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Resumo

A foliculogénese é controlada por diversos horménios e fatores de crescimento, que sinergicamente
agem regulando os eventos envolvidos na fisiologia da reprodugdo. Dentre esses hormonios, destaca-se o
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH), que é uma gonadotrofina presente em todas as fases da foliculogénese,
atuando de forma direta ou indireta para promover o desenvolvimento folicular in vivo e in vitro. Nesse contexto,
a revisdo ira abordar o papel do FSH na regulacdo da foliculogénese de mamiferos, bem como a influéncia das
diferentes origens de FSH sobre o crescimento folicular in vivo e in vitro e o seu papel na reproducdo assistida.
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Abstract

The foliculogenesis is controlled by various hormones and growth factors, which act synergistically to
regulate the events involved in the physiology of reproduction. Among these hormones, the Follicle Stimulating
Hormone (FSH) is a gonadotropin which is present in all stages of folliculogenesis, acting directly or indirectly
to promote the follicular development in vivo and in vitro. In this context, the review will contribute to a better
understanding of the role of FSH in the regulation of folliculogenesis of mammals as well as the influence of
different sources of FSH on the follicular growth in vivo and in vitro and its role in assisted reproduction.
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Introducéao

A foliculogénese, evento caracterizado pela formacédo, pelo crescimento e pela maturagdo folicular, é
controlada por fatores enddcrinos, paracrinos e autdcrinos. A ativagao folicular é caracterizada quando o pool de
foliculos primordiais deixa o estddio de repouso e comeca seu crescimento. O conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos na regulacdo da foliculogénese inicial ainda sdo escassos. Entretanto, existem hipdteses
de que, além de fatores de crescimento, 0 Hormdnio Foliculo Estimulante (FSH) age sobre a ativacdo folicular
(Betteridge et al., 1989).

O FSH parece estar envolvido na proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa in vitro.
Aparentemente, niveis basais de FSH sdo necessarios para o desenvolvimento de pequenos foliculos (Van Den
Hurk et al., 1997). Além disso, alguns estudos in vitro demonstraram que a adi¢cdo de FSH ao meio de cultivo
promoveu a inibicdo de apoptose e a formacdo de antro em grandes foliculos secundarios isolados de diferentes
espécies (murina: McGee et al., 1997; humana: Wright et al., 1999; ovina: Cecconi et al., 1999; bovina:
Gutierrez et al.,, 2000; suina: Mao et al., 2002). Contrariamente aos efeitos benéficos do FSH no
desenvolvimento folicular in vitro, Nuttinck et al. (1996) mostraram que o FSH porcino (FSHp) induz a
degeneracdo em pequenos foliculos pré-antrais bovinos.

In vivo, o FSH tem sido amplamente utilizado em programas de estimulacdo ovariana nas diversas
espécies (humana: Agarwal et al., 2000; caprina: Baldassarre e Karatzas, 2004; bovina: Bényei e Barros, 1999).
As diferengas existentes entre os resultados dos estudos que utilizam FSH podem, em parte, ser devido a origem
e ao grau de pureza do FSH utilizado. Dessa forma, o objetivo dessa revisdo é abordar o papel do FSH na
regulacdo da foliculogénese de mamiferos bem como a influéncia das diferentes origens desse hormonio sobre o
crescimento folicular in vivo e in vitro e o seu papel na reproducao assistida.

Principios gerais da oogénese e da foliculogénese

O ovario mamifero é um Orgdo composto por varios tipos de células, incluindo odcito, células da
granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da superficie ovariana, localizadas na por¢édo funcional do ovario, 0
cortex (Silva, 2005). A regido medular, localizada na por¢do mais interna do ovario na maioria das espécies, é
constituida por tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e linfaticos responsaveis pela nutrigdo e sustentacao
do ovério. O ovario é o 6rgdo funcional primario do sistema reprodutivo das fémeas e exerce duas funcdes
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fisiolégicas principais: liberacdo de oécitos maturos (ovulagdo) aptos a serem fecundados (Barnett et al., 2006) e
producdo de hormdnios, fatores de crescimento e peptideos (Hirshfield, 1991). Essas duas funcfes sdo exercidas
pela interacdo de dois fendmenos que ocorrem no ovario, a oogénese e a foliculogénese.
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Oogénese

A oogénese em ruminantes consiste na formacao e diferenciacdo das células germinativas primordiais
(CGP) até a formagdo do odcito hapléide fecundado (Van Den Hurk e Zhao, 2005). No embrido, as células
germinativas sofrem extensiva proliferacdo por mitose e redistribuicdo das organelas citoplasmaticas
transformando-se em oogobnias (Sadeu et al., 2006). A seguir, as oogbnias entram em meiose e diferenciam-se
em odcitos primarios (Hirshfield, 1991). Estes, entdo formados, comegam a primeira divisdo mei6tica, passando
pelos estadios da préfase | (leptoteno, zigéteno, paquiteno e diplteno) da primeira divisdo meidtica (Hirshfield,
1991). No estadio de dipléteno ou vesicula germinativa da préfase I, ocorre a primeira interrupcéo da divisao
meidtica, e 0s odcitos permanecem nesse estaddio até a puberdade. Na puberdade, imediatamente antes da
ovulacdo, com o pico do FSH e do hormdnio luteinizante (LH), os odcitos retomam a meiose, e 0 nicleo passa
do estadio de vesicula germinativa para diacinese. Em seguida, ocorre o rompimento da vesicula germinativa, a
progressdo para metafase I, anéfase |, teléfase I, a expulsdo do primeiro corpulsculo polar e a formacéo do odcito
secundario, iniciando a segunda divisdo meidtica, em que o ndcleo do odcito evolui até o estaddio de metéfase Il,
quando ocorre a segunda interrupcdo da meiose (Gordon, 1994). O odcito permanece nesse estadio até ser
fecundado pelo espermatozoide, quando, entdo, completa a meiose e expulsa o segundo corpusculo polar,
formando o odcito hapléide fecundado.

Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, pode ser definida como o
processo de formacdo, crescimento e maturacdo folicular, iniciando-se com a formacdo do foliculo primordial e
culminando com o estadio de foliculo pré-ovulatério (Van Den Hurk e Zhao, 2005). O foliculo é considerado a
unidade morfoldgica e funcional do ovario mamifero, cuja funcdo é proporcionar um ambiente ideal para o
crescimento e a maturacdo do odcito (Cortvrindt e Smitz, 2001), bem como produzir horménios como o estrégeno, e
peptideos como inibina A e B, ativina e folistatina (Adashi, 1994). Durante a foliculogénese, a morfologia folicular é
alterada, uma vez que o od6cito cresce e as células circundantes se multiplicam e se diferenciam (Bristol-Gould e
Woodruff, 2006). De acordo com o grau de evolugdo, os foliculos podem ser classificados em pré-antrais ou nao
cavitarios e antrais ou cavitarios. Os foliculos pré-antrais, por sua vez, sdo classificados em primordiais, primarios e
secundarios. Ja os antrais, em terciérios e pré-ovulatorios (Saumande, 1991).

Apesar dos fatores reguladores da foliculogénese inicial ainda ndo serem totalmente conhecidos, sabe-se
que fatores enddcrinos e, principalmente, fatores paracrinos e autocrinos estdo envolvidos nessa fase.

Durante a Ultima década, o papel de hormonios (FSH e LH) e fatores de crescimento, por exemplo, Kit
ligand (KL), fator de crescimento fibroblastico - 2 (FGF-2), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento semelhante a insulina - 1 (IGF-1) e fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9), na
foliculogénese ovariana, tem sido bastante estudado, principalmente em roedores (Fig. 1).

KL Insulina
FSH/LH

Figura 1. Atuagdo do KL, FGF-2, GDF-9, KGF, BMP-4, LIF, insulina, FSH e LH no foliculo, através de
mecanismos paracrinos e endocrinos.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.33, n.4, p.171-182, Oct./Dez. 2009. Disponivel em www.cbra.org.br 172



Magalhaes et al. Papel do Horménio Foliculo Estimulante na foliculogénese in vivo e in vitro.

0),

Embora a foliculogénese pré-antral seja pouco dependente de gonadotrofinas, pode-se dizer que essa
fase é responsiva ao FSH, visto que receptores para essa gonadotrofina (FSHR) foram detectados em foliculos a
partir do estadio de foliculos primarios (Oktay et al., 1997). Além disso, a ativacdo e o crescimento de foliculos
pré-antrais caprinos foram observados ap6s adi¢do de FSH ao meio de cultivo in vitro (Matos et al., 2007).

Foliculos pré-antrais

Os foliculos primordiais sdao os menores foliculos do ovario, tendo didmetro de aproximadamente 33
pm em caprinos (Bezerra et al., 1998). Esses foliculos sdo constituidos por um odcito quiescente, imaturo e
circundado por uma camada de células da pré-granulosa de morfologia pavimentosa (Silva, 2005). O nucleo do
o6cito é relativamente grande e ocupa uma posicdo central & excéntrica. As organelas sdo uniformemente
distribuidas no citoplasma ou, as vezes, mais proximas ao nucleo. As mitocondrias sdo as organelas mais
evidentes e sdo predominantemente arredondadas. No entanto, um pequeno ndmero de mitocdndrias alongadas
pode ser observado. Reticulo endoplasmatico liso e complexo de Golgi sdo observados associados a um ndmero
variavel de vesiculas distribuidas pelo citoplasma. As proteinas que irdo formar a zona pellcida ja comecam a
ser sintetizadas (Lee, 2000), entretanto esta ainda ndo é evidente, sendo observada apenas uma justaposicdo do
odcito e de células da granulosa, sem nenhuma jungdo especifica (Lucci et al., 2001). Os foliculos primordiais
permanecem quiescentes até seu recrutamento para o grupo de foliculos em crescimento (Van Den Hurk e Zhao,
2005). O primeiro sinal do inicio do crescimento de foliculos primordiais, processo conhecido como ativagao
folicular, é a proliferacdo das células da granulosa, juntamente com a mudanca na morfologia dessas células, de
pavimentosa para cUbica, bem como o crescimento oocitario, 0 que pode acontecer dias, meses ou anos apos a
sua formacdo (Hirshfield, 1991).

Quando uma Unica camada de células da granulosa cubicas circunda o odcito, surgem os foliculos
primarios (Silva, 2005). Nesses foliculos, a membrana plasmatica do odcito ja apresenta proje¢des que penetram
entre as células da granulosa adjacentes, e algumas microvilosidades aparecem na superficie oocitaria. Como em
foliculos primordiais, é possivel observar mitocondrias arredondadas e, com o desenvolvimento folicular, estas
se tornam alongadas pelo aumento do metabolismo celular (Lucci et al., 2001). Em caprinos, esses foliculos
possuem o didmetro de, aproximadamente, 49,8 um (Bezerra et al., 1998).

Com a proliferacdo das células da granulosa, ocorre a formacdo do foliculo secundéario, que é
caracterizado por possuir um o6cito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de morfologia
cubica (Silva, 2005), com as quais 0 06cito mantém intimo contato. O nicleo do o6cito assume uma posigao
excéntrica, e as organelas movem-se para a periferia. Ocorre um aumento da extensdo de reticulo
endoplasmatico liso, e a grande maioria das mitocdndrias apresenta-se alongada. Com o desenvolvimento dos
foliculos, também aumenta o ndmero de microvilos, e a zona pellcida ja pode ser identificada com evidéncia
(Parrot e Skinner, 1999). Nessa fase, inicia-se a formagdo das células da teca externa a partir do estroma
intersticial (Van Den Hurk e Zhao, 2005). As células da teca interna sdo definidas quando os foliculos
apresentam quatro ou mais camadas de células da granulosa (Lucci et al., 2001). Em caprinos, 0S pequenos
foliculos secundérios tém diametro de, aproximadamente, 83 um (Bezerra et al., 1998).

Foliculos antrais

A medida que o foliculo se desenvolve e ha uma intensa proliferacio das células da granulosa, uma area
preenchida por fluido folicular denominada antro comeca a se formar. A partir desse estadio, os foliculos passam
a ser denominados de antrais. O fluido antral é um composto rico em substancias reguladoras derivadas do
sangue ou secre¢des das células foliculares, como, por exemplo, gonadotrofinas, esterdides e fatores de
crescimento. A producdo desse fluido é intensificada pelo aumento da vascularizacdo folicular e pela
permeabilidade dos vasos sanguineos (Van Den Hurk e Zhao, 2005) que ocorrem com o desenvolvimento do
foliculo. O inicio da formacéo de antro em caprinos é observado quando os foliculos possuem cerca de 130 pm
(Monniaux et al., 1993). Nos foliculos antrais, as células da teca sofrem alteragdes morfoldgicas e funcionais, e
aquelas células localizadas proximas da membrana basal sdo denominadas teca interna, enquanto as localizadas
perifericamente sdo classificadas como teca externa. As células da granulosa séo diferenciadas em células do
cumulus (préximas ao o6cito) e células murais.

O desenvolvimento dos foliculos antrais € caracterizado por uma fase dependente de
gonadotrofinas, as quais irdo desencadear 0s mecanismos de crescimento, recrutamento, sele¢do e dominéancia
folicular (Van Den Hurk e Zhao, 2005), sendo a formagdo de foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a
ovulagdo e a formacgdo do corpo liteo, bem como para a manutencéo da fertilidade. Além das gonadotrofinas,
peptideos sintetizados localmente desempenham papel-chave na regulacdo da fase antral, tanto por meio de
mecanismos paracrinos como enddcrinos (Fortune, 2003).
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Populacéo e atresia folicular

O numero de foliculos por ovério varia entre espécies, sendo de aproximadamente 1.500 na
camundonga (Shaw et al., 2000); 35.000 na cabra (Lucci et al., 1999); 160.000 na ovelha (Driancourt, 1991);
235.000 na vaca (Betteridge et al., 1989) e, aproximadamente, 2.000.000 na mulher (Erickson, 1986). Apesar da
grande populagéo folicular presente no ovario mamifero, a quase totalidade dos foliculos (99,9%) ndo chega a
ovulagdo, morrendo por um processo natural denominado atresia, o qual ocorre por via degenerativa e/ou
apoptética (Figueiredo et al., 2008). Mesmo sendo um fendmeno natural, a atresia reduz significativamente o
nimero de o6citos que seriam ovulados, diminuindo, assim, o potencial reprodutivo das fémeas. A atresia,
independente da via em que ocorre, € um processo que pode acometer qualquer estadio do desenvolvimento
folicular, sendo, no entanto, predominante na fase antral. Além de ser regulada principalmente por fatores
endocrinos, como o FSH e o Hormdnio Luteinizante (LH), fatores paracrinos, incluindo KL, IGF-1, EGF, FGF-
2, ativina e interleucina-1f (IL-1p), também influenciam no processo de morte celular nos diferentes estadios
foliculares. Desta forma, é provavel que o balango entre os fatores que promovem sobrevivéncia e aqueles que
induzem & atresia decidird se um determinado foliculo continuard o seu desenvolvimento ou sofrera atresia (Hsu
e Hsueh, 2000).

Uma das principais causas de atresia por degeneracdo é a ocorréncia de isquemia em que a falha
no fornecimento de oxigénio e nutrientes para o ovario provoca a morte celular. Ja a atresia por apoptose é um
processo de morte celular individual e ativo, caracterizado pela fragmentagdo nuclear e pela formacéo de corpos
apoptoticos (Rachid et al., 2000), sendo um processo altamente dependente da expressao génica, em que 0
desbalanco entre os genes pro e antiapoptoticos determinam a morte celular (Hurwitz e Adashi, 1992).

Visando evitar a enorme perda folicular que ocorre naturalmente in vivo pela atresia, nas Gltimas
décadas, tém sido desenvolvidos sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e antrais que possibilitam o
estudo dos fatores que controlam a atresia e o crescimento folicular.

Modelos in vitro para o estudo da foliculogénese inicial

Diferentes sistemas de cultivo tém sido desenvolvidos para manter a viabilidade e promover o
crescimento de foliculos pré-antrais in vitro (Van Den Hurk et al., 2000). Nesses sistemas de cultivo in vitro, os
foliculos ovarianos podem ser cultivados dentro do préprio tecido ovariano (cultivo in situ) ou na forma isolada.
Em roedores, devido a pequena dimenséo da génada feminina, os ovarios sdo cultivados por inteiro no meio
(Fortune, 2003). Por outro lado, em animais domésticos de médio e grande porte, devido as grandes dimensGes
dos ovérios, alguns autores tém realizado o cultivo de pequenos fragmentos de cortex ovariano, rico em foliculos
primordiais, com o objetivo de estudar a ativagdo folicular e o posterior crescimento de foliculos primarios
(bovinos: Braw-Tal e Yossefi, 1997; humanos: Zhang et al., 2004; caprinos: Martins et al., 2008). Além da
praticidade, o cultivo de fragmentos de cértex ovariano tem a vantagem de manter o contato entre as células
foliculares e as do estroma ovariano (Abir et al., 2006).

Os métodos de isolamento mecénico, enzimatico ou a associacdo de ambos tém sido muito utilizados
para isolar um grande nimero de foliculos intactos primarios e/ou secundéarios de ovarios de diferentes espécies
para posterior cultivo in vitro (cabras: Lucci et al., 1999; ovelhas: Cecconi et al., 1999; vacas: Figueiredo et al.,
1995, ratas: Zhao, 2000; camundongas: Lenie et al., 2004, Pesty et al., 2007). O cultivo de foliculos isolados
apresenta como vantagens permitir o acompanhamento individual dos foliculos durante o cultivo, além de
favorecer a maior perfusdo do meio para o foliculo (Abir et al., 2006). Os foliculos isolados podem ser
cultivados diretamente sobre o suporte de plastico (placa de cultivo), sobre uma matriz de coldgeno ou inclusos
em gotas de colageno (Demeestere et al., 2005).

Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Um consideravel progresso ja tem sido observado com o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de
diferentes espécies. O resultado mais satisfatério foi obtido por O’Brien et al. (2003), os quais mostraram que é
possivel obter crias viaveis a partir do cultivo de o6citos oriundos de foliculos pré-antrais de camundongas. Ja
nas demais espécies, ainda ndo houve nenhum relato de nascimento. A producdo de embrifes oriundos de
odcitos derivados de foliculos pré-antrais crescidos in vitro foi relatada em ratas (Daniel et al., 1989), porcas
(Wu et al., 2001a, b) €, recentemente, em bufalas (Gupta et al., 2008). Em outras espécies domésticas, observou-
se apenas o desenvolvimento até o estadio antral a partir do cultivo de grandes foliculos secundarios (ovinos:
Cecconi et al., 1999; bovinos: Gutierrez et al., 2000; caprinos: Huamin e Yong, 2000), valendo ressaltar que, na
espécie ovina, ja foi relatada a maturacdo nuclear de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais (Tamilmani et al.,
2005). Essa dificuldade de alcangar nascimento ap6s o cultivo de foliculos pré-antrais oriundos de animais
domeésticos pode ser devido a alguns fatores como: 1) a foliculogénese em animais de laboratdrio tem a duracgéo
bem inferior (21 dias) a de animais domésticos, como, por exemplo, nos bovinos (cerca de seis meses; Lussier et
al., 1987); 2) a dificuldade na obtencéo dos ovarios de animais domésticos tem atrasado as pesquisas; 3) em
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roedores, trabalha-se com animais pertencentes a mesma linhagem, sendo os resultados mais homogéneos. Além
disso, 0 ambiente em que os animais ficam alojados possibilita um melhor controle com relacdo a temperatura,
umidade e alimentacdo quando comparado ao de animais domésticos. Desta forma, 0 sucesso na obtencdo de
odcitos de boa qualidade ap6s cultivo in vitro de foliculos pré-antrais ainda € limitado, especialmente em
ruminantes, sendo necessarios mais esforcos para melhorar as condic¢des de cultivo.

Papel do FSH na reproducao de mamiferos
Controle endécrino do ciclo estral de ruminantes e do ciclo menstrual

Os ciclos estral e menstrual sdo regulados por mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos,
principalmente pelos hormonios hipotalamicos, as gonadotrofinas e os esterdides secretados pelos ovarios.
Dependendo das concentragbes na corrente circulatdria, os horménios esterides podem exercer uma
retroalimentagdo positiva ou negativa. O aumento na concentracdo de estrégenos circulantes tem efeito de
retroalimentacdo positiva sobre o hipotadlamo, induzindo a uma onda repentina de liberagdo de GnRH,
acompanhada pela onda pré-ovulatéria de LH e FSH secretados pela hip6fise. As ondas pré-ovulatérias de LH e
FSH duram de seis a 12 horas e sdo responsaveis pela ovulacdo (Hafez, 1995).

Ciclo estral em ruminantes

As fémeas das espécies ruminantes sdo poliéstricas, apresentando estro em intervalos regulares (Sirois e
Fortune, 1988). Durante o ciclo estral, ocorre uma cadeia de eventos que se repetem até o impedimento da
lutedlise pela gestacdo. Esse ciclo é dividido em fase luteinica ou progesterdnica, que vai da ovulagdo até a
lutedlise, compreendendo o metaestro e o diestro, e em fase folicular ou estrogénica, que se estende do proestro
ao estro, compreendendo o periodo que vai desde a lutedlise até a ovulacdo. A fase folicular consiste no periodo
em que ocorre o crescimento folicular sob baixas concentracdes plasmaticas de progesterona e alta pulsatilidade
de FSH e LH (ap6s o fendmeno da lutedlise), culminando na ovulacdo. Ja a fase luteinica consiste no
crescimento folicular, sob maiores concentragcdes plasmaticas de progesterona secretada pelo corpo ldteo,
levando ao crescimento e a atresia dos foliculos (onda de crescimento folicular) devido a diminuicdo da
pulsatilidade e a auséncia do pico de LH. Na fase luteinica plena, o FSH tem seu nivel mais baixo (basal;
Macmillan e Burke, 1996).

O ciclo estral em ruminantes é caracterizado pelo desenvolvimento dos foliculos em ondas (Savio et al.,
1988). Cada onda folicular é dividida em 4 fases: emergéncia, selecdo, dominancia e atresia ou ovulagao (Diskin
et al., 2002). Um aumento nas concentragdes plasmaticas de FSH estimula o recrutamento folicular e a
emergéncia da onda folicular. Desse grupo de foliculos, um é selecionado e adquire capacidade ovulatoria,
enquanto os foliculos subordinados entram em atresia. O foliculo selecionado é conhecido como foliculo
dominante e desempenha um papel ativo na supressdo do crescimento dos subordinados pela secrecdo de
estradiol e inibina por meio de retroalimentacdo negativa sobre a hipdfise (Fortune, 1994). Com o auxilio da
ultrassonografia, foi possivel observar a existéncia, predominantemente, de duas ou trés ondas de
desenvolvimento folicular em Bos indicus (Figueiredo et al., 1997), e trés a quatro ondas em caprinos e ovinos
(Amorin et al., 2007).

Ciclo menstrual

O ciclo menstrual € hormonalmente semelhante ao ciclo estral em animais. Em mulheres, o crescimento
folicular se da em ondas foliculares. Estudos realizados por Baerwald et al. (2003) mostraram que, de 50
mulheres avaliadas, 34 apresentavam o ciclo com duas ondas foliculares e apenas 16 apresentavam trés ondas. O
ciclo menstrual é caracterizado pela menstruagdo, que € um sangramento uterino episddico com intervalos de
aproximadamente quatro semanas. Esse evento ocorre durante toda a vida reprodutiva da mulher. N&o havendo
fecundacdo do 6vulo expelido pelo ovario, ocorrerd uma queda brusca dos niveis de estrogenos e progesterona
no sangue. Em consequéncia, o endométrio, que estava desenvolvido pelo estimulo desses hormdnios, entra em
colapso, sendo parcialmente destruido. O sangue da menstruacdo € principalmente de origem venosa, pois as
artérias, ao se romperem, contraem suas paredes, fechando a extremidade rompida (Pache et al., 1990). O
periodo entre o estadio de foliculo primério até o pré-ovulatério em humanos é de 85 dias, sendo a maioria desse
tempo independente da agdo de gonadotrofinas. Entretanto, a partir de um determinado momento, a presenca de
FSH se torna essencial para que os foliculos recrutados continuem o crescimento e aquele selecionado, atinja a
ovulacdo (Gougeon, 1981).

Caracterizagdo da estrutura do FSH e expresséo de seus receptores no ovario

O FSH desempenha um papel fundamental na regulacdo das fungdes gonadais, sendo produzido e
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secretado pela glandula hipofise como uma glicoproteina de elevada heterogeneidade (Ulloa-Aguirre et al.,
1995). Essa gonadotrofina é indispensavel para o desenvolvimento e a maturacdo das gbnadas na puberdade e
para a producdo de gametas durante a fase fértil da vida, além de ser implicada na manifestacdo do estro e da
ovulacdo. As acles do FSH sdo mediadas nas células somaticas ovarianas e testiculares por receptores
especificos da superficie celular (Minj et al., 2008).

O FSH atua se ligando a receptores localizados exclusivamente nas gonadas. Esse receptor é do tipo
acoplado a proteina G, o qual é dividido em trés dominios: um extracelular, um transmembranario, composto por
sete hélices hidrofébicas que ancoram o receptor no plasmalema, e um dominio intramembranario (Gudermann
et al., 1995). O dominio intracelular do receptor do FSH (C-terminal) é acoplado a uma proteina G e, ap6s a
ativagdo do receptor pela interagdo hormonal com o dominio extracelular (N-terminal), inicia-se uma cascata de
eventos que culmina com efeitos bioldgicos especificos da gonadotrofina (Simoni et al., 1997).

Vaérios estudos recentes utilizando técnicas de biologia molecular confirmaram a expressdo de
receptores para FSH nas células da granulosa (Camp et al., 1991; Tilly et al., 1992b; Tisdal et al., 1995; Zheng et
al., 1996). Méduri et al. (2002) detectaram também a presenca desses receptores em odcitos de foliculos suino e
humano. A aquisicdo de receptores para FSH é fundamental para a diferenciacdo das células da granulosa e para
a maturacdo folicular (Adashi, 1994). Em ratas adultas sexualmente maduras e em humanos, o receptor para FSH
foi observado em foliculos com pelo menos uma camada de células da granulosa de formato ctbico (Camp et al.,
1991; Oktay et al., 1997). Além disso, a expressdo do receptor para 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 ideia da acdo do FSH sobre o crescimento dos foliculos pré-antrais (Roy, 1993). Ademais,
outros autores tém relatado que a atresia folicular esta associada com a diminuigdo da responsividade ao FSH e
com niveis reduzidos do RNAm do seu receptor, devido a uma inibi¢do da transcri¢do ou a uma diminuigdo da
estabilidade do RNAm do receptor (Tisdal et al., 1995; Xu et al., 1995; Tilly et al., 1992a).

Origens do FSH comercial

Comercialmente, o FSH pode ser extraido por meio de: 1) urina de mulheres na pds-menopausa e
filtragem em gel, constituindo a gonadotrofina da menopausa humana (human Menopausal Gonadotropin -
hMG), 2) FSH urinario altamente purificado (FSHu), 3) extrato hipofisario de animais domésticos,
principalmente suinos (FSHp) e ovinos (FSHo), seguido da purificacdo do horménio, bem como 4) da tecnologia
do DNA recombinante, utilizando-se células ovarianas de hamster, as quais se incorporam 0s genes que
codificam as duas subunidades do FSH (Le Cotonnee et al., 1994; Calder et al., 2003), produzindo o FSH
recombinante (FSHr). Com o uso da tecnologia recombinante, tem se conseguido uma molécula de FSH cada
vez mais purificada, o que constitui um avango farmacoldgico. Antigamente, a separacdo do FSH de LH era
realizada utilizando-se anticorpos antigonadotrofina coriénica humana (human Corionic Gonadotropin — hCG),
que causavam absorcao do LH, deixando o FSH livre (FSHu; Domini et al., 1966).

Embora alguma atividade de LH nas preparacdes de gonadotrofina exdgena otimize a inducdo da
ovulacdo em pacientes com alteraces da ovulacdo e naquelas submetidas a reproducdo assistida (Filicori et al.,
1998), as preparagdes mais puras de FSH possuem uma melhor eficacia nos resultados de crescimento folicular.
Por exemplo, 0 hMG apresenta no mercado uma alta pureza, eliminando um grande nimero das proteinas
contaminantes, melhorando, assim, a qualidade e a eficiéncia do produto. Além disso, desenvolvida no inicio dos
anos 80, a tecnologia do DNA recombinante para producdo de FSH tem sido utilizada com sucesso em
programas de estimulagdo ovariana controlada na reproducdo assistida em humanos. Apesar do custo ainda
elevado, o FSHr possui como principal vantagem a produgdo de um hormdnio mais puro e homogéneo (Calder et
al., 2003), além de mais eficaz. J4 0 FSH extraido da hip6fise, mesmo apo6s a purificacdo, resulta em um produto
final com um pequeno percentual de contaminagdo por outros horménios hipofisarios, tais como o LH,
Hormonio Tireoestimulante (TSH), prolactina e Horménio do Crescimento (GH; Closset e Hennen, 1989).

Influéncia do FSH na reproducéo animal in vivo e in vitro e importancia do FSH na superovulacao de animais
domésticos

No que se refere a reproducdo animal in vivo, o0 FSHr ndo tem sido utilizado, devido ao custo elevado.
As drogas atualmente mais utilizadas sdo Folltropin®, Stimulfoll®, Pluset® (FSHp), Ovagen® (FSHo) e
Urofolitropina (FSHu). Cada um desses farmacos contém um grau de pureza de FSH diferente, porém todos sdo
eficientes na funcdo desse hormonio, que é estimular o desenvolvimento folicular. O FSH € utilizado in vivo para
a superovulacdo de animais domésticos em programas de transferéncia de embrides.

Estudos tém demonstrado que o Folltropin® promove resultados satisfatorios (altas taxas de gestacao)
em protocolos de superovulagdo e transferéncia de embrides em diferentes espécies de ruminantes domésticos
(ovina: Cognie, 1999; caprina: Baldassarre e Karatzas, 2004; bovina: Bényei e Barros, 1999). Além disso,
Beckers (1987) mostrou que a redugdo da quantidade de LH nas preparacdes comerciais de gonadotrofinas
(FSH/LH: 12,5) esta correlacionada com uma redugdo no nimero de embrifes bovinos recuperados por doadora,
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embora a qualidade embrionaria tenha sido melhorada. Em outro estudo, McNatty et al. (1989) compararam a
eficiéncia do Ovagen® e do Foltropin® em protocolos de superovulagio e recuperacio embrionaria em cabras e
observaram que ndo houve diferenca entre as duas preparacfes de FSH e que ambas resultaram em mais de cinco
embrides recuperados por doadora. Ap6s superovulagdo em caprinos utilizando-se o Pluset®, Andrioli et al.
(1999) constataram que a repeticdo dos tratamentos superovulatérios fez diminuir a taxa de manifestacdo de
sintomas de estro, porém ndo afetou a taxa de ovulacdo e reduziu a taxa de corpos lateos regredidos.
Recentemente, um estudo comparou o Pluset® e o Folltropin® em dose Unica na superovulacio de bovinos. Os
autores verificaram que essas duas preparacdes comerciais de FSH ndo afetam de forma diferenciada a resposta
ovariana nem a qualidade de embrides de vacas em boa condicdo corporal (Alvarez et al., 2006).

Importancia do FSH no inicio do crescimento folicular, formacdo da cavidade antral e proliferagéo das células
da granulosa

Varios estudos in vitro tém mostrado que o FSH inibe a apoptose e promove o crescimento folicular
inicial. Em camundongas, foi demonstrado que o FSH inibe a apoptose em foliculos pré-antrais cultivados in
vitro (Baker e Spears, 1997). Estudos realizados por Silva et al. (2004) demonstraram que o FSHp, na
concentracdo de 100 ng/mL, promoveu um aumento dos didmetros oocitério e folicular, entretanto ndo exibiu
efeito sobre a ativagdo e a viabilidade de foliculos pré-antrais caprinos. J& na concentragdo de 50 ng/mL, o FSHp
manteve a integridade morfoldgica de foliculos pré-antrais ap6s cultivo de tecido ovariano caprino por sete dias,
além de estimular a ativacdo de foliculos primordiais e o posterior crescimento folicular (Matos et al., 2007).
Recentemente, Magalhées et al. (2009) demonstraram que, quando comparado com o FSHp, o FSHr promoveu
maior ativacdo folicular durante sete dias de cultivo in vitro. Por outro lado, o FSH ndo afetou o didmetro
folicular e oocitario, bem como o nimero de células da granulosa durante cultivo in vitro de fragmentos
ovarianos bovinos (Braw-Tal e Yossefi, 1997). Além disso, a adi¢do de 5 ng/ml (Derrar et al., 2000), bem como
de 1, 10 ou 100 ng/ml de FSH, ndo demonstrou efeito sobre os foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro
por sete a 14 dias (Fortune et al., 1998). Outros autores mostraram que o crescimento de foliculos primarios é
criticamente dependente ou exige uma adequada concentracdo de FSH (Qvist et al., 1990). Alguns trabalhos
demonstraram que o FSH regula a expressdo de varios fatores de crescimento, tais como KL, GDF-9 e BMP-15,
que tém um papel importante na ativacéo e no posterior crescimento folicular (Joyce et al., 1999; Thomas et al.,
2005). Embora os receptores de FSH ndo estejam presentes em foliculos primordiais, o FSH parece exercer um
efeito indireto sobre o desenvolvimento folicular inicial por meio da liberacdo de fatores paracrinos produzidos
por foliculos maiores ou pelas células do estroma ovariano (Van Den Hurk e Zhao, 2005).

Vaérios estudos in vitro tém mostrado que o FSH pode promover a formacdo de antro a partir do cultivo
de foliculos secundarios avancados (camundongas: Spears et al., 1998; vacas: Gutierrez et al., 2000; cabras:
Zhou e Zhang, 2005; ovelhas: Cecconi et al., 1999). Outros estudos demonstraram que o FSH recombinante,
guando comparado ao FSH urinario, induz a uma melhor proliferagdo das células da granulosa (Calongos et al.,
2007) e a uma maior produgdo de estradiol (Yding et al., 1999) em foliculos pré-antrais (FOPA) murinos,
provavelmente devido a uma maior afinidade na ligagdo com seus receptores. Contrariamente aos efeitos
benéficos do FSH no desenvolvimento folicular in vitro, Nuttinck et al. (1996) mostraram que o pFSH (0,43 pg
FSH/pg proteinas) induz & degeneracdo em pequenos foliculos pré-antrais bovinos. As diferengas entre esses
estudos podem ser devido as diferentes espécies estudadas, metodologias, & origem e ao grau de pureza do FSH
utilizado, bem como as concentragdes desse horménio.

Influéncia do FSH na reproducéo humana e papel do FSH na reproducédo humana medicalmente assistida

As técnicas de reproducdo assistida pertencem, basicamente, a duas modalidades: aquelas em que se
introduz no aparelho reprodutor da mulher o esperma, denominada inseminacao artificial (1A), e a fecundagéo in
vitro (FIV), na qual o 6vulo e o esperma sdo colocados em contato ex situ e posteriormente os embrides
formados séo introduzidos no aparelho reprodutor da futura mae. Essas duas diferentes formas de fecundacgéo
sdo as alternativas médicas adotadas quando ha dificuldade na fecundagéo pos-copula.

As taxas de gestacdo alcangadas na fecundagdo in vitro se devem, em parte, a estimulagdo ovariana, que
tem como finalidade a obtencdo de um maior nimero de foliculos recrutados e, consequentemente, um maior
naimero de évulos maturos que serdo fecundados e produzirdo um maior nimero de embrides transferidos por
ciclo. Dessa forma, dentre as diversas drogas que tém sido utilizadas para esse objetivo, as gonadotrofinas sdo as
gue merecem um maior destaque.

Ha mais de 30 anos, as gonadotrofinas sdo utilizadas na reproducdo assistida em humanos. Lunenfeld et
al. (1960) relataram, pela primeira vez, uma gravidez obtida apds a estimulagdo ovariana com hMG. Além disso,
alguns estudos tém sido realizados com a finalidade de comparar a influéncia das preparacbes comerciais do
FSH na reproducdo medicalmente assistida em humanos, porém seus resultados sdo controversos. A diferenca
entre essas preparagdes estd fundamentada na pureza do horménio, sendo seu mecanismo de acéo, indicacdes e
contraindica¢fes semelhante em todos os casos. Entretanto, quando se utiliza um FSH mais puro, ocorre uma
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melhoria na esteroidogénese folicular e uma relagdo andrégeno-estrogeno mais adequada no liquido folicular
(Agarwal et al., 2000). Embora a maioria dos estudos aponte 0 FSHr como o mais eficaz devido a auséncia de
contaminacgdo por LH, recentemente, Kolibianakis et al. (2006) verificaram que baixos niveis de LH enddgeno
ndo estdo associados a reducdo da taxa de gestacdo, porém altos niveis de LH estavam associados a diminuicéo
dessa taxa.

A maioria dos estudos mostram uma maior eficacia do FSHr quando comparado ao urinario e ao hMG.
Daya et al. (1995) observaram que, em um procedimento de fecundagdo in vitro, o uso de FSHr foi associado a
uma maior taxa de gestagdo quando comparado ao hMG. Da mesma forma, outros autores compararam o FSHu
com o FSHr e verificaram melhores resultados no nimero de odcitos recuperados e uma menor quantidade de
gonadotrofina administrada quando o FSHr foi utilizado (Raga et al., 1999; De Placido et al., 2000). Por outro
lado, quando se utilizaram mulheres com idade reprodutiva avancada (em média 39 anos), o FSHu foi mais
adotado do que o FSHr, devido ao menor custo, ja que os resultados dos dois foram equivalentes (Mohamed et
al., 2006). Além disso, quando comparado ao FSHr, 0 hMG resultou em um aumento significativo de 4% na taxa
de nascimento (Coomarasamy et al., 2008). Essas diferencas talvez sejam devido a alta heterogeneidade dos
pacientes analisados (por exemplo, diferentes idades e motivos que levaram & realiza¢do da fecundacéo in vitro)
e & dose de FSH utilizada.

Importancia do FSH no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais humanos

No tocante ao cultivo de foliculos pré-antrais humanos, poucos sdo os trabalhos existentes devido a
reduzida disponibilidade dos ovarios e a questdo ética. Alguns autores demonstraram que 0 crescimento e a
diferenciacéo de foliculos pré-antrais cultivados na presenca de FSH indicam a importancia dessa gonadotrofina
no desenvolvimento folicular inicial (Roy e Treacy, 1993). Além disso, sabe-se que o FSH é requerido para que
os foliculos primordiais crescam até o estadio de secundério, embora o crescimento inicial seja independente da
estimulagdo por gonadotrofinas (Oktay et al., 1997). Apds cultivo com foliculos pré-antrais humanos, observou-
se que o FSH atua como um fator de sobrevivéncia folicular e aumenta o diametro folicular, sugerindo que esse
hormonio tem efeito antiapoptético e mitogénico (Wright et al., 1999). Otala et al. (2002) também observaram
que, em um cultivo de foliculos pré-antrais contendo FSH com duracédo de trés semanas, houve um aumento no
percentual de foliculos atrésicos com relagdo ao controle ndo cultivado, porém 37% de foliculos primarios e 2%
de secundarios permaneciam vidveis. Além disso, ndo foi encontrado nenhum foliculo primordial apds a terceira
semana de cultivo, sugerindo a ocorréncia de desenvolvimento folicular. Alguns autores cultivaram fragmentos
de cortex ovariano na presenca de FSH durante seis semanas e verificaram que, ao final do periodo de cultivo,
houve um percentual significativo de foliculos secundarios, e 99% dos foliculos apresentavam-se com a estrutura
intacta. A ocorréncia de mitoses nas células da granulosa confirmou que houve divisao celular durante o cultivo
(Rahimi et al., 2001).

Consideractes finais e perspectivas

O FSH desempenha uma funcéo essencial na estimulagdo do desenvolvimento folicular, principalmente
na fase antral. Entretanto, na fase pré-antral, esse hormonio atua indiretamente, estimulando a expressao de
fatores de crescimento que sdo importantes para a foliculogénese inicial. In vivo, essa gonadotrofina tem sido
largamente utilizada em programas de superovulagdo, IA e fecundagdo in vitro em animais domésticos e
humanos. Além disso, nos ultimos anos, varias pesquisas desenvolvidas em diferentes laboratérios
demonstraram a importancia do FSH no inicio do crescimento folicular, na proliferacdo das células da granulosa,
na formagdo do antro, bem como na inibicdo da atresia folicular. Entretanto, os resultados da aplicabilidade
desse horménio, tanto in vitro quanto in vivo, tém sido controversos, o que pode ser parcialmente devido as
diferentes preparacfes comerciais de FSH utilizadas.

Em conclusdo, o FSH desempenha um papel essencial na reprodugdo e na fertilidade de mamiferos.
Portanto, mais pesquisas sdo necessarias para uma melhor compreensdo do efeito das diferentes preparacdes
comerciais de FSH na foliculogénese, resultando, assim, em um avanco biotecnoldgico de grande importancia
para a reproducdo medicalmente assistida, tanto em animais domésticos como em humanos.
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