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Resumo

A foliculogénese ¢ coordenada por diversos fatores de crescimento e hormonios responsaveis por
garantir o sucesso do desenvolvimento folicular e oocitario. Para a obtengdo de oodcitos competentes, € necessaria
uma perfeita interacdo entre as células somaticas foliculares e o odcito, sendo esta potencialmente regulada por
fatores paracrinos produzidos no ovario. Dentre estes fatores, destacam-se a BMP-15 e o KL, sintetizados pelo
odcito e pelas células da granulosa, respectivamente. Este artigo revisa o importante papel da BMP-15 e do KL
na foliculogénese, enfocando suas caracteristicas, sitios de expressao, receptores e vias de sinalizagcdo, bem como
a interagdo entre estas duas substancias.
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Abstract

Folliculogenesis is coordinated by many growth factors and hormones responsible for ensuring the
success of follicular and oocyte development. To obtain competent oocytes is necessary to have a perfect
interaction between follicular somatic cells and the oocyte, which is potentially regulated by paracrine factors
produced in the ovary. Among these factors, we highlight BMP-15 and KL, synthesized by the oocyte and
granulosa cells, respectively. This article reviews the important role of BMP-15 and KL in folliculogenesis,
focusing on their characteristics, sites of expression, receptors and signaling pathways, as well as the
interaction between these two substances.
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Introducao

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional do ovario e consiste de um odcito circundado por uma
ou mais camadas de células somaticas (Knight e Glister, 2006). Durante a foliculogénese, processo que
corresponde a formagao e ao desenvolvimento de foliculos primordiais até o estagio pré-ovulatério, a morfologia
folicular ¢ alterada, sendo verificados o crescimento do oocito e a multiplicacdo e diferenciacao de suas células
circundantes (Bristol-Gould ¢ Woodruff, 2006). Como consequéncia, os odcitos inclusos nos foliculos em
desenvolvimento se tornam progressivamente maduros e competentes para garantir o sucesso dos fenomenos de
ovulagdo e fertilizagdo (Hutt et al., 2006b).

Nos estdgios iniciais da foliculogénese, fatores de crescimento produzidos localmente, tais como a
Ativina, o Kit Ligand, o Fator de Crescimento Epidermal (EGF) e as Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs),
exercem um papel determinante na manutengdo da viabilidade ¢ do crescimento folicular. Apds a formagdo do
antro, os foliculos tornam-se progressivamente dependentes das gonadotrofinas, e os fatores de crescimento
locais atuam inibindo ou potencializando a acdo destes hormonios (Fortune, 2003). Adicionalmente, evidéncias
indicam que as interagdes paracrinas entre o odcito e as células somaticas mediadas pelos fatores de crescimento
s80 cruciais para assegurar o perfeito desenvolvimento destes dois tipos celulares ao longo da foliculogénese
(Eppig, 2001; Eppig et al., 2002; Matzuk et al., 2002).

Dentre os fatores de crescimento, destacam-se a Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15) ¢ o Kit
Ligand (KL), os quais sdo considerados importantes fatores intraovarianos relacionados a foliculogénese em
mamiferos. A BMP-15 ¢é secretada pelo o6cito e apresenta um significativo papel mitogénico sobre as células da
granulosa, contribuindo positivamente para o desenvolvimento folicular durante as fases iniciais e finais da
foliculogénese (Otsuka et al., 2000; Juengel et al., 2004). O KL, por sua vez, ¢ expresso nas cé¢lulas da granulosa
e tem sido implicado na migracao, proliferacdo e sobrevivéncia de células germinativas primordiais (Zama et al.,
2005), na proliferacao das células da granulosa (Otsuka e Shimasaki, 2002), no crescimento e sobrevivéncia do
odcito (Jin et al., 2005) e na ativacdo de foliculos primordiais (Parrott e Skinner, 1999), dentre outras funcdes.
Ambos os fatores de crescimento, quando inativados por mutagdes, tém afetado negativamente o
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desenvolvimento folicular e a fertilidade de espécies mamiferas, incluindo ovinos e camundongos (Driancourt et
al., 2000; Galloway et al., 2000).

Dentro desse contexto, a presente revisdo abordara aspectos relacionados a foliculogénese, populagéo e
atresia folicular, enfatizando o papel da BMP-15 e do KL nestes processos, bem como suas caracteristicas
estruturais, sitios de expressdo, receptores e vias de sinalizagdo celular. Além disso, nesta revisdo, serdo também
descritos os efeitos resultantes das interagdes entre BMP-15 e KL, caracterizando esta importante comunicagao
entre o6cito e células da granulosa.

Foliculogénese

Em mamiferos, os estagios iniciais do desenvolvimento folicular sdo caracterizados pela migragdo de
células germinativas primordiais a partir do saco vitelinico para a goénada primitiva, com sua posterior
colonizagdo (Bristol-Gould ¢ Woodruff, 2006). Nas gonadas, as c¢lulas germinativas primordiais multiplicam-se
ativamente por mitose e diferenciam-se em oogonias, as quais adquirem um maior numero de organelas intracelulares
(Abir et al., 2006) e passam a ser denominadas o6citos primarios apds o inicio da primeira divisdo meiotica (Suh et al.,
2002). Em seguida, uma camada de células somaticas planas, também conhecidas como células da pré-granulosa,
originarias do mesonefro e/ou epitélio ovariano (McNatty et al., 2000; Juengel et al., 2002c¢), circundam os odcitos
primarios, formando os foliculos primordiais, e iniciando, assim, a foliculogénese (Eppig et al., 2004).

A foliculogénese pode ser definida como o processo continuo de formagdo, crescimento € maturagao
folicular, tendo inicio com a génese do foliculo primordial e culminando com o estagio de foliculo pré-ovulatério
(Van den Hurk e Zhao, 2005). De acordo com o estagio de desenvolvimento, os foliculos ovarianos podem ser
divididos em: a) foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios, que abrangem os foliculos primordiais, de transicdo,
primarios e secundarios e b) foliculos antrais ou cavitarios, compreendendo os foliculos terciarios, de De Graaf
ou pré-ovulatorios (Silva et al.,, 2004a). Os foliculos primordiais constituem o reservatério de foliculos
quiescentes, representando a maioria (95%) da populagdo folicular presente no ovario mamifero. O inicio do
crescimento dos foliculos primordiais, processo denominado ativagdo (McLaughlin e Mclver, 2009), caracteriza-
se pelo crescimento oocitario, pela multiplicacdo das células da granulosa e pela transformagao da morfologia
dessas células da forma pavimentosa para a forma ctbica (Skinner, 2005). A transi¢do do estagio primordial para
primario pode ser prolongada, e foliculos com células da granulosa de morfologia pavimentosa e ctbica sdo
frequentemente observados, sendo classificados como foliculos de transigao (Silva et al., 2004a).

Os foliculos primarios contém uma uUnica camada de células da granulosa com morfologia cubica
circundando o odcito. Nesse tipo de foliculo, as células da granulosa aumentam em niimero e tornam-se mais
volumosas (Van den Hurk et al., 1997), culminando com o desenvolvimento dos chamados foliculos secundarios
(Picton et al., 1998). Tais foliculos sdo caracterizados pela presenca de duas ou mais camadas de células da
granulosa cubicas localizadas em torno do odcito, bem como pela formacdo de uma camada de células tecais
envolvendo a membrana basal folicular (Van den Hurk e Zhao, 2005). Estas células da teca sdo recrutadas a
partir do estroma ovariano sob o estimulo de fatores de crescimento paracrinos, tais como o KL e o Fator de
Crescimento Fibroblastico basico (FGFb), os quais sdo sintetizados pelas células da granulosa e pelo odcito,
respectivamente, e apresentam atuagdo mutua neste processo (Knight e Glister, 2006).

Apds o crescimento dos foliculos secundarios ¢ a organizagdo das células da granulosa em varias
camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido folicular denominada antro. A partir desse
estagio, os foliculos passam a ser denominados antrais ou cavitarios. Os grandes foliculos antrais geralmente
possuem diametro acima de 3 mm e contém células da granulosa, diferenciadas em células do cumulus e células
murais, muitas camadas de células da teca e um grande espago contendo liquido folicular, além do odcito. O
desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por uma fase de crescimento, recrutamento, selegdo e
dominancia (van den Hurk e Zhao, 2005), sendo a formagdo de foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a
ovulagdo e formagao do corpo luteo, bem como para manutencao da fertilidade (Drummond, 2006).

Populacio e atresia folicular

Em muitos mamiferos, a populacdo folicular ovariana ¢ estabelecida ainda na vida intrauterina
(primatas e ruminantes; Knight e Glister, 2006) ou em um curto periodo de tempo apds o nascimento (roedores)
(Ojeda et al., 2000). Por outro lado, pesquisas tém demonstrado os mecanismos envolvidos na formacdo de
novas células germinativas e de foliculos em mulheres (Bukovsky et al., 2004) e camundongas adultas (Johnson
et al., 2004), resultantes da atuacdo de células-tronco possivelmente presentes na superficie do epitélio ovariano.

Independente da formagdo de novos foliculos na fase adulta, a quantidade total de foliculos presentes no
ovario mamifero difere entre espécies e individuos (Katska-Ksiazkiewicz, 2006), observando-se,
aproximadamente, 1.500 foliculos na camundonga (Shaw et al., 2000), 235.000 na vaca (Betteridge et al., 1989),
33.000 na ovelha (Amorim et al., 2000), 35.000 na cabra (Lucci et al., 1999) e em torno de 2.000.000 na mulher
(Erickson, 1986). Apesar da grande populagdo folicular existente no ovario, a quase totalidade dos foliculos
(99,9%) nao chega até a ovulagdo, pois morre por um processo natural denominado atresia, o qual ocorre por via
apoptdtica ou pelo processo degenerativo de necrose (Van Cruchten e Van den Broeck, 2002).
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A apoptose ou morte celular programada é um processo determinado geneticamente que depende da
expressdo de genes pro e antiapoptdticos € tem como caracteristica marcante a fragmentacdo do DNA a cada
180-200 pares de base (Hussein, 2005). De acordo com o estimulo inicial, a apoptose pode ocorrer por
intermédio de receptores de superficie celular (receptores de morte), constituindo a via extrinseca, ou ainda por
meio da mitocondria, constituindo esta a via intrinseca (Joza et al., 2002; Elmore, 2007). Independente da via,
duas familias importantes regulam o processo apoptdtico: a familia das caspases, consideradas as executoras
principais da via apoptotica, e a familia Bcl-2, a qual compreende tanto membros antiapoptdticos (Bcl-2, Bel-xL)
quanto membros pro-apoptdticos (Bax, Bid, Bik; Hussein, 2005; Greenfeld et al., 2007).

Ja no que se refere ao processo degenerativo de necrose, este ¢ iniciado por uma perda da homeostase
celular e ¢ caracterizado pela lise e desintegragao da célula (Bras et al., 2005). Em geral, a necrose ¢ iniciada por
mecanismos ndo celulares como isquemia, deficiéncia na concentracdo de ATP (Bathia, 2004) e traumas,
levando a danos irreversiveis na célula (McCully et al., 2004). Além disso, trabalhos tém sugerido que
mecanismos “ativos”, como uma sobrecarga de Na', acimulo de Ca** e mudangas na permeabilidade da
mitocondria, podem também participar ¢ levar ao processo necrético (Padanilam, 2003).

Independente da via efetora, apoptotica ou degenerativa (necrose), a atresia ¢ observada em qualquer
estagio do desenvolvimento folicular, sendo, no entanto, predominante na fase antral (Markstrom et al., 2002).
Além de ser regulada por fatores endocrinos, como os horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH),
fatores paracrinos também influenciam na decisdo da morte celular durante a foliculogénese. Segundo Jin et al.
(2005), o KL ¢ capaz de inibir a apoptose nos oocitos de foliculos primordiais por meio do aumento na expressao
de proteinas antiapoptoticas, como a Bcl-2 e a Bel-xL. Outros estudos tém demonstrado ainda que o KL previne
a ocorréncia de sinais de degeneracdo em odcitos de foliculos pré-antrais apos cultivo in vitro (Klinger e De
Felici, 2002). Trabalhos utilizando a BMP-15, por sua vez, também t€m verificado seu importante papel na
prevencao da atresia em células somaticas foliculares (Hussein et al., 2005; Yoshino et al., 2006).

Tendo em vista a importdncia da BMP-15 e do KL no controle da atresia e do desenvolvimento
folicular, sera feita a seguir uma abordagem mais detalhada acerca da atuacgéo de tais fatores nestes processos.

Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15)
Caracteristicas estruturais e sitios de expressdo da proteina BMP-15

A proteina BMP-15, também conhecida como Fator de Crescimento e Diferenciagdo 9B (GDF-9B),
corresponde a um dos 35 membros da superfamilia TGF-B, a qual é composta pelo horménio antimulleriano
(AMH) e pelos constituintes das subfamilias TGF-f, ativina/inibina, GDF, GDNF ¢ BMP, sendo esta ultima
formada por aproximadamente 20 membros (BMP-1, -2, -3, -4, -6, -7 ¢ -15, dentre outros; Knight ¢ Glister,
2006). Uma caracteristica comum da maioria dos ligantes da superfamilia TGF-3 ¢ a presenca de sete residuos
de cisteina conservada, dentre os quais seis estdo envolvidos na formacdo de uma estrutura tridimensional
conhecida como “né de cisteina”. O residuo ndo envolvido na constituigdo desta estrutura forma uma ponte
bissulfidica entre duas subunidades, resultando na formagdo de um dimero ligado covalentemente (Vitt et al.,
2001; Fig. 1). A BMP-15, de modo interessante, apresenta apenas seis das sete cisteinas conservadas, sendo
privada do quarto residuo de cisteina, responsavel pela dimerizagdo das subunidades (Dube et al., 1998). Essa
caracteristica, contudo, ndo interfere na formacao de estruturas diméricas da proteina, visto que as subunidades
podem também interagir por meio de ligagdes do tipo ndo covalente (Liao et al., 2003).
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Figura 1. Esquema ilustrando o nd de cisteina e a ponte bissulfidica da maioria dos membros da superfamilia
TGF-B. Note os seis residuos de cisteina conservada (1, 2, 3, 5, 6 e 7) envolvidos na formagdo do n6 de cisteina

(estrutura tridimensional) e o residuo 4 implicado na formagdo da ponte bissulfidica responsavel pela
constitui¢do de dimeros ligados covalentemente.
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A BMP-15, como os demais membros da superfamilia TGF-f, ¢ traduzida como uma pré-proproteina
composta de um sinal peptidico, uma pro-regido e uma regido madura, sendo esta ultima dotada dos residuos de
cisteina (Dube et al., 1998; Juengel e McNatty, 2005). Apds a remogdo do sinal peptidico, a pro-proteina sofre
dimerizagdo e € posteriormente clivada por enzimas proteoliticas em um sitio especifico (RXXR), resultando na
geracdo da proteina madura bioativa (Shimasaki et al., 2004; Fig. 2). Durante a dimerizagdo, a regido madura da
BMP-15 pode se ligar a outra molécula idéntica, formando homodimeros, ou a um outro membro da
superfamilia TGF-f, caracterizando a formacdo de heterodimeros. Tal informacdo foi de fato demonstrada por
Liao et al. (2003), os quais verificaram a forma¢do de homodimeros e heterodimeros da BMP-15 e do Fator de
Crescimento e Diferenciagdo 9 (GDF-9) em linhas celulares transfectadas.

R:mqgﬁtla Remog¢io
osina : do sinal
peptidico ( ' peptidico

Proteina madura dimérica bioativa

Figura 2. Estrutura e dimerizagdo da BMP-15. A BMP-15 apresenta-se inicialmente como uma pré-proproteina
dotada de um sinal peptidico (S-P), uma pro-regido (ProR) e uma regido madura (R-M). Ap6s a remogao do S-P,
ocorre a dimerizagdo da pro-proteina através de ligacGes ndo-covalentes entre as R-M das subunidades. Em
seguida, enzimas proteoliticas clivam a pro-proteina no sitio RXXR, separando a ProR da R-M, o que resulta na
formagdo da proteina madura dimérica bioativa.

No ovario da maioria das espécies, a proteina ¢ o RNAm para a BMP-15 sdo encontrados
exclusivamente no odcito (Laitinen et al., 1998; Eckery et al., 2002; Juengel et al., 2002a), sugerindo esta
estrutura como fonte primaria da BMP-15 neste orgdo. A proteina foi primeiramente observada nos odcitos de
foliculos primarios de ovinos (Galloway et al., 2000), humanos (Aaltonen et al., 1999), ratos (Jaatinen et al.,
1999) ¢ camundongos (Laitinen et al., 1998) e em foliculos primordiais de pequenos marsupiais (Eckery et al., 2002).
Em caprinos, a presenca da BMP-15 foi mostrada nos odcitos de todas as categorias foliculares, bem como nas células
da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais (Silva et al., 2004b). Além do ovario, o RNAm para a BMP-
15 ja foi identificado na hipdfise (Otsuka e Shimasaki, 2002) ¢ rete testis (Aaltonen et al., 1999; Galloway et al., 2000)
de algumas espécies, indicando possiveis a¢des desta proteina em outros 6rgaos ¢ sistemas.

Receptores e vias de sinalizagdo celular da BMP-15

A maioria dos membros da superfamilia TGF-p, com exce¢do da subfamilia do fator neurotrofico
derivado de células gliais (GDNF) ¢ da inibina, exerce seus efeitos sobre as células-alvo por meio da ligagdo
com dois receptores serina/treonina quinase presentes na superficie celular, denominados de receptores Tipo I e
Tipo II (Chang et al., 2002). Até o presente momento, sete receptores Tipo I e cinco receptores Tipo II ja foram
identificados em mamiferos. Dentre estes, o0 ALK-6 (quinase do tipo receptor de ativina 6 - Tipo I) e 0o BMPR-II
(Tipo II) tém sido caracterizados como os receptores de maior afinidade para a BMP-15 (Moore e Shimasaki,
2005; Knight e Glister, 2006). Em ovelhas, a proteina e o RNAm para ALK-6 ¢ BMPR-II foram detectados tanto
nas células da granulosa quanto nos oocitos de foliculos pré-antrais (Wilson et al., 2001; Souza et al., 2002). De
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modo similar, em cabras foi verificada a expressdo do RNAm para estes dois receptores nos odcitos e nas células
da granulosa de foliculos antrais (Silva et al., 2004b), sugerindo, assim, um importante papel da BMP-15 na
regulagdo da funcdo destes dois tipos celulares durante o desenvolvimento folicular.

Durante sua agdo bioldgica na célula, a BMP-15 se liga primariamente ao receptor ALK-6 e, em
seguida, promove o recrutamento do receptor BMPR-II para o complexo pré-formado (Moore et al., 2003;
Shimasaki et al., 2004). Este ltimo receptor, por conseguinte, induz a fosforilagdo do ALK-6 ja previamente
ligado a proteina, determinando a fosforilagdo de moléculas de sinalizagdo intracelular denominadas Smads.
Essas moléculas, classificadas como Smads 1, 5 e 8, interagem com outra molécula (Smad 4), resultando na
formacdo de um complexo sinalizador que € translocado para o nicleo a fim de regular a transcri¢do de genes-
alvo e, deste modo, determinar a acdo da proteina (Moore e Shimasaki, 2005; Fig. 3).

Citoplasma

Figura 3. Via de sinalizagdo da BMP-15. A BMP-15 se liga primariamente ao receptor ALK-6, ao qual apresenta
maior afinidade, e em seguida recruta o receptor BMPR-II constitutivamente fosforilado. O BMPR-II, por sua
vez, transfosforila o ALK-6 previamente ligado 8 BMP-15, induzindo a fosforilagao das proteinas de sinalizagdo
intracelular, denominadas Smads 1, 5 e 8. Os Smads 1, 5 e 8 fosforilados interagem com o Smad 4 e o complexo
formado ¢ translocado para o nticleo, onde interage com fatores transcricionais e regula a expressao de genes-
alvo, determinando a a¢do da proteina.

Além da via de sinalizagdo celular mediada pelos Smads, evidéncias indicam que outras vias
sinalizadoras também estdo envolvidas na acdo da BMP-15 e de outras BMPs (Von Bubnoff ¢ Cho, 2001; Nohe
et al., 2002). Nesse contexto, estudos tém demonstrado que proteinas-quinases ativadas por mitdogenos (MAPK)
podem modular a transducdo de sinais das BMPs por meio da atuagdo em pontos comuns com a via Smad. De
fato, tem-se verificado que moléculas MAPK ativadas podem transduzir positivamente os sinais de proteinas
BMPs (Su et al., 2002) ou atuar como inibidores da sinalizagdo Smad (Von Bubnoff e Cho, 2001). Segundo
Moore et al. (2003), os efeitos positivos da BMP-15 sobre a proliferaco e diferenciacdo das células da granulosa
sdo dependentes da atuagdo de moléculas especificas da familia MAPK, o que reforga a existéncia de uma via
alternativa para regulagdo da a¢do da BMP-15. Adicionalmente, verificou-se que a folistatina, importante
proteina de ligacdo expressa nas células da granulosa, pode bloquear a bioatividade da BMP-15 (Otsuka et al.,
2001a), consistindo em uma via complementar de regulagdo da proteina.

Papel da BMP-15 na foliculogénese e fertilidade

A BMP-15 tem sido considerada um importante regulador do desenvolvimento folicular e da ovulagio
em mamiferos (Galloway et al., 2000; Shimasaki et al., 2004; Juengel et al., 2004; McNatty et al., 2005a).
Inicialmente, estudos realizados em roedores caracterizaram a BMP-15 como um potente estimulador da
proliferacdo das células da granulosa, demonstrando intensa capacidade de aumentar a incorporagdo da timidina-
H® e o numero de células foliculares in vitro (Otsuka et al., 2000). Posteriormente, essa a¢io da BMP-15 foi
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confirmada em estudos com células da granulosa de humanos (Di Pasquale et al., 2004) e ruminantes (McNatty
et al.,, 2005b), nos quais também foi verificada sua intensa atividade mitética nestas células. Além dessa
caracteristica, a BMP-15 pode estimular o desenvolvimento de foliculos primordiais e primarios em roedores
(Otsuka et al., 2000; Fortune, 2003) ¢ aumentar a expressdo do KL nas células da granulosa de ratas (Otsuka e
Shimasaki, 2002).

A proteina BMP-15 tem sido reconhecida ainda como um importante inibidor da expressao do receptor
de FSH em células da granulosa, determinando o bloqueio da sintese de progesterona induzida pelo FSH e
inibindo também a expressdo de proteinas (StAR e P450scc) envolvidas na esteroidogénese e estimuladas por
esta gonadotrofina (Otsuka et al., 2001b). Essa caracteristica tem sido intrinsecamente relacionada a habilidade
da BMP-15 em induzir a inibigdo do processo de luteinizacdo precoce (Otsuka et al., 2001b; Shimasaki et al.,
2004). Em ovelhas (Juengel et al., 2002a) e peixes (Clelland et al., 2006), observou-se que a BMP-15 apresenta
um papel relevante no desenvolvimento folicular até o estdgio ovulatério, sugerindo a efetiva participacao desta
proteina durante os estagios iniciais ¢ finais da foliculogénese. De fato, estudos com imunizagdo passiva contra a
BMP-15 revelaram que ovelhas imunizadas apresentavam quantidade reduzida de foliculos em estagios
superiores ao primario ¢ ainda baixa taxa de formagao de antro e ovulagdo (Juengel et al., 2002a, b).

Ovelhas Inverdale e Hanna, por apresentarem mutagdes inativadoras da BMP-15 (FecX' e FecX"),
constituem modelo interessante para a compreensdo do papel desta proteina no controle da foliculogénese, bem
como na determinacdo da fertilidade e da taxa de ovulacdo. Nestes animais, a mutagdo em homozigose causa
infertilidade com bloqueio da foliculogénese no estagio de foliculo primario e, quando em heterozigose, resulta
em aumento significativo na taxa de ovula¢do (Galloway et al., 2000). Acredita-se que a auséncia de
bioatividade da BMP-15 nas ovelhas homozigotas comprometeria a proliferacdo das células da granulosa e o
subsequente desenvolvimento folicular, culminando com o bloqueio no estagio de foliculo primario. Contudo,
nas ovelhas heterozigotas, as maiores taxas ovulatorias possivelmente seriam resultantes do aumento da
sensibilidade ao FSH, ja que a BMP-15 inibe a expressdo de receptores para essa gonadotrofina (Otsuka et al.,
2001b). O FSH, por sua vez, atuaria acelerando o desenvolvimento folicular e induzindo a ovulagdo precoce nos
pequenos foliculos em crescimento (Shimasaki et al., 2004).

A importante atuacdo da BMP-15 na fertilidade de ovelhas foi confirmada em estudos complementares
nesta espécie, nos quais se observou que mutagdes adicionais no gene que codifica a proteina BMP-15 (FecX®,
FecX® e FecX") foram determinantes do mesmo fenétipo de ovelhas Inverdale e Hanna, resultando similarmente
em alta taxa de ovulag@o nas ovelhas heterozigotas e infertilidade nas homozigotas (Hanrahan et al., 2004; McNatty et
al., 2005¢). Em humanos, uma mutacdo neste gene tem sido também verificada em mulheres com infertilidade
ocasionada por falha ovariana hipergonadotréfica (Di Pasquale et al., 2004). De fato, a proteina recombinante com esta
mutacdio ndo apresentou atividade biologica e ainda desenvolveu um papel antagonista a proteina BMP-15 sem
mutagdo (Di Pasquale et al., 2004). Outros estudos em humanos tém identificado mutagdes no gene da BMP-15
associadas com falha ovariana prematura (Di Pasquale et al., 2006; Dixit et al., 2006) ou, mais precisamente, com
insuficiéncia ovariana primaria (Welt, 2008). No entanto, os mecanismos pelos quais tais mutagdes afetam a estrutura
e a fun¢do da proteina permanecem ainda desconhecidos (McMahon et al., 2008).

Diferentemente de ovinos ¢ humanos, o papel da BMP-15 na foliculogénese em camundongos tem se
mostrado menos significativo. Nesta espécie, a delegdo completa do segundo exon do gene codificador da BMP-
15 resultou apenas em subfertilidade nos animais homozigotos, com auséncia de alteragdes detectaveis nos
heterozigotos (Yan et al., 2001). Uma avaliagdo histologica nos ovarios dos camundongos homozigotos mostrou
que a auséncia de BMP-15 bioativa nao comprometeu o desenvolvimento folicular normal, sendo a
subfertilidade observada nestes individuos resultante de defeitos somente na ovulagao e fertilizagdo (Yan et al.,
2001). Considerando a importante atuagdo da BMP-15 na foliculogénese e na fertilidade de humanos e ovinos
(espécies monovulatorias), e os minimos efeitos desta proteina em camundongos (espécie poliovulatéria), tem-se
sugerido a ocorréncia de diferencas espécie-especificas relacionadas aos efeitos causados pelas mutagdes no
gene da BMP-15 (Yan et al., 2001; Galloway et al., 2002). De fato, um estudo recente demonstrou que existem
diferengas entre espécies mono ¢ poliovulatorias e que estas podem ser atribuidas ao momento do processamento
da pré-proteina BMP-15 em sua forma madura (ativa; Yoshino et al., 2006). Segundo tal estudo, em mamiferos
monovulatérios, este processamento ocorre desde o inicio da foliculogénese, enquanto nas espécies
poliovulatdrias, ele ¢ iniciado apenas no momento da ovulag@o.

Com o intuito de potencializar os efeitos individuais da BMP-15 ¢ assim reforcar sua atuagdo sobre a
foliculogénese, esta proteina tem sido frequentemente associada ao GDF-9 (McNatty et al., 2005a, b). Um efeito
potencializado desses dois fatores de crescimento foi evidenciado em células da granulosa de ratas, nos quais a
BMP-15 ¢ o GDF9 (ambos de origem ovina), atuando isoladamente, foram incapazes de estimular a
incorporacao da timidina-H*, mas, quando associados, aumentaram de quatro a nove vezes a incorpora¢io deste
marcador. Aliada a isto, a combinacdo de BMP-15 e GDF-9 inibiu significativamente a produgdo de
progesterona e estimulou a sintese de inibina-o, o que & foi observado quando ambos os fatores foram
adicionados separadamente (McNatty et al., 2005a). De modo similar, efeitos cooperativos da BMP-15 e do
GDF-9 também foram observados em alguns parametros relacionados as células da granulosa de bovinos e
ovinos, incluindo a incorporagio da timidina-H® e a inibigdo da sintese de progesterona (McNatty et al., 2005b).
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Visto que a BMP-15 ¢ o GDF-9 sdo secretados pelo odcito durante todo o crescimento folicular, evidéncias
sugerem que estes dois fatores de crescimento interagem entre si, atuando nas células-alvo como um tnico
complexo funcional (Juengel ¢ McNatty, 2005).

A interagdo entre BMP-15 ¢ GDF-9 foi adicionalmente relatada em estudos com cultivo de complexos
cumulus-oocitos (COCs) bovinos, nos quais se observou que os COCs tratados com estes dois fatores de
crescimento apresentaram aumento no potencial de desenvolvimento oocitario até o estagio de blastocisto
(Hussein et al., 2006). Neste mesmo trabalho, também foi constatada uma reducdo na competéncia do
desenvolvimento oocitario apos a utilizacdo de antagonistas da BMP-15 (folistatina) ou do GDF-9 (SB431542)
durante o cultivo in vitro. Outros estudos com cultivo de COCs revelaram a importante atuagdo da BMP-15
sobre a expansao das células do cumulus em camundongos (Yoshino et al., 2006), bem como sobre a inducdo da
glicolise e expressdo génica de enzimas glicoliticas nestas células (Sugiura et al., 2007). Esta tltima fung¢ao foi
atribuida a BMP-15 em associacdo com outro fator de crescimento secretado pelo odcito, denominado Fator de
Crescimento Fibroblastico 8B (FGF8B). Considerando-se que os odcitos de mamiferos sdo deficientes na
realizagdo da via glicolitica ¢ dependem de produtos da glicélise oriundos das células do cumulus, a BMP-15 ¢ o
FGFS8B, por causarem efeitos positivos sobre o processo glicolitico, apresentam presumivelmente um papel
relevante sobre o desenvolvimento do oocito in vivo (Sugiura et al., 2007; Li et al., 2008).

Kit Ligand (KL)
Caracteristicas estruturais e sitios de expressdo da proteina KL

O KL, também conhecido como Fator Stem Cell (FSC), é um fator de crescimento pluripotente
envolvido na diferenciacdo ¢ no crescimento de algumas linhagens de células-tronco hematopoiéticas,
neuroblastos, melanoblastos e células germinativas primordiais (Galli et al., 1994). A proteina KL, codificada
pelo gene Steel (SI), é expressa como uma molécula soliivel (KL-1) ou como uma molécula associada a
membrana (KL-2), dependendo de como o RNAm ¢é processado apds a transcrigdo (Huang et al., 1992).
Inicialmente, o KL-1 e o KL-2 encontram-se associados @ membrana, apresentando em sua estrutura um dominio
extracelular, um dominio transmembranario hidrofobico e uma pequena cauda citoplasmatica (Hutt et al.,
2006b). Como mostrado na Fig. 4, o KL-1 ¢ eficientemente clivado, liberando seu dominio extracelular como
um produto soluvel devido a presenca de um sitio de clivagem proteolitico em sua estrutura, codificado por um
exon especifico (exon 6). Ja o KL-2 ndo apresenta este sitio de clivagem, em decorréncia da auséncia do exon 6,
permanecendo estavelmente ancorado a membrana (Huang et al., 1992).
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Figura 4. Estrutura das isoformas do KL. O KL-1 e o KL-2 encontram-se inicialmente ancorados a membrana,
sendo dotados de um dominio extracelular, um dominio transmembranario hidrofébico e uma pequena cauda
citoplasmatica. O KL-1, contudo, sofre protedlise devido a presenca de um sitio de clivagem codificado pelo
exon 6, resultando na liberagdo de seu dominio extracelular (forma solavel). Ja o KL-2 permanece estavelmente
ancorado a membrana, em virtude da auséncia do exon 6 ¢ do sitio de clivagem proteolitica.
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Sob condi¢des fisiologicas, o KL se apresenta em sua forma monomérica (Hsu et al., 1997). No entanto,
evidéncias sugerem que as atividades biologicas de ambas as isoformas do KL (KL-1 ¢ KL-2) sdo dependentes
da formagdo de homodimeros ligados nao covalentemente (Arakawa et al., 1991; Hsu et al., 1997). Aliado a isto,
tem-se hipotetizado que a dimerizagdo regula a ativagdo do receptor e influencia a afinidade de ligagdo da
proteina, refletindo em sua atividade (Zhang et al., 2000). A atividade biologica do KL tem sido relacionada
ainda a presenca de residuos de aminoacidos em sua molécula (Langley et al., 1994; Matous et al., 1996), bem
como a formacdo de sitios de glicosilagdo (Lu et al., 1992; Hutt et al., 2006b). Os aminoacidos, dentre outras
fungdes, desempenham importante papel no transporte do KL para a superficie celular. De fato, Paulhe et al.
(2004) verificaram que o transporte de KL para a membrana plasmatica necessita de um residuo de valina C-
terminal localizado préximo aos dominios transmembrana e citoplasmatico.

No ovario, a expressio do RNAm para o KL ja foi mostrada nas células da granulosa de diversas
espécies, incluindo humanos (Hoyer et al., 2005), roedores (Manova et al., 1993; Ismail et al., 1996), ovinos
(Tisdall et al., 1997) e caprinos (Silva et al., 2006). Em camundongas (Manova et al., 1993) ¢ ovelhas (Tisdall et
al., 1997), a expressdo do KL foi detectada nas células da granulosa em todos os estagios do desenvolvimento
folicular. Similarmente, em ovarios de fetos humanos, a presenga dessa proteina foi identificada nas células da
granulosa tanto de foliculos pré-antrais quanto de foliculos antrais iniciais (Hoyer et al., 2005). Ja em caprinos, a
proteina e 0 RNAm para o KL e para o seu receptor (c-kit) foram verificados em todas as categorias foliculares e
ainda no corpo luteo, na superficie do epitélio ovariano ¢ no tecido medular do ovario (Silva et al., 2006),
sugerindo um importante papel do KL sobre a foliculogénese e a atividade luteal, bem como sobre a regulagao
de outros processos locais. Adicionalmente, alguns estudos com foliculos murinos detectaram a expressdo do KL
no odcito. No entanto, acredita-se que essa localizag@o da proteina tenha resultado da endocitose mediada pelo c-
kit, estavelmente expresso nessa estrutura (Kang et al., 2003; Hutt et al., 2006D).

Receptores e vias de sinalizagdo celular do KL

O KL exerce seus efeitos biologicos por meio da ligagdo com um receptor tirosina-quinase, denominado
c-kit. Durante o desenvolvimento ovariano pos-natal, o RNAm e a proteina do c-kit sdo encontrados nos o6citos
em todos os estagios do desenvolvimento folicular, bem como em células intersticiais e tecais de foliculos antrais
de roedores (Motro e Bernstein, 1993), ovinos (Clark et al., 1996) e caprinos (Silva et al., 2006). Além disso, o
c-kit também tem sido identificado em células germinativas primordiais de roedores (Manova et al., 1990) e
ovinos (Clark et al., 1996) durante a migragdo para a génada e o processo de multiplicacdo por mitose (Hutt et
al., 2006b).

Durante a ligacdo do KL ao seu receptor c-kit, diferentes padrdes de sinalizagdo podem ser ativados.
Nesse contexto, diversos estudos tém contribuido para elucidar melhor o padrio de sinalizagdo do sistema KL/c-
kit via PI3K-AKT-FKHRL1 e PTEN (Fig. 5). A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) ¢ um padrdo de sinalizagdo
fundamental para a regulacdo da proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo e metabolismo celular, além de ter um
importante papel na regulacdo da ativacdo de foliculos primordiais (Cantley, 2002; John et al., 2009). Em
estudos realizados por Reddy et al. (2005) utilizando ovarios de camundongas e ratas, observou-se que o padrao
PI3K no odcito ¢ regulado pelo KL oriundo das células da granulosa, sendo este padrdo de grande importincia
para o desenvolvimento folicular inicial. Esses estudos sugerem que as agdes do KL na transi¢cdo de foliculos
primordiais para primarios ¢ no seu posterior desenvolvimento podem envolver a ativagdo da AKT e a inibigdo
da atividade do FKHRL1 no odcito. De fato, a ativacdo da PI3K nos odcitos leva a fosforilagdo da AKT
serina/treonina-quinase e do fator de transcricio FKHRL1 em odcitos de camundongas e ratas, resultando na
ativagdo da AKT e na supressdo do FKHRL1 (Reddy et al., 2005). A AKT ¢ uma molécula sinalizadora
conhecida por aumentar a proliferagdo e a sobrevivéncia celular, bem como a sintese de glicogénio e proteina
(Blume-Jensen e Hunter, 2001). O FKHRLI1 (Foxo3a), por sua vez, corresponde a um membro da subfamilia
FOXO de fatores de transcri¢do, a qual consiste do Foxo3a, Foxol (FKHR) e Foxo4 (AFX), todos efetores
negativos do padrao PI3K/AKT/PTEN (Tran et al., 2003). Além disso, o FKHRLI, substrato da AKT, é um fator
transcricional que leva a apoptose e a parada do ciclo celular. Portanto, tem sido sugerido que a AKT estimula o
desenvolvimento do odcito, enquanto o FKHRL1 o inibe. Vale ressaltar que, além do FKHRL1 (Foxo 3a), o
Foxol e o Foxo4 também podem ser fosforilados pela via PI3K, resultando na inibicdo da apoptose e na ativacio
do ciclo celular (Accili e Arden, 2004).

Recentemente, John et al. (2008) também demonstraram que o padrio PI3K-AKT, ativado pela
interacdo KL/c-kit, tem um papel chave no inicio do crescimento do odcito e atua via FKHRL1. A ablagdo da
fosfatase lipidica especifica do odcito, PTEN (fosfatase e tensina homologa com dele¢do no cromossomo 10),
resultou na hiperativa¢do da AKT, hiperfosforilagdo e exportagdo nuclear do FKHRL1, culminando na ativacdo
global dos foliculos primordiais e em falha ovariana prematura. Aliadas a isto, evidéncias genéticas de
camundongas com auséncia de PTEN (maior regulador negativo do padrao PI3K) nos odcitos mostraram que
houve ativagdo de todo o reservatorio de foliculos primordiais no ovario (Castrillon et al., 2003), demonstrando o
relevante papel do padrdo de sinalizagdo PI3K, estimulado pelo KL, sobre o desenvolvimento oocitario e
folicular.
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Figura 5. Via de sinalizagdo do KL. A fosfatase lipidica especifica do odcito (PTEN) atua como um regulador
negativo do padrdo PI3K/AKT, induzindo a ativagdo do fator de transcrigdo FKHRLI e o consequente bloqueio
do desenvolvimento oocitario (quiescéncia). A ativacdo do sistema KL/c-kit, por sua vez, ativa o padrio
PI3K/AKT, ocasionando a supressdo do FKHRLI e resultando no estimulo ao desenvolvimento e crescimento
do odcito.

Interacao KL/c-kit durante a oogénese e o desenvolvimento folicular

O sistema KL/c-kit possui diversos papéis sobre a oogénese e a foliculogénese em espécies mamiferas
(Thomas e Vanderhyden, 2006; Hutt et al., 2006b; Celestino et al., 2009). No que diz respeito a oogénese, varios
estudos com embrides tém observado a participa¢do da proteina KL e de seu receptor na migragdo de células
germinativas primordiais (CGP) em direcdo a gonada ovariana primitiva (Matsui et al., 1990; Keshet et al., 1991;
Molyneaux e Wylie, 2004). Evidéncias indicam que o KL, expresso em células somaticas ao longo da via
migratéria (Fleischman, 1993), interage com o receptor c-kit presente na superficie das CGP, direcionando a sua
migracdo. Essa hipotese tem sido reforgada por estudos com embrides de camundongos, nos quais mutagdes nos
genes do KL e do c-kit (Steel e White spotting) determinaram falhas ou alteragdes na migra¢do das CGP até a
gonada primitiva (McCoshen e McCallion, 1975; Buehr et al., 1993).

Trabalhos realizados in vitro e in vivo demonstraram a participagdo do KL também na proliferacdo e
sobrevivéncia de CGP (Dolci et al., 1991; Matsui et al., 1991; Sakata et al., 2003). Segundo Sakata et al. (2003),
a atuacdo do KL sobre a sobrevivéncia deste tipo celular ocorre em virtude dos seus efeitos negativos sobre a
apoptose mediada pelo ligante Fas. Estes pesquisadores mostraram que a ativagdo do receptor c-kit regula
negativamente a apoptose nas CGP induzida pelo Fas e que a adi¢do in vifro de KL exdgeno suprime a expressao
deste ligante (Sakata et al., 2003). Outro importante estudo também tem sugerido que o KL, em sinergismo com
o Fator de Crescimento semelhante a Insulina I (IGF-I) e com o Fator Inibidor da Leucemia (LIF), promove a
entrada das CGP na primeira divisdo meiodtica, o que possivelmente estd associado ao efeito positivo do KL
sobre a sobrevivéncia das células germinativas (Lyrakou et al., 2002). Adicionalmente, um papel antiapoptotico
do sistema KL/c-kit tem sido observado em oogonias e o6citos derivados de gonadas fetais (Driancourt et al.,
2000).

O KL, em associacdo ao seu receptor c-kit, tem sido considerado um dos reguladores-chave do
crescimento folicular, atuando na ativa¢do de foliculos primordiais ¢ no seu desenvolvimento além do estagio
primario. Essa informagdo foi inicialmente demonstrada por Yoshida et al. (1997) em um experimento in vivo
utilizando camundongas tratadas com anticorpo anti-c-kit (ACK-2). Nesse experimento, observou-se que o
bloqueio da fungdo do receptor afetou o recrutamento de foliculos primordiais, e ainda o crescimento de
foliculos primarios, a formacdo de antro ¢ o desenvolvimento de foliculos pré-ovulatorios. Posteriormente,
Parrott e Skinner (1999) comprovaram a atuagdo do KL sobre o desenvolvimento de foliculos primordiais por
meio do cultivo in vitro de tecido ovariano de ratas. De modo similar ao experimento in vivo, os resultados desse
estudo mostraram que a inclusdo do anticorpo ACK-2 no meio de cultivo bloqueou o inicio do crescimento
folicular, enquanto a adi¢do de KL induziu a um aumento no percentual de foliculos em desenvolvimento. Mais
recentemente, estudos in vitro também observaram os efeitos do KL sobre a ativagdo folicular em outras

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.34, n.1, p.3-20, jan./mar. 2010. Disponivel em www.cbra.org.br 11



DY

Lima et al. Papel da Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15) e Kit Ligand (KL) na regulagio da foliculogénese em mamiferos.

espécies, como humanos (Carlsson et al., 2006) e caprinos (Celestino et al., 2010). Nesta tltima espécie, além da
ativagdo, a adicdo de KL (50 ng/mL) in vitro também promoveu a manutencdo da sobrevivéncia folicular.
Embora este conjunto de achados demonstre a atuagdo do KL na ativagdo de foliculos primordiais, tem-se
verificado que outros fatores de crescimento estdo envolvidos juntamente com o KL na potencializagdo deste
processo, destacando-se o FGFb ¢ o Fator de Crescimento Queratinocito (KGF). Estudos tém demonstrado que o
FGFb e o KGF agem nas células da granulosa estimulando a expressdo de KL, o qual, por sua vez, passa a atuar
sinergicamente com estes dois fatores na ativagdo folicular (Nilsson e Skinner, 2004; Kezele et al., 2005). Além
destes, outros fatores de crescimento também parecem estar implicados no processo de ativacdo, incluindo as
Proteinas Morfogenéticas Osseas 4 ¢ 7 (BMP-4 e BMP-7) e o LIF (Nilsson et al., 2002; Nilsson e Skinner, 2003;
Lee et al., 2004).

O sistema KL/c-kit também tem sido implicado na indugdo do crescimento oocitario durante os estagios
iniciais da foliculogénese. Packer et al. (1994), utilizando ovarios de camundongas com 8 dias de idade,
verificaram que o tratamento in vitro de foliculos com KL aumentou significativamente a taxa de crescimento
dos oocitos. Contrariamente, Cecconi ¢ Colonna (1996) ndo observaram efeitos deste fator sobre oocitos de
camundongas de 12 dias de idade, sugerindo que o KL pode ter variagdes em sua fun¢do de acordo com as fases
de desenvolvimento oocitario. Mais recentemente, Hutt et al. (2006a) identificaram a atuag@o estimulatoria do
KL sobre o crescimento de odcitos de camundongas recém-nascidas e de coelhas jovens, demonstrando nesse
estudo que este fator pode agir diferentemente entre espécies. Nas camundongas, o aumento no didmetro
oocitario induzido pelo KL foi significativo apenas em foliculos primordiais e primarios iniciais. Nas coelhas,
contudo, o KL exodgeno induziu ao crescimento dos oocitos em fases mais avangadas do desenvolvimento
folicular, atuando tanto em foliculos iniciais (primordiais e primarios) quanto em foliculos primarios em
crescimento.

Mudangas na concentracdo das isoformas do KL tém resultado em efeitos distintos sobre o
desenvolvimento oocitario. Um estudo inicial realizado por Thomas et al. (2005) revelou que, em complexos
células da granulosa-odcito (CGO) cultivados em baixas concentragdes de FSH, a proporcdo KL-1/KL-2 é
reduzida em decorréncia da elevacdo na concentragdo de RNAm para KL-2. Este padrao de expressao resultou
em aumento do didmetro dos odcitos, sugerindo que o correto equilibrio entre estas duas isoformas ¢ necessario
para o adequado desenvolvimento oocitario in vitro e que o KL-2 seria presumivelmente a principal isoforma
envolvida no crescimento dos odcitos. Essa hipotese foi posteriormente confirmada em outro estudo desta
mesma equipe, no qual se verificou que o aumento no didmetro oocitario ocorreu somente quando oocitos foram
cultivados em meio contendo KL-2 e que a inibigdo da expressdo desta isoforma induziu prejuizo ao crescimento
dos odcitos (Thomas et al., 2008). Além de tais resultados, este estudo também demonstrou uma atuagido do KL-
2 sobre a sobrevivéncia oocitaria in vitro, corroborando com demais trabalhos nos quais o KL influenciou
positivamente a sobrevivéncia de oocitos (Jin et al., 2005) e de outros tipos celulares (Caceres-Cortes et al.,
1994; Carson et al., 1994; Packer et al., 1995).

O KL tem sido associado ainda a uma série de eventos foliculares, incluindo proliferagdo das células da
granulosa, regulacdo da esteroidogénese e recrutamento de células da teca. Reynaud et al. (2000) mostraram que,
em foliculos pré-antrais de camundongas, o KL na concentra¢do de 50 ng/mL aumentou significativamente a
multiplicagdo das células da granulosa. Aliado a isto, estes autores também constataram que a adi¢do de um
inibidor do c-kit (SC1494) durante o cultivo in vitro reduziu a atividade da enzima aromatase nas células da
granulosa, evidenciando a participagdo do sistema KL/c-kit sobre a esteroidogénese ovariana. Estudos adicionais
com a proteina KL também constataram os seus efeitos positivos sobre o recrutamento de células da teca em
foliculos pré-antrais de roedores e bovinos (Parrott e Skinner, 1997, 2000; Huang et al., 2001). Nesta Gltima
espécie, verificou-se que o KL promove a formacdo de células da teca ao redor de pequenos foliculos pré-antrais
(Parrott e Skinner, 2000) e ainda estimula a sua proliferagdo, bem como a sintese local de esteroides local
(Parrott e Skinner, 1997, 2000). Uma vez que a camada da teca ¢ formada, inicia-se a producdo de KGF e de
testosterona pelas células tecais, os quais influenciam a fungdo e o crescimento das células da granulosa ¢ a
propria expressdo do KL (Parrott e Skinner, 1998; Joyce et al., 1999).

Estudos realizados em roedores tém constatado um papel adicional do KL sobre a inibigdo da maturagéo
meidtica de odcitos. Ismail et al. (1996) mostraram que odcitos cultivados por 24 horas na presenca de
concentragdes de KL variando de 50 a 500 ng/mL apresentaram um bloqueio transitorio na retomada do
processo meidtico. Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisadores verificou que a inativagdo do receptor c-kit
em odcitos de ratas com interrup¢do da meiose aumentou a habilidade destes odcitos em reiniciar tal processo
(Ismail et al., 1997). Deste modo, sugeriu-se que odcitos completamente desenvolvidos, ja proximos a
maturagdo, inibem a expressdo do KL nas células do cumulus, bloqueando os consequentes efeitos deste fator
sobre a interrupcao da meiose (Joyce et al.,, 1999, 2000). Mais recentemente, Ye et al. (2009) demonstraram,
apos cultivo in vitro, que o KL atua diretamente em oocitos de foliculos pré-ovulatorios, promovendo a extrusao
do primeiro corpusculo polar. Com base nessas informagdes, pode-se inferir que a interacdo entre o KL e o seu
receptor c-kit exerce importante papel sobre o controle da maturagdo nuclear do odcito (Driancourt et al., 2000;
Hutt et al., 2006b).
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Papel diferencial da isoforma KL-2

Estudos de expressdo génica tém mostrado que a concentracdo de RNAm para KL-1 e KL-2 varia entre
tecidos (Huang et al., 1992), entre ovarios de camundongas de diferentes idades (Manova et al., 1993) e entre
populacdes de células da granulosa (Ismail et al., 1997), indicando possiveis diferengas nos papéis biologicos destas
duas isoformas. O KL-2, estavelmente ancorado & membrana, tem sido considerado a isoforma mais potente do KL
em virtude de sua capacidade de induzir ativagdo mais persistente (por um tempo mais prolongado) do receptor c-kit
(Kurosawa et al., 1996). De fato, estudos in vivo constataram que a sobrevivéncia de células germinativas primordiais
¢ suportada pelo KL-2, enquanto a forma solavel (KL-1) apresenta apenas efeito limitado sobre a sobrevivéncia desse
tipo celular (Dolci et al., 1991). Além disso, observou-se que o KL-1 requer também a participagcdo da forma
associada a membrana para regular a proliferagdo dessas células (Kawase et al., 2004).

Mutagdes no gene Steel evidenciaram ainda o papel potencial do KL-2 sobre a fertilidade de
camundongos, mostrando que individuos que sintetizavam somente KL-1 eram estéreis, devido a uma
deficiéncia no desenvolvimento das células germinativas, enquanto aqueles que produziam exclusivamente KL-2
apresentavam-se férteis (Flanagan et al., 1991; Tajima et al., 1998). Além deste papel, o KL-2 também tem sido
implicado no estimulo ao crescimento de odcitos e na manuten¢do da sobrevivéncia oocitaria in vitro. Segundo
Thomas et al. (2008), o efeito positivo do KL-2 sobre o crescimento dos odcitos ¢ resultante do aumento na
expressdo do receptor c-kit induzido por esta isoforma, o que, ao contrario, ndo ocorre na presenga de KL-1
exogeno. O KL-1, apesar de previamente associado ao aumento no crescimento oocitario (Packer et al., 1994),
resultou apenas em crescimento limitado dos odcitos in vitro. Esses achados evidenciam, portanto, que a forma
do KL associada a membrana apresenta de fato uma atividade mais potente e com resultados mais significativos
em relagd@o a forma soltivel da proteina.

Interacées entre BMP-15 e KL

Embora a BMP-15 ¢ o KL apresentem papéis distintos ¢ especificos durante o desenvolvimento
folicular, importantes interacdes entre estes dois fatores de crescimento ja foram descritas na literatura (Otsuka e
Shimasaki, 2002; Thomas et al., 2005). A primeira evidéncia concreta da interagdo entre BMP-15 ¢ KL e dos
efeitos deste fendmeno sobre a foliculogénese foi obtida a partir de um estudo utilizando cocultivo de odcitos e
células da granulosa de ratas. Nesse estudo, observou-se que a BMP-15 estimula a expressdao de KL nas células
da granulosa, enquanto o KL inibe a expressdo de BMP-15 nos odcitos, determinando a existéncia de um sistema
de feedback negativo entre estes dois fatores de crescimento (Fig. 6). Além disso, observou-se que as atividades
mitdticas tanto da BMP-15 quanto do KL sdo dependentes deste sistema de comunicagdo entre odcito e células
da granulosa (Otsuka e Shimasaki, 2002).

celulas da granujog,

BMP-15

Figura 6. Interacao entre BMP-15 ¢ KL. A BMP-15 atua em seu receptor (R) presente nas células da granulosa,
estimulando a expressdo de KL. O KL, por sua vez, age no c-kit expresso no odcito suprimindo a expressdo da
BMP-15. Esta interagdo mostra a existéncia de um sistema de feedback negativo entre as células da granulosa e o
odcito.
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Outros trabalhos mostraram que oocitos com crescimento incompleto, isolados de ovarios de
camundongas jovens, aumentaram a expressdo do KL quando cocultivados com células da granulosa, sugerindo
que o estimulo a expressdo do KL tenha sido resultante da produgdo de BMP-15 pelos obcitos (Packer et al.,
1994; Joyce et al., 1999). Mais recentemente, Thomas et al. (2005) verificaram que a BMP-15 aumentou a
expressdo de ambas as isoformas do KL durante o cultivo in vitro de oocitos e células da granulosa, o que
forneceu importantes evidéncias sobre a relagdo molecular entre BMP-15 e KL.

Consideracoes finais

Varias evidéncias indicam que as interagdes entre o odcito e as células da granulosa sdo criticas para
assegurar a perfeita coordenacdo do desenvolvimento oocitario e folicular. Nesse contexto, diversas pesquisas
tém sido desenvolvidas a fim de se estabelecer sistemas in vitro e in vivo que revelem caracteristicas e funcdes
de diferentes proteinas, incluindo a BMP-15 ¢ o KL, diretamente envolvidas na comunicagdo entre odcitos e
células da granulosa. Estas duas proteinas, abordadas na presente revisdo, possuem papel crucial sobre a
foliculogénese e fertilidade em mamiferos, apresentando agdes regulatorias sobre o odcito e as células somaticas
foliculares, fundamentais para garantir a matura¢do oocitaria ¢ subsequente ovulagdo. No entanto, embora haja
um grande niimero de pesquisas envolvendo estes dois fatores de crescimento, os conhecimentos sobre seus
papéis especificos na reproducdo da fémea mamifera sdo ainda limitados. Desta forma, torna-se essencial a
elucidagdo dos complexos mecanismos de atuagdo da BMP-15 e do KL, bem como de suas intera¢des, sobre a
fungdo ovariana a fim de, futuramente, estabelecer novas metodologias e técnicas in vitro para otimizar a
fertilidade de animais domésticos e de humanos.
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