcitos de todos os tipos de foliculos e células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais, mas ndo em
foliculos primordiais. Os RNAs mensageiros para BMP-15, BMPR-IA, BMPR-IB ¢ BMPR-II foram detectados nos
foliculos primordiais, primarios, secundarios, bem como no ooécito e células da granulosa de foliculos antrais de
caprinos (Silva et al., 2004a).

A BMP-15 tem como primeiro alvo as células da granulosa e atua regulando sua proliferacéo e diferenciagao
(Otsuka et al., 2000). Estudos in vitro tém demonstrado que ela promove a proliferagdo 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 ¢ do desenvolvimento folicular inicial (Juengel e McNatty, 2005). Em células da
granulosa de ratas, foi mostrado que a BMP-15 recombinante (100 ng/mL) estimulou a proliferagdo independente do
FSH, mas diminuiu os efeitos do FSH no que se refere a producao de progesterona sem afetar a producao de estradiol
(Otsuka et al., 2000). A BMP-15 (100 ng/mL) ¢ capaz de estimular a expressdo do Kit ligand (KL) nas células da
granulosa de ratas (Otsuka e Shimasaki, 2002), além de estimular a expressao do fator de crescimento epidermal (EGF)
nas células do cimulus de camundongas (Yoshino et al., 2006). A BMP-15 tem um papel essencial nos estagios iniciais
de desenvolvimento folicular (transi¢ao de primordial para primario), promovendo prolifera¢do das células da granulosa
e prevenindo diferenciacdo (Galloway et al., 2000). Ele continua expresso ao longo do estadio antral avancado, onde foi
sugerido em estudos com ovelhas, que o BMP-15 ¢é requerido para o desenvolvimento de foliculos pré-ovulatorios
(Juengel et al., 2002).

Fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9)

O GDF-9 ¢ majoritariamente expresso e secretado pelo oo6cito (Chang et al., 2002). O efeito bioldgico do GDF-
9 ocorre ap6s ligacdo com dois tipos de receptores, ou seja, BMPR-II e TBR-I (ALK-5 - Vitt et al., 2002; Mazerbourg et
al., 2004). O GDF-9 (50ng/mL) atua promovendo o crescimento de foliculos primarios e a proliferacdo de células da
teca de ratas (Nilson e Skinner, 2002). Na concentracdo de 200 ng/mL, o GDF-9 exerce efeito sinérgico com o FSH
sobre o crescimento e diferenciag@o de foliculos pré-antrais murideos (Hayashi et al., 1999) e estimula a manutencao da
viabilidade folicular e a proliferagdo de células da granulosa de humanos (Hreinsson et al., 2002). Dong et al. (1996)
mostraram que na auséncia do GDF-9, ndo ocorre a formacdo de foliculos secundarios, levando conseqiientemente a
degeneragdo dos odcitos inclusos em foliculos primarios de camundongos. Estudos demonstram também que o GDF-9
estimula a secre¢do basal de estradiol e progesterona pelas células da granulosa de pequenos foliculos antrais de ratas
(Vitt et al., 2000). Este fator também estimula a formacao e as fungdes das células da teca, bem como a sua capacidade
de produzir androgenos em ovarios de ratas (Vitt et al., 2000). Além disso, o GDF-9 exerce importante funcdo em
estagios avangados de desenvolvimento folicular aumentando a produgdo da cyclooxygenase-2, da proteina reguladora
da esteroidogénese aguda (StAR), do ativador do plasminogénio e do receptor do LH (Elvin et al., 1999; Vitt et al.,
2000). Adicionalmente, o GDF-9 inducdo a expansdo do cimulus e promove a matura¢do oocitaria em foliculos de
camundongas (Elvin et al., 1999). O RNAm para o GDF-9 tem sido localizado em o6cito de ovarios bovinos, ovinos
(Bodensteiner et al., 1999), caprinos (Silva et al., 2004a). A sua expressdo em oocitos de foliculos primordiais de
ovelhas e cabras levantou a possibilidade de que o GDF-9 ¢ essencial para a ativagdo de foliculos primordiais e o seu
subseqiiente desenvolvimento. Juengel et al. (2002) relataram que ovelhas imunizadas contra o GDF-9 tornam-se
anovulatdrias e seus ovarios apresentam poucos foliculos além do estagio primario. Em caprinos, o GDF-9 e os seus
receptores estdo expressos em todos as categorias foliculares (Silva et al., 2004a).

Ativina-A, inibina e folistatina

A ativina-A ¢ formada por duas subunidades BA (BA-BA) de inibina e exerce suas a¢des bioldgicas por meio
da ligagdo, inicialmente, com receptores de ativina IIA (ActR-IIA) ou IIB (ActR-1IB). Em seguida, ocorre a formacdo
de um complexo com o receptor de ativina IB (ActR-IB / ALK-4, Pangas et al., 2002). A expressdo das proteinas e dos
RNAs mensageiros para ativina-A e seus receptores foi demonstrada em odcito e células da granulosa de foliculos pré-
antrais e antrais em diferentes espécies (caprinos, Silva et al., 2004b; ovinos, Tisdall et al., 1994; bovinos, Hulshof et
al., 1997; Izadyar et al., 1998). Estudos in vitro demonstraram que a ativina-A associada ao FSH estimula o crescimento
de foliculos pré-antrais (bovinos, Hulshof et al., 1997; camundongas, Liu et al., 1998) e aumenta a expressdo de
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receptores para FSH em células da granulosa de ratas (Minegishi et al., 1999). A ativina-A também estimula a
maturagdo oocitaria em bovinos (Silva e Knight, 1998) e regula a esteroidogénese em células da granulosa de primatas
(Alak et al., 1998). Em ratas, a ativina-A (100ng/mL) estimula a proliferacdo de células da granulosa e promove a
formagdo de cavidade antral em foliculos pré-antrais cultivados in vitro (Zhao et al., 2001). Quando testada em
caprinos, a ativina-A (10 ou 100 ng/mL) estimulou a ativagdo, crescimento e aumentou a percentagem de foliculos pré-
antrais morfologicamente normais (Silva et al., 2006). Além disso, a adigdo de 100 ng/ml de ativina-A reduziu
significativamente o numero de foliculos atrésicos em tecido cortical ovariano cultivado. Dessa forma, a ativina-A atua
como um fator de sobrevivéncia e crescimento de foliculos inclusos em tecido ovariano, bem como no crescimento, mas
ndo na sobrevivéncia de foliculos primarios isolados (Silva et al., 2006).

As inibinas so glicoproteinas diméricas, consistindo de duas subunidades o e B que t€ém um importante papel
na regulagdo da fertilidade devido a sua acfo inibitdria sobre a secrecdo de FSH pela pituitaria (Findlay, 1993; Woodruff et
al., 1993; Magoffin e Jakimiuk, 1997). A inibina é um antagonista fisiologico da ativina que melhora a producdo de
androgenos, induzida pelo LH, em células da teca de bovinos (Wrathal e Knight, 1995). A inibina B ¢ principalmente
produzida pelas células da granulosa de foliculos antrais pequenos (Welt e Schneyer, 2001), enquanto que a inibina A ¢
produzida por foliculos dominantes e corpo luteo (Welt et al., 1999).

A folistatina € uma glicoproteina monomérica e esta estruturalmente relacionada com as ativinas, ligando-se
com alta afinidade as subunidades . Além disso, ¢ também capaz de neutralizar as atividades da ativina em uma grande
variedade de tecidos, incluindo o ovario (Beg e Ginther, 2006). Embora a folistatina tenha sido inicialmente caracterizada
como uma proteina que liga-se a ativina, também ¢ conhecida por ligar-e com alta afinidade a outros membros da superfamilia
TGF-B, como a inibina (Shimonaka et al., 1991), e as BMP-4, -6, -7 e -15 (Otsuka et al., 2001a; Amthor et al., 2002; Glister et
al., 2004). A proteina é predominantemente expressa em células da granulosa e no fluido folicular em bovinos (Glister et al.,
2006). E, ainda, esta ¢ secretada pela hipdfise de ratas, tendo um efeito inibitorio sobre a secre¢do de FSH (Liu et al.,
1996).

Hormonio anti-Mulleriano (AMH)

A proteina precursora do AMH ¢ um homodimero ligado por pontes dissulfeto. Apds clivagem proteolitica é
produzido um fragmento inativo de 110 kDa e um biolgicamente ativo de 25 kDa, oriundo da regido C-terminal (Giuli
et al., 1197). Similar aos demais fatores da familia TGF-8, o AMH inicialmente liga-se a receptores do tipo II (AMHR-
II) e forma um complexo com receptores do tipo I (ActR-IA (ALK2) BMPR-IA (ALK3) ou BMPR-IB (ALK®6), que sdo
fosforilados. Os receptores do tipo I ativados ligam-se aos SMADs que ingressam no nucleo da células para ativar o
promotor dos genes alvos (Massagé e Chen, 2000).

No ovario, evidéncias indicam o AMH exerce um efeito inibitério na iniciagdo do crescimento de foliculos
primordiais (Durlinger et al., 2002b). Em ovarios de camundongas recém-nascidas, a exposi¢do in vitro ao AMH
reduziu o niimero de foliculos em crescimento (Durlinger et al., 2002a). Ao contrario, camundongas sem o gene para o
AMH apresentaram um aumento nas taxas de recrutamento de foliculos primordiais resultando em uma diminuigao
prematura na sua reserva ovariana (Durlinger et al., 1999). A expressdo do AMH ¢ ausente em foliculos primordiais,
mas ¢ detectada em células da granulosa de foliculos em estagios primarios até antrais pequenos, suportando o conceito
de que foliculos em crescimento exercem um feedback inibitdrio sobre os foliculos primordiais.

Estudos com camundongos transgénicos, que nao produzem AMH, demonstraram que o AMH também exerce
um papel no controle da sensibilidade dos foliculos em crecimento ao FSH. Nestes animais, apesar de baixas
concentragdes de FSH, os ovarios continham um maior numero de foliculos em desenvolvimento, quando comparado
aos animais controle (Durlinger et al., 1999), indicando que o AMH pode inibir o crescimento folicular induzido pelo
FSH. Estudos in vitro, demonstraram que a adigdo AMH ao meio de cultivo de foliculos pré-antrais de camundongos
inibiu o crescimento folicular induzido pelo FSH, especialmente devido a uma reducdo na proliferagdo das células da
granulosa (Durlinger et al., 2001).

Fator de crescimento transformante- 3 (TGF-f3)

Em mamiferos, a subfamilia TGF- 8 ¢ composta por trés isoformas, denominadas TGF-61, TGF-(32 e TGF-f33.
O RNAm para TGF- 8 e a proteina tém sido observados nas células da teca e da granulosa, bem como em odcitos de
algumas espécies (Nilsson et al., 2003; Bristol ¢ Woodruff, 2004). A distribuigcdo celular precisa dessas isoformas ¢
variavel, a qual depende da espécie estudada e do estagio folicular (Juengel ¢ McNatty, 2005). Os receptores para TGF-
3 sdo divididos em tipo I (TBRI ou ALKS) e tipo II (TBRII), sendo aparentemente expressos em muitos tipos celulares.
O TGF-B pode estimular a expressdo de receptores para FSH, amplificar a atividade da aromatase sobre o FSH, a
produgdo de inibina e de progesterona e, ainda, a indugdo de receptores para LH (Dunkel et al., 1994). Em humanos, o
TGF- B1 foi observado em od6citos de foliculos primarios e em células da granulosa ¢ da teca de foliculos antrais. Em
contraste, o0 TGF-32 estava restrito a células da teca de foliculos pré-antrais grandes, enquanto que em foliculos antrais
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a proteina TGF- B2 foi expressa em células da granulosa e da teca. A expressdo da proteina TGF- B3 ndo é bem
determinada. Em caprinos, a expressdo do RNAm para TGF-81 e - B2 foi observada em células da teca de foliculos
antrais e pré-antrais (Juengel et al., 2004). O RNAm para TGF- 3 foi observado em odcitos e células da granulosa e da
teca de foliculos antrais e pré-antrais de ratas (Schmid et al., 1994).

A localizagio, sitios de acdo e efeito bioldgico de alguns dos principais membros da familia TGF-f, como por
exemplo, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-15 sdo ilustrados resumidamente na Tab. 1. A Tab. 2 mostra
informagoes sobre 0 GDF-9, o AMH e oTGF-B. A localiza¢do ¢ as fung¢des de ativina-A, inibina ¢ folistatina estdo
descritos na Tab. 3.

Tabela 1. Localizacdo, sitio de acdo e efeito biologico de BMP-2, -4, -6, -7 e -15 em ovarios mamiferos. (CG: células da
granulosa).
Fator Localizacgdo  Acdo Efeito
BMP-2 CG/teca oocito/ CG -  estimula a produgdo de inibina e de estrogeno induzida por FSH em
CG
— promove ativagdo de foliculos primordiais
BMP-4 Teca CG — inibe a diferenciagdo e luteinizagdo promovida pelo FSH em CG
— manuten¢do da viabilidade de foliculos e CG
BMP-6 oocito/ CG  o6cito/CG —  inibe a expressdo de receptores para FSH (FSH-R)
— produgdo de progesterona promovida pelo FSH
BMP-7 Teca Oocito/CG - promove ativagio de foliculos primordiais e crescimento de
foliculos antrais
— inibe a luteinizag@o promovida pelo FSH em CG
— inibe a produgdo de progesterona promovida e aumenta a sintese de
estrogeno em CG
— participa do processo de selegdo folicular
BMP-15  Odcito oocito/CG  —  estimula a proliferagdo de CG, expressdo de KL e atua na ovulagdo
— inibe a expressdo de FSH-R, a diferenciagdo e a produgdo de
progesterona
— promove o crescimento do odcito apds estimulacdo com FSH
— estimula a expansdo do cumulus

Fonte: Dong et al., 1996; Elvin et al., 1999; Mizuzuma et al., 1999; Otsuka et al., 2000, 2001b; Vitt et al., 2000; Yan et
al., 2001; Hreinsson et al., 2002; Jaatinen et al., 2002; Nilsson e Skinner, 2002, Otsuka e Shimasaki, 2002; Souza et al.,
2002; Shimasaki et al., 2004; Thomas et al., 2005; Guéripel et al., 2006; Shimizu et al., 2006.

Tabela 2. Localizacdo, sitio de agao e efeito biologico do GDF-9, AMH e TGF-f3 em ovarios mamiferos. (CG: células
da granulosa).
Fator Localizagdo  Acédo Efeito
GDF-9 Odcito o6cito/CG -~ promove o crescimento de foliculos primérios e recrutamento de
células da teca
— estimula manuten¢do da viabilidade folicular a proliferagdo de CG
— exerce efeito sinérgico com o FSH
— inibe expressdo de receptores de LH (LH-R), sintese de
progesterona e estrogeno, mas
— estimula a producdo de inibina. Inibe a diferenciacdo folicular
induzida por FSH
— participa da ovulagdo regulando a expensdo do ciimulus e liberagdo
do odcito
— promove a sobrevivéncia e crescimento folicular durante a transigcdo
de foliculos pré-antrais para antrais iniciais, através da supressao da
apoptose ¢ da atresia folicular
— atua na expansdo do cumulus
AMH CG oocito/CG -  inibe a ativagdo de foliculos primordiais
— reduz a sensibilidade de foliculos antrais ao FSH
— inibe a atividade da aromatase em CG, reduzindo a producado de E2
TGF-B CG obcito/teca —  promove o crescimento folicular
— promove a sintese de inibina e estradiol
Fonte: Xiao et al., 1992; Findlay, 1993; Li et al., 1995; De Winter et al., 1996; Yokota et al., 1997; Liu et al., 1998,
1999; Durlinger et al., 1999, 2000, 2002; Lee et al., 2001; Gui e Joyce, 2005; Orisaka et al., 2006; Wang e Roy, 2006.
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Tabela 3. Localizacdo, sitio de acdo e efeito bioldgico da ativina, inibina e folistatina em ovarios mamiferos. (CG:
células da granulosa).
Fator Localizacdo

Odcito / CG

Acdo Efeito

Ativina oocito/ CG/teca  —  estimula o crescimento de foliculos pré-antrais
— aumenta a expressdo de FSH-R bem como a de LH-R
induzida por FSH e promove
— maturagdo oocitaria
— regula a esteroidogénese em CG e reduz a producdo de
androgenos em células da
— teca
— induz a expressdo dos receptores de estrogeno
oocito/ CG/teca -  estimula a produgdo de androgenos em células da teca
— antagoniza a a¢do da ativina e possivelmente dos BMPs
— regula a secregdo de FSH enddgeno durante o inicio da
gestacao
liga-se a ativina de forma quase que irreversivel e a
neutraliza
— antagoniza acdo biologica do BMP-15
Fonte: Xiao et al., 1992; Findlay, 1993; Li et al., 1995; De Winter et al., 1996; Yokota et al., 1997; Liu et al., 1998,
1999; Durlinger et al., 1999, 2000, 2002; Lee et al., 2001; Gui e Joyce, 2005, Wang e Roy, 2006; Orisaka et al., 2006.

Inibina A CG

Folistatina  Odcito/ CG  odcito / CG / teca —

Receptores para os fatores da superfamilia TGF- 3

A maioria dos membros da superfamilia TGF-J3 exercem seus efeitos sobre as células-alvo através da formacao
de um complexo com dois tipos de receptores localizados na superficie das células, designados de Tipo-I e Tipo-II
(Massagué e Wotton, 2000; Chang et al., 2002; Miyazawa et al., 2002). Em mamiferos, foram identificados sete
receptores tipo-I e cinco tipo-11 (De Caestecker, 2004; Ten Dijke e Hill, 2004). A ativacdo desses receptores através da
fosforilagdo dos seus dominios intracelulares leva a fosforilagdo de moléculas sinalizantes, chamadas Smads, que sdo
deslocadas para o ntcleo, onde regulam a expressdo de genes especificos através de interagdes com varios fatores de
transcri¢cdo co-ativadores e co-repressores (Knight e Glister, 2006). Multiplas associagdes parecem ocorrer entre 0s
subtipos de receptorores e, portanto, um grande niumero de complexos com sinalizagido especifica ¢ possivel (Ten Dijke
et al., 2003; Shimasaki et al., 2004). Geralmente, ligagdes entre membros da familia TGF- e ativina ocorrem através de
receptores tipo II, enquanto os membros da familia BMP tém alta afinidade por receptores tipo I. (Shi e Massague,
2003; Ten Dijke et al., 2003; De Caestecker, 2004). Um terceiro tipo de receptor, chamado TGF-BRIII tem sido
identificado. Em alguns casos, este facilita a ligacdo entre o TGF-B2 ao receptor tipo II e, ainda, melhora a associacdo
da inibina com o receptor tipo II da ativina antagonizando, assim, suas acdes (Gray et al., 2002) e de uma série de
BMPs (Wiater ¢ Vale, 2003).

Os tipos de receptores para os principais fatores desta familia bem como a sua localizagdo sdo mostrados na Tab. 4.

Tabela 4. Localizagdo dos receptores para os principais fatores de crescimento da familia TGF-f.

Fator Tipo 2 / localizagdo Tipo 1/ Localizagdo Referéncia
BMP-2 BMPR-II / o6cito, CG BMPR-IA (ALK3) / odcito, CG (Shimasaki et al., 1999)
BMP-4 BMPR-IB (ALK®6) / o6cito, CG (Erickson e Shimasaki, 2003)
BMP-6 BMPR-II / o6cito, CG ActR-IA (ALK2) / odcito, CG (Sidis et al., 1998)
BMP-7 ActR-IIA / o6cito, CG BMPR-IB (ALK®6) / 0écito, CG (Drummond et al., 2002)
ActR-IIB / o6cito, CG (Knight e Glister, 2003)
BMP-15  BMPR-II/ oécito, CG BMPR-IB (ALK6) / o6cito, CG (Zigifson ¢ Shimasaki, 2003; Shimasaki et al.,
. L. (Erickson e Shimasaki, 2003; Vitt et al., 2002;
GDF-9 BMPR-II/ o6cito, CG TBR-I (ALKS) / o6cito Mazerbourg et al., 2004)
ActR-IA (ALK2) / odcito, CG (Erickson e Shimasaki, 2003)
AMH AMHR-II / oécito, CG, BMPR-IA (ALK3) /oécito, CG (Shimasaki et al., 2004)
teca BMPR-IB (ALK6) / 06cito, CG
Ativina ActR-IIA / o6cito, CG ActR-IB (ALK4) / odcito, CG, (Drummond et al., 2002)

ActR-IIB / o6cito, CG

teca

(Pangas et al., 2002)
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TGF-p TBR-II / odcito, CG, teca TBR-I (ALKS) / odcito (Shimasaki et al., 2004; Ten Dijke et al., 1994)

Consideracoes finais

Esta revisdo de literatura destaca a participagdo dos varios fatores de crescimento, pertencentes a superfamilia
TGF-B, que podem atuar isoladamente ou combinados, modulando o efeito de hormonios sobre a foliculogénese em
ovarios mamiferos. O crescimento folicular é regulado por uma complexa interagdo desses fatores de crescimento com
as gonadotrofinas. A elucidacdo desses sistemas de controle consiste em um dos maiores desafios para melhorar a
compreensdo dos processos envolvidos na foliculogénese ovariana e, conseqiientemente, para o fornecimento de o6citos
viaveis e maduros que poderdo ser destinados a diferentes biotécnicas da reprodugdo animal.
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