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Resumo

A foliculogénese ¢ caracterizada pelo desenvolvimento folicular, envolvendo as etapas de ativagao,
crescimento e maturagdo. Durante este evento, hormdnios e fatores de crescimento agem em conjunto
controlando os complexos mecanismos envolvidos na fisiologia reprodutiva. Dentre estes, destacam-se o
hormonio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), que estdo presentes nas
diversas etapas da foliculogénese, atuando de forma direta e/ou indireta a fim de proporcionar o
desenvolvimento folicular. Durante as tltimas décadas, pesquisas acerca do efeito destas substancias, isoladas ou
em associa¢do, t€m sido amplamente realizadas. Neste sentido, esta revisao ird abordar o papel do GH e do IGF-I
na regulacdo da foliculogénese, bem como a interacdo destes fatores nos desenvolvimentos foliculares in vivo e
in vitro.
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Abstract

The folliculogenesis is characterized by follicular development, involving the steps of activation, growth
and maturation. During this event, hormones and growth factors act jointly managing the complex mechanisms
involved in reproductive physiology. Among these, we highlight the Growth Hormone (GH) and Insulin-like
Growth Factor I (IGF-I) that are present at different stages of folliculogenesis, acting in ways direct or indirect
to provide follicular development. During recent decades, searches on the effect of these substances alone or in
combination have been widely performed. Therefore, this review will address the role of GH and IGF-I in
regulation of folliculogenesis, as well as the interaction of these factors in follicular development in vivo and in
vitro.
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Introducao

A foliculogénese pode ser definida como o desenvolvimento folicular desde o estagio primordial até o
estagio pré-ovulatorio, envolvendo as etapas de ativagdo, crescimento e maturagdo. O desenvolvimento folicular
¢ controlado por uma complexa interagdo entre fatores enddcrinos, paracrinos e autdcrinos (Gougeon, 1996). O
destino de um foliculo, portanto, depende do equilibrio entre os fatores estimulantes e inibitorios no ovario. Os
fatores estimulantes sdo responsaveis pela sobrevivéncia e pelo desenvolvimento folicular, enquanto os
inibitérios sdo aqueles responsaveis pela atresia. Dentre os fatores envolvidos nessa regulacao da foliculogénese,
pode-se destacar o hormonio do crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I), os
quais sdo importantes reguladores das diversas etapas do desenvolvimento folicular.

O GH ¢ um hormonio somatotrdéfico secretado pelo lobo anterior da hipofise na circulagdo, o qual se
liga a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o crescimento (Herrington e Carter-Su, 2001).
Estudos in vitro e in vivo t€m revelado a importancia deste horménio durante o desenvolvimento folicular
(Hutchinson et al., 1988; Gong et al., 1997; Sirotkin e Makarevich, 2002).

Os IGFs (IGF-I e IGF-II) podem ser produzidos na maioria dos 6rgéos e tecidos do organismo. Por ndo
existir um 6rgdo de armazenamento, a secre¢do destes fatores ocorre a medida que eles sdo produzidos (Yakar et
al., 2002). No ovario, o IGF-I possui sua origem nas células da granulosa e tem como principal fun¢do estimular
o desenvolvimento folicular nas fases pré-antral e antral (Armstrong e Benoit, 1996). Tendo em vista a grande
importancia do GH e do IGF-I na fisiologia da reprodugdo, esta revisdo ira abordar o papel destas duas
substincias na regulacdo da foliculogénese, bem como a interacdo destes fatores nos desenvolvimentos
foliculares in vivo e in vitro.
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Fatores reguladores da foliculogénese

A foliculogénese pode ser dividida em duas fases: pré-antral e antral. A fase pré-antral inclui a ativagdo
dos foliculos de primordiais para primarios e o crescimento destes para secundarios. A fase antral estd
relacionada com o desenvolvimento dos foliculos secundarios até o estagio pré-ovulatério (Saumande, 1991). Os
fatores autdcrinos, paracrinos e enddcrinos envolvidos no desenvolvimento e na diferenciacao folicular incluem
fatores de crescimento, peptideos ¢ hormonios (van den Hurk e Zhao, 2005). Entretanto, as exigéncias foliculares
sdo diferentes para cada fase da foliculogénese, diferindo com relag@o a substancia requerida e as concentragdes
necessarias.

Na fase pré-antral, os foliculos s@o responsivos as gonadotrofinas (hormonio foliculo estimulante - FSH
e/ou luteinizante - LH), porém pouco dependentes destes hormdnios. Alguns trabalhos demonstraram que o FSH
e 0 LH podem atuar na fase pré-antral promovendo a sobrevivéncia, a ativa¢do e o crescimento de foliculos
iniciais (Saraiva et al., 2008; Magalhaes et al., 2009). Embora os foliculos primordiais ndo possuam receptores
para FSH, alguns trabalhos demonstraram que este hormonio pode atuar por meio da regulagdo da expressao de
varios fatores de crescimento essenciais a ativagdo e ao posterior crescimento folicular (Joyce et al., 1999;
Thomas et al., 2005). A fase pré-antral ¢, predominantemente, regulada por fatores intraovarianos (Gong et al.,
1996). A comunicacdo paracrina e a autocrina entre odcitos e células da granulosa sdo mediadas por fatores de
crescimento produzidos por ambas as células, destacando-se, dentre eles, o kit ligant (KL), o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento e a diferenciagdo 9 (GDF-9) e a proteina morfogenética
Ossea 15 (BMP-15). O IGF-I nesta fase pré-antral tem uma agdo enddcrina, tendo em vista que os foliculos
expressam apenas os receptores (IGFR-1) e as proteinas ligantes (IGFBPs), mas ndo os ligantes. As IGFBPs
regulam a biodisponibilidade local de IGF-I produzida no figado (Webb et al., 2003).

A fase antral é conhecida como sendo dependente de gonadotrofinas. O FSH ¢ o LH aumentam a
atividade esteroidogénica nas células da granulosa e da teca, resultando em um aumento na sintese e no acumulo
de esteroides, especialmente o estradiol. Nesta fase, além das gonadotrofinas, peptideos produzidos localmente
desempenham um papel crucial na regulagdo das exigéncias foliculares, atuando por meio de mecanismos
paracrinos e endocrinos. Um aumento nas concentragdes plasmaticas de FSH estimula o recrutamento folicular e
a emergéncia da onda folicular (Fortune, 1994). Em espécies monovulatorias, um foliculo ¢ selecionado
(dominante) e adquire capacidade ovulatoria, enquanto os demais subordinados entram em atresia. O foliculo
dominante atua de forma ativa na supressao do crescimento dos subordinados pela secrecio de estradiol e inibina
(Fortune, 1994; Ginther et al., 2003). Até certa fase do desenvolvimento folicular antral, os foliculos podem
crescer independentemente do suporte do LH, mas o crescimento subsequente requer a presenca de LH (Gong et
al., 1996). Ha fortes evidéncias de que o sistema IGF desempenha um papel critico na selegdo do foliculo
dominante. Os IGFs agem de forma sinérgica com o FSH na promoc¢ao do crescimento folicular e na produgio
de estradiol (Fortune et al., 2004). Para a ovulag@o do foliculo dominante, ocorre o aumento da pulsatilidade,
seguido do pico de LH. Este pico também ¢é responsavel pela retomada da meiose para que ocorra a maturagdo
oocitaria (Monniaux et al., 1997).

Hormonio do crescimento (GH)
Caracteristicas estruturais e sitios de expressdo do horménio GH

O GH ¢ um horménio produzido pelos somatotrofos no lobo anterior da hipodfise, ¢ liberado na
circulagdo e liga-se a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o crescimento (Herrington e
Carter-Su, 2001). Este hormoénio é constituido por uma cadeia tinica de 198 aminoacidos com duas pontes
dissulfidricas internas, o que confere a esta estrutura um peso molecular de 22 kDa (Rosenfeld e Cohen, 2002).
A glicina, particularmente, é o aminoacido mais importante para a atividade bioldgica do GH (Chen et al., 1991).

A secreg@o de GH ocorre em pulsos e é controlada pelo hipotalamo por meio do hormoénio liberador do
GH (GHRH), da somatostatina e da ghrelina. A somatostatina exerce um efeito inibitdrio, enquanto o GHRH ¢ a
ghrelina estimulam a secre¢do de GH por intermédio de receptores especificos distintos acoplados a proteina G
(Rosicka et al., 2002). O GH possui dois locais de interagdo com seu receptor (GHR), podendo, em algumas
espécies, ligar-se ao receptor da prolactina (Bramley et al., 1987).

Receptores e vias de sinalizag¢do celular do GH

Os GHRs pertencem a familia dos receptores de citocinas, apresentando um dominio extracelular, uma
por¢do transmembrandria e um dominio citoplasmatico (Sjiogren et al., 1999). No organismo, o GHR se
apresenta na forma de dimero e exibe alteracdes conformacionais quando ligado ao GH, permitindo a
transfosforilacdo dos hemirreceptores e, consequentemente, das proteinas responsaveis pela sinalizagdo
intracelular (Brown et al., 2005). A molécula de GH possui dois sitios de ligagdo na sua estrutura, cada um deles
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vai se ligar de modo sequencial a duas moléculas de GHR (Carter-Su et al., 1996). Trabalhos recentes sugerem
que alguns GHR possam também sinalizar por meio da dissociacdo da membrana plasmatica e translocagdo para
o nucleo, dirigindo-se @ maquinaria transcripcional (Swanson et al., 2007). Conway-Cambel et al. (2007)
demonstraram que o GHR nuclear esta correlacionado com o alto status proliferativo tanto in vivo quanto in
vitro.

A transmissao do sinal ocorre mediante a ativacdo e a fosforilacdo da enzima JAK2 (Janus kinase 2) e
de residuos do dominio intracelular do GHR, o que resulta no engajamento de diversas proteinas de sinaliza¢do
intracelular, incluindo os STAT (signal transducters and activators of transcription) -1, -3 e -5, ¢ componentes
da via das MAP (mitogen-activated protein) quinases. A fosforilagdo do STAT-5 ¢ importante nas agdes
somatotroficas do GH, pois participa da regulagdo da secreg¢@o do IGF-I e da IGFBP-3 (Kofoed et al., 2003).

Fungoes do GH nas foliculogénesse in vitro e in vivo

Os efeitos do GH no ovéario podem ser diretos ou indiretos. Os efeitos indiretos estdo relacionados a
atuacdo do IGF-I, ja que o GH estimula a liberacdo deste fator, enquanto os efeitos diretos estdo relacionados
com a expressdo para os receptores de GH (R-GH) que foram detectados em ovarios humanos (Sharara e
Nieman, 1994).

O RNA mensageiro (RNAm) para R-GH foi detectado em ovarios bovinos e ovinos por hibridizagdo in
situ (Eckery et al., 1997). Esses autores demonstraram que este RNAm é abundante no odcito e em células da
granulosa de foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais de ovelhas. Em ovarios bovinos, o RNAm ja foi
localizado no odcito de foliculos primordiais e primarios, ¢ comega a ser expresso em células da granulosa de
foliculos primarios, permanecendo durante o estagio secundario (Koélle et al., 1998).

O GH age sobre as células da granulosa de ratas acelerando o processo de diferencia¢do das células
foliculares em células luteinicas (Hutchinson et al., 1988). Alguns trabalhos demonstraram que o GH, na
concentragdo de 1 mg/mL, aumentou o didmetro folicular durante quatro dias de cultivo em foliculos pré-antrais
de fémeas de camundongos medindo 100-105 pm (Liu et al., 1998; Kikuchi et al., 2001). Kobayashi et al.
(2000), utilizando essa mesma concentragdo em seus experimentos com camundongos, mostraram que o GH
promoveu a produgdo de estradiol, a secre¢do de inibina e a proliferagdo das células da granulosa e da teca. Em
bovinos, a utilizagdo de 100 ng/mL de GH associado a insulina aumentou a sintese de progesterona e a
proliferacdo das células da granulosa cultivadas por quatro dias (Langhout et al., 1991). Em ovinos, o FSH e o
GH atuaram como reguladores da secre¢do de IGF-I de forma dose-dependente, além de estimularem a producao
de estrogeno (Khalid et al., 2000).

Recentemente, Shimizu et al. (2008) sugeriram que o aumento da expressio de GHR em células da
granulosa pode ser um ponto de desvio para que o foliculo antral entre no estdgio pré-ovulatorio durante o final
do desenvolvimento folicular, podendo, dessa forma, auxiliar no processo de maturagdo de foliculos pré-
ovulatérios. Além disso, o GH também pode estar agindo indiretamente, via sistémica ou pela produgdo local de
IGF-I. Um grande nimero de estudos in vitro mostrou que o GH afeta a maturagdo do odcito, aumenta os
receptores de gonadotrofinas e, desta forma, auxilia na foliculogénese (Sirotkin e Makarevich, 2002).

Experimentos in vivo tém revelado que o GH atua promovendo o desenvolvimento de foliculos
ovarianos de bovinos (Gong et al., 1991), aumentando as concentragdes periféricas de insulina e/ou IGF-I em
novilhas (Gong et al., 1997). Também nesta mesma espécie, Kaiser et al. (2006) observaram que, in vivo, o GH
pode modular a formacdo das jungdes Gap no estdgio inicial da foliculogénese. Estudos realizados por
Swanchara et al. (1999) concluiram que, em bovinos, a imunoneutralizagdo contra o fator liberador do GH
diminuiu os niveis séricos de IGF-I e influenciou no desenvolvimento reprodutivo em novilhas puberes. Em
ovinos, o cotratamento de ovelhas superovuladas com GH aumentou tanto a taxa de ovulagdo quanto o numero
de embrides transferidos (Folch et al., 2001).

Fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I)
Caracteristicas estruturais e sitios de expressdo da proteina IGF-1

O IGF-I, também conhecido como somatomedina C, pertence ao sistema IGF, o qual é composto por
diferentes elementos, a saber: IGF-I e IGF-II, dois tipos de receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e seis proteinas de
ligagdo (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, e -6). Os IGFs (I e II) s@o fatores de crescimento peptidicos com elevado grau de
homologia estrutural com a pré-insulina e se apresentam como moléculas de cadeia inica com pesos moleculares
de 7.649 e 7.471 Da, respectivamente, compartilhando residuos idénticos em 45 posi¢des e 62% de homologia
entre si. Esses fatores exercem atividade sobre o metabolismo intermedidrio, a proliferagdo, o crescimento e a
diferenciagdo celular (Jones e Clemmons, 1995).

O IGF-I ¢ produzido predominantemente no figado exercendo a fun¢do de um hormoénio enddcrino,
entretanto ele também pode ser sintetizado por tecidos-alvo atuando de forma paracrina e autdcrina, sendo sua
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produgdo estimulada pelo GH. A secrecdo dos IGFs ocorre a medida que eles sdo produzidos, nao existindo um
orgdo de armazenamento.

Receptores e vias de sinalizagdo celular do IGF-1

Os IGFs (I e II) possuem dois tipos de receptores, IGFR-1 e IGFR-2. Esses receptores sdo do tipo
tirosina quinase transmembrana e possuem uma elevada homologia com o receptor de insulina. O IGFR-1 ¢é
composto por duas subunidades extracelulares a e duas subunidades  de 135 kDa e 90 kDa, respectivamente.
Cada subunidade oé ligada a uma subu nidade B por uma ponte dissulfidrica, formando unn -B hemirreceptor
que se liga a outro hemirreceptor por ponte dissulfidrica entre as subunidades , dando origem ao o receptor
completo (Martinelli e Aguiar-Oliveira, 2005). A subunidade B é constituida por uma parte extracelular, um
segmento transmembranario e um dominio citoplasmatico e, uma vez que esta subunidade ¢ ativada, ela
promove a fosforilagdo de residuos de tirosina do proprio receptor e de proteinas-substrato associadas (Izadyar et
al., 1998). As vias de sinalizac¢@o ativadas sdo varias, dentre elas a fosfoinositol-3-quinase (PI3K) e as MAP
quinases.

O IGFR-1 medeia a maioria das agdes, tanto do IGF-I quanto do IGF-II. Entretanto, a afinidade deste
receptor pelo IGF-I é maior do que pelo IGF-II ou pela insulina. O IGFR-2 se liga ao IGF-II, com menor
afinidade ao IGF-I, mas ndo a insulina. Os efeitos do IGF-II sdo mediados via IGFR-1 (Izadyar et al., 1998). O
papel fisiologico do IGFR-2 ainda ndo estd bem elucidado. Ha indicios de que o IGFR-2 possa participar da
remog¢do do IGF-II do ambiente extracelular (Jones ¢ Clemmons, 1995).

Interac¢do IGF-I/IGFBPs

Os IGFs associam-se as proteinas transportadoras denominadas insulin-like growth factor binding
proteins (IGFBPs). Nos fluidos biologicos, as IGFBPs estdo presentes e atuam inibindo ou potencializando a
acao dos dois tipos de IGFs nas células-alvo. A biodisponibilidade de IGF pode ser aumentada por meio da
atividade de enzimas especificas, as IGFBPs proteases. Os niveis de IGFBPs no liquido folicular alteram-se
dramaticamente durante a foliculogénese (Monget et al., 1996). Essas proteinas intrafoliculares desempenham
uma fungdo-chave na regulagcdo do desenvolvimento folicular por modularem os IGFs e, portanto, as agcdes das
gonadotrofinas (Monget et al., 1989).

Durante o desenvolvimento folicular, o contetido de IGFBPs no liquido folicular tem sido estudado e
quatro tipos de IGFBP foram identificados: IGFBP-3 (PM entre 39 e 49KDa); IGFBP-2 (PM de 35 KDa);
IGFBP-5 (PM entre 30 e 32Kda) e a IGFBP-4 (PM entre 22 e 28 KDa), em bovinos (De La Sota et al., 1996) e
ovinos (Monget et al., 1996). No soro, as concentracdes de IGFBP-1 e -2 sdo reguladas negativamente ou nio
afetadas pelo GH, enquanto a concentragdo de IGFBP-3 esta positivamente regulada pelo GH e pelo IGF-I
(Monget et al., 1996).

De forma geral, as IGFBPs possuem quatro fungdes essenciais na regulagdo das atividades dos IGFs: 1)
atuar como proteinas de transporte no plasma; 2) prolongar a meia-vida dos IGFs por regular sua depuragdo
metabolica; 3) proporcionar um meio de tecido de células-alvo de tipo especifico; 4) modular diretamente a
interacdo dos IGFs com seus receptores e, assim, indiretamente, controlar a sua biorreatividade.

Fungées do IGF-I nas foliculogéneses in vitro e in vivo

O envolvimento do IGF-I nos estagios iniciais da foliculogénese foi evidenciado por estudos em que o
nocaute do gene comprometeu severamente o desenvolvimento pré-antral e o antral inicial em camundongos
(Elvin e Matzuk, 1998). Em ovarios de suinos e roedores, o IGF-I tem sido localizado nas células da granulosa
de foliculos antrais saudaveis, enquanto o IGF-II foi encontrado nas células da granulosa de foliculos saudaveis e
atrésicos (Zhou et al., 1996). Ambos os receptores de IGF estdo presentes em células da granulosa de foliculos
primarios, secundarios e antrais (Monget et al., 1989).

O IGF-I, adicionado durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais nas concentragoes de 20 e 50
ng/mL, estimulou o crescimento folicular em humanos (Louhio et al., 2000), bovinos (Gutierrez et al., 2000),
ratos (Zhao et al., 2001) e camundongos (Liu et al., 1998), em sinergia com o FSH. Atuando em associagdo com
o FSH, o IGF-I (100 ng/mL) também aumentou a proliferagdo e a atividade esteroidogénica de células da
granulosa de camundongos (Liu et al., 1998). Em suinos, a utilizagdo de 50 ng/mL de IGF-I resultou no
crescimento folicular, estimulou a proliferacdo das células da granulosa e preveniu a apoptose de foliculos pré-
antrais cultivados por quatro dias na presen¢a de soro (Guthrie et al., 1998). Experimentos mostraram que o IGF-
I, na concentragdo de 100 mg/L, proporcionou o crescimento e a viabilidade de odcitos inclusos em foliculos
pré-antrais caprinos (Zhou e Zhang, 2005). Em camundongos, o IGF-I (10, 50 e 100 ng/mL) aumentou a
esteroidogénese de foliculos pré-antrais cultivados in vitro por seis, 10 e 12 dias (Demeestere et al., 2004). Em
ratas, o IGF-I aumentou significativamente o diametro folicular e o contetdo do DNA (Zhou et al., 1996).
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Fortune (2003) demonstrou que o IGF-I regula o desenvolvimento folicular nos estagios iniciais da
foliculogénese, controlando o processo de maturagdo oocitaria. A adicdo de IGF-I (100 ng/mL) ao meio de
cultivo manteve a sobrevivéncia dos odcitos e estimulou o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos
(Zhou e Zhang, 2005). Nesta mesma espécie, o IGF-I estimulou o crescimento de odcitos de foliculos pré-
antrais, tendo sua acdo reforgada pelo EGF (Zhou e Zhang, 2005). Em bovinos, o IGF-I (10 ng/mL) promoveu o
crescimento de pequenos foliculos antrais in vitro e aumentou a viabilidade de odcitos (Walters et al., 2006),
além de ter estimulado a proliferagdo e a sobrevivéncia das células da granulosa, prevenindo a apoptose (Quirk
et al., 2004). Além disso, pesquisas demonstraram que a agdo de IGF-I em grandes foliculos secundarios
promoveu o aumento da incidéncia de dominancia folicular e ovulag@o (Ginther et al., 2008).

Em um experimento realizado in vivo, Velazquez et al. (2009) observaram que o IGF-I exerce
importante fungdo no desenvolvimento folicular, na qualidade oocitaria, ¢ no posterior desenvolvimento
embriondrio em novilhas ndo superovuladas. O IGF-I desempenha um papel essencial na reproducido de
mamiferos, como observado por meio de falhas na atividade ovariana e no desenvolvimento embrionario em
modelos de camundongos com gene knockout para este fator (Elvin e Matzuk, 1998).

Consideracoes finais

O GH e o IGF-I desempenham fungdes essenciais na regulagdo do desenvolvimento folicular, tanto na
fase antral como na pré-antral. Desta forma, um conhecimento aprofundado dessas duas substincias e de suas
atuagdes nas reprodugdes in vivo e in vitro permitira maior compreensdo da fisiologia reprodutiva,
principalmente na fase da foliculogénese pré-antral, a qual é menos elucidada. Uma compreensdo maior das
substincias envolvidas no desenvolvimento folicular também permitira a elaboragdo de um meio sequencial para
o cultivo folicular, respeitando as exigéncias requeridas para cada fase folicular. Em grande parte das espécies, o
GH ¢ o IGF-I parecem ndo ser necessarios para a ativagdo folicular, entretanto eles atuam promovendo o
crescimento de foliculos secundarios e a formagao de antro. O GH atua melhorando o desenvolvimento folicular,
principalmente na fase antral inicial, e estimula a maturagdo oocitaria, enquanto o IGF-I auxilia na
esteroidogénese e na proliferagdo das células da granulosa, bem como no crescimento oocitario.
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