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Desenvolvimento folicular inicial em bovinos
Initial follicular development in cattle
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Resumo

Estudos relacionados com o processo inicial da foliculogénese nos bovinos sdo muito importantes para
a compreensdo dos fatores enddcrinos e locais que regulam esse complexo estadio de desenvolvimento. Questdes
cruciais nesse processo, tais como a ativagdo dos foliculos primordiais e a interacdo entre o docito e as células da
granulosa sdo bastante pesquisadas, mas ainda permanecem para serem resolvidas. Este trabalho revisa os
principais mecanismos de controle da fase pré-antral do desenvolvimento folicular.
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Abstract

Studies related to the initial process of folliculogenesis in cattle are very important to the understanding
of endocrine and local factors that regulate this complex stage of development. Crucial questions in this process,
such as the activation of primordial follicles and the interaction between the oocyte and granulosa cells have
been extensively examined, but still remain to be resolved. This work reviews the main controlling mechanisms
of preantral follicular development.
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Introducéo

Nos ultimos anos, pesquisas relacionadas com a dindmica folicular ovariana tém focado no
desenvolvimento folicular pré-antral (Aratjo et al., 2010; Celestino et al., 2012). Os primeiros trabalhos
relacionados com a classifica¢do dos foliculos pré-antrais iniciaram-se em 1951, quando Mandl e Zuckerman
(1951) caracterizaram os foliculos em estadios de 1 a 5 de acordo com o numero de camadas de células da
granulosa ao redor do odcito. Posteriormente, estudos feitos pelas Universidades de Cornell e de Washington,
nos EUA, pelos grupos de pesquisa coordenados por J.E Fortune e J.J Eppig (Wandji et al., 1996a, b, 1997,
Eppig e O’Brien, 1996; Fortune et al., 1998) e pelos Institutos e Centros de Pesquisa em Ciéncia Animal de
Israel e Nova Zelandia, coordenados por R Braw-Tal e K.P McNatty (Braw-Tal e Yossefi, 1997; McNatty et al.,
1999, 2000), foram promissores nas descobertas dos principais eventos relacionados ao desenvolvimento
folicular pré-antral.

No Brasil, os estudos relacionados ao desenvolvimento folicular inicial tém sido conduzidos por dois
grupos de pesquisa, um coordenado pelo professor J. Buratini Junior, do Instituto de Biociéncias da Unesp, em
Botucatu, Sdo Paulo (Buratini Jr. et al., 2004, 2005; Pinto et al., 2006), e o outro coordenado pelos professores
J.R Figueiredo e J.R.V Silva, do Laboratorio de Manipulagdo de Obcitos e Foliculos Ovarianos Pré-antrais da
UECE, em Fortaleza, Ceara, que tem direcionado as pesquisas para o conhecimento dos fatores reguladores da
foliculogénese inicial em pequenos ruminantes (Silva et al., 2002; Martins et al., 2008; Aratjo et al., 2010).

A maioria dos foliculos ativados se desenvolve até os estadios antrais, caracterizados pela formagao do
antro, sendo que o maior niimero desses foliculos ndo atinge a ovulagdo (Yang et al., 1998), e regride ao entrar
em atresia por meio de morte celular programada, processo também conhecido como apoptose (Martins et al.,
2008; Aerts e Bols, 2010). Contextualizadas nesses conhecimentos, as biotécnicas da reprodugdo, como a
inseminagio artificial em tempo fixo (IATF), a transferéncia de embrides (TE) e a produgdo in vitro de embrides
(PIV), tém sido desenvolvidas e aplicadas pelos criadores, a fim de potencializar a eficiéncia reprodutiva e a
produtividade dos seus rebanhos (Silva et al., 2002; Buratini Jr., 2006).

Para melhor desenvolvimento e emprego dessas biotécnicas, entretanto, ¢ necessario compreender a
fisiologia ovariana de fémeas bovinas. Mesmo com a grande quantidade de informagdes e descobertas
produzidas durante os ultimos anos, o entendimento completo dos mecanismos controladores do
desenvolvimento folicular inicial, tais como os possiveis fatores enddcrinos, paracrinos e autocrinos, ainda ndo
foi completamente alcangado (Silva et al.,, 2002; Saraiva et al., 2010), o que direciona as pesquisas mais
especificamente para os estadios de foliculos pré-antrais (Buratini Jr., 2007), como a ativa¢do do foliculo
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primordial. Portanto, o objetivo desta revisdo é abordar os aspectos importantes do desenvolvimento folicular
pré-antral em bovinos.

Crescimento folicular pré-natal em bovinos

O desenvolvimento dos odcitos e dos foliculos comega nos ovarios (Kastelic, 2004). Os foliculos
ovarianos podem ser classificados em foliculos pré-antrais e foliculos antrais (Martins et al., 2008; Aerts e Bols,
2010; Lima-Verde et al., 2011). Os foliculos pré-antrais sdo representados pelos foliculos primordiais, primarios
e secundarios, os quais ndo sdo totalmente dependentes das gonadotrofinas FSH e LH para o seu
desenvolvimento, pois seu crescimento ¢ estimulado por fatores intraovarianos e locais (Magalhdes et al., 2012).
Os foliculos antrais englobam os foliculos terciarios e os pré-ovulatorios ou foliculos de Graaf, sendo totalmente
dependentes das gonadotrofinas para o seu desenvolvimento e maturagdo (Hafez ¢ Hafez, 2004; Magalhdes et
al., 2012).

As células germinativas primordiais no interior da génada em diferenciagdo iniciam sua diferenciagdo
em oogodnias e proliferam por mitose para formarem os foliculos primordiais (Kastelic, 2004; Diniz et al., 2005).
A primeira profase meidtica comeca entre os dias 75 e 80 de gestacao (Erickson, 1966; Diniz et al., 2005). No
estadio de diploteno da meiose, aproximadamente entre 150 e 180 dias de gestagdo, o foliculo primordial se
forma (Diniz et al., 2005), e os odcitos desses foliculos primordiais permanecem quiescentes até serem
estimulados para o crescimento (Kastelic, 2004). Dessa forma, os foliculos primordiais possuem didmetro de
cerca de 40 um e consistem do odcito esférico ou ovoide interrompido em profase I, sem zona pelucida e
completamente rodeado por unica camada de células da granulosa achatadas, constituindo a reserva ovariana,
sendo ativados para seu desenvolvimento (Hirshfield, 1991; Basso e Esper, 2002; Lima-Verde et al., 2011).

Os foliculos primordial, primario e secundario aparecem no ovario fetal nos dias 90, 140 e 210 de
gestagdo, respectivamente (Riisse, 1983; Aratjo et al, 2010), sendo a ativagdo do crescimento folicular
caracterizada pela aquisi¢do da camada completa de 11 a 20 células da granulosa cuboides ao redor do odcito,
formando o foliculo primario (Hulshof et al., 1992). Esses foliculos primarios possuem diametro de cerca de
100 pm e sdo caracterizados por um ooécito esférico, tinica camada de células da granulosa cuboides e inicio da
formagdo da zona pelicida (Hirshfield, 1991; Basso e Esper, 2002; Lima-Verde et al., 2011). Os foliculos
secundarios possuem didmetro de cerca de 200 pm e duas ou mais camadas de células da granulosa cuboides
(Hirshfield, 1991; Basso e Esper, 2002; Lima-Verde et al., 2011), sendo caracterizados pela formagdo de
granulos corticais no interior do citoplasma do odcito (Fair et al., 1997a), pelo inicio da sintese de RNA (Fair et
al., 1997b) e pela responsividade as gonadotrofinas FSH e LH (Fair, 2003).

Com o crescimento dos foliculos secundarios e a organizagdo das células da granulosa cuboides em
varias camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro (Martins et al., 2008;
Saraiva et al., 2010; Lima-Verde et al., 2011). A partir desse estadio, os foliculos passam a ser denominados
terciarios, possuem didmetro de cerca de 400 um e sdo caracterizados pelo desenvolvimento das camadas da teca
interna ¢ externa, da lamina basal e das células do cumulus (Driancourt, 1991; Leitdo et al., 2009). Finalmente,
os foliculos pré-ovulatérios sdo aqueles que possuem cavidade maior, com didmetro proximo a ovulagdo, sendo
conhecidos como foliculos antrais maduros (Smitz e Cortvrindt, 2002; Hafez e Hafez, 2004; Leitao et al., 2009).

Desenvolvimento folicular pré-antral

Nos mamiferos, os ovarios contém grande reserva de foliculos primordiais, sendo que, nos primatas e
na maioria das espécies de animais domésticos, essa reserva se desenvolve durante a vida fetal (Aerts e Bols,
2010; Lima-Verde et al., 2011). A transigdo do estadio de foliculo primordial para os estadios de crescimento é
gradativa, inicia subitamente apds o desenvolvimento dos foliculos primordiais e continua durante a vida
reprodutiva (Fortune et al., 1998; Silva et al., 2002). O inicio do crescimento folicular ou ativacdo dos foliculos
primordiais ¢ caracterizado pela transi¢do do estadio de foliculo primordial para o estadio de foliculo primario
(Martins et al., 2008; Celestino et al., 2012). Esse processo ¢ acompanhado por proliferagdo e diferenciagdo das
células da granulosa, que crescem e passam do aspecto morfoldgico achatado para cuboide (Aerts e Bols, 2010;
Araujo et al., 2010). Em estadios subsequentes, o odcito sofre expansdo de volume, e a zona peltcida se
desenvolve entre o odcito e as células da granulosa, constituindo os foliculos primarios (Van Wezel e Rodgers,
1996; Basso e Esper, 2002).

O papel das gonadotrofinas no controle do desenvolvimento folicular pré-antral é controverso (Buratini
Jr., 2006; Aerts e Bols, 2010; Magalhdes et al., 2012). O crescimento dos foliculos antrais iniciais até o didmetro
de cerca de 4 mm na auséncia de FSH sugere que o desenvolvimento folicular pré-antral é basicamente regulado
por fatores intraovarianos e locais (Buratini Jr., 2007). Entretanto, receptores para FSH sdo detectados em
foliculos primarios e secundarios de bovinos (Wandji et al., 1996b; Martins et al., 2008), e a estimulagdo do
desenvolvimento folicular pré-antral, por meio do aumento do didmetro folicular e da secregdo de estradiol, é
alcangada pela adigdo de FSH ao meio de cultivo, o que sugere que o FSH desempenha papel permissivo, ao
invés de regulador, neste estadio de desenvolvimento (McNatty et al., 1999; Gutierrez et al., 2000; Webb et al.,
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2003; Martins et al., 2008; Saraiva et al., 2010; Oliveira et al., 2011). Alternativamente, o inicio ¢ a regulagdo do
estadio de desenvolvimento pré-antral sdo predominantemente conduzidos por fatores de crescimento locais
(Aerts e Bols, 2010; Magalhaes et al., 2012).

Os mecanismos que controlam a ativag@o do foliculo primordial ainda necessitam ser elucidados (Basso
e Esper, 2002; Fair, 2003; Oktem e Oktay, 2008; Aerts e Bols, 2010). Especula-se que os foliculos primordiais
devam inicialmente retomar a divisdo meiodtica antes de serem ativados (Yang e Fortune, 2008). Alguns
pesquisadores sugerem que o FSH pode estar envolvido na ativagdo dos foliculos primordiais (Silva et al., 2002;
Martins et al., 2008). Devido ao fato de os receptores para FSH nestes foliculos serem restritos as células da
granulosa, considera-se a hipdtese de que estas células possam participar na regulagdo do crescimento do odcito
(Senbon et al., 2003) por meio do estimulo para a produgdo de fatores de crescimento locais (Nilsson e Skinner,
2001).

A primeira indicag¢do do papel central do odcito é observada no processo de formagdo folicular, que ¢
coordenado pelo fator de transcri¢do a, presente nas células da linhagem germinativa, chamado FIGa, expresso
pelos odcitos (Aerts e Bols, 2010). Experimentos com ratos nocaute-FIGa revelam que o fator funcional FIGa é
crucial para a formagdo dos foliculos primordiais, pois em ratos nocaute-FIGo os foliculos primordiais sdo
ausentes ao nascimento, e uma deple¢do massiva dos oocitos resulta em esterilidade nesses animais (Soyal et al.,
2000). Portanto, o odcito tem papel ativo na coordenagdo da proliferacdo e diferenciacdo das células da
granulosa ao seu redor (Gilchrist et al., 2004; Buratini Jr., 2007).

A comunicagdo intercelular é proporcionada por processos citoplasmaticos transzonais (TZP), extensdes
das células da granulosa que penetram através da zona pelicida e atingem a membrana do odcito, onde juncdes
do tipo gap permitem o transporte bidirecional de ions, metabodlitos, aminoacidos, glicose, nucleotideos e
pequenas moléculas reguladoras para o crescimento do odcito (Albertini et al., 2001; Buratini Jr., 2007; Aratjo
et al., 2010; Saraiva et al., 2010), bem como modulam a a¢do transcricional e induzem modifica¢des de diversas
proteinas no odcito (Saraiva et al., 2010). Esse tipo de comunicag@o entre o oocito ¢ as células da granulosa é
regulado durante o desenvolvimento pré-antral, pois esses processos citoplasmaticos se retraem quando o
foliculo atinge o estadio de desenvolvimento antral, o que pode ser um efeito da agdo do FSH (Albertini et al.,
2001; Buratini Jr., 2007; Aerts ¢ Bols, 2010).

Dessa forma, a comunicag@o entre o oécito ¢ as células da granulosa ocorre, sobretudo, por sinalizagao
paracrina (Buratini Jr., 2006). Entre os varios fatores de crescimento produzidos por ambos os tipos celulares, o
fator de células-tronco (SCF, conhecido como kit-ligante), membros da familia dos fatores de crescimento
transformantes-f (TGF-B), principalmente o fator de crescimento diferencial 9 (GDF-9) e a proteina
morfogenética ossea-15 (BMP-15), juntamente com o fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF-2), t€ém
sido os mais estudados recentemente (Knight e Glister, 2001; Leitdo et al., 2009; Saraiva et al., 2010; Oliveira et
al., 2011).

Estudos demonstram que a ativagdo do foliculo primordial requer a presenca do Kit-ligante, que ¢
secretado pelas células da granulosa de foliculos primordiais e primarios de ruminantes (Silva et al., 2002;
Martins et al., 2008). O receptor do kit-ligante, conhecido como C-kit, é expresso pelos odcitos de foliculos em
crescimento, pelas células do estroma e pelas células da teca diferenciadas (McNatty et al., 1999; Parrott e
Skinner, 2000; Nilsson e Skinner, 2001; Leitdo et al., 2009). O kit-ligante desempenha fungdo quimiotatica
durante a migragao da célula germinativa primordial para a gonada em desenvolvimento (Aerts e Bols, 2010) e
estimula a sintese de DNA pelas células da granulosa por meio da secre¢do de agentes miogénicos oocitarios
responsaveis pelo inicio da proliferagdo das células da granulosa (Yoshida et al., 1997; Otsuka e Shimasaki,
2002; Buratini Jr., 2007).

O kit-ligante também exerce efeito antiapoptotico nas células germinativas primordiais, nas oogonias,
nos odcitos e nos foliculos pré-antrais e controla o crescimento do odcito e a diferenciagdo de células do estroma
em células da teca (Driancourt et al., 2000; Buratini Jr., 2007). Adicionalmente, o fator de crescimento de
fibroblastos basico (FGF-2), produzido pelo oodcito de foliculos primordiais e primérios e em células da
granulosa e da teca de foliculos pré-antrais em crescimento (Van Wezel et al., 1995), igualmente induz a
ativagdo do foliculo primordial ¢ promove a diferenciagdo de células do estroma em células da granulosa
(Nilsson et al., 2001; Leitao et al., 2009; Aerts e Bols, 2010).

O GDF-9 e a BMP-15 ovarianos sao exclusivamente expressos pelo odcito de ruminantes (Shimasaki et
al., 2003; Juengel et al., 2004; Aratjo et al., 2010). A expressao do GDF-9 ¢ detectavel a partir do estadio de
foliculo primordial (Bodensteiner et al., 1999) e ¢ essencial para o desenvolvimento de foliculos secundarios
(Dong et al., 1996; Silva et al., 2002; Buratini Jr., 2007). Como o GDF-9, a BMP-15 também estimula a
proliferacdo das células da granulosa e € crucial para o desenvolvimento folicular pré-antral (Otsuka et al., 2000;
Araujo et al., 2010).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) regulam o crescimento folicular pré-antral por
meio de mecanismos enddcrinos, ao estimularem o desenvolvimento das células da granulosa por meio da
multiplicag@o dessas células e o crescimento do oocito (Silva et al., 2002; Leitdo et al., 2009; Aerts e Bols, 2010;
Magalhdes et al., 2012). Apesar de o IGF-I e o IGF-II ndo serem expressos em foliculos pré-antrais, esses
foliculos expressam receptores para o IGF-I e as proteinas ligantes (IGFBP-2 e IGFBP-3), que sdo substancias
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que regulam a biodisponibilidade de fatores de crescimento extra ovarianos, como o IGF-I de origem hepatica
(Webb et al., 2003; Buratini Jr., 2007; Aerts e Bols, 2010; Oliveira et al., 2011), o que demonstra a importancia
dos IGFs para os estadios iniciais do desenvolvimento folicular (Buratini Jr., 2006; Oliveira et al., 2011;
Magalhaes et al., 2012).

Outras substancias estdo envolvidas na sinalizagdo paracrina pré-antral, entre elas a ativina, o fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento keratinocito (KGF) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP;
McNatty et al., 1999; Silva et al., 2002; Martins et al., 2008). A ativina é capaz de estimular a formagdo de
receptores para FSH nos foliculos pré-antrais bovinos, o que resulta no crescimento desses foliculos (Silva et al.,
2002), aumenta o numero de células da granulosa e promove a manutencdo da viabilidade folicular (Silva et al.,
2002; Martins et al., 2008). O EGF ¢ capaz de promover a proliferagdo das células da granulosa, bem como o
aumento do didmetro de foliculos pré-antrais, e reduzir os niveis de atresia em foliculos pré-antrais bovinos
cultivados in vitro (Martins et al., 2008; Celestino et al., 2012). O KGF ¢ produzido pelas células da teca de
foliculos antrais, influencia o crescimento das células da granulosa e a transi¢do do estadio de foliculos
primordiais para o estadio de foliculo primario (Martins et al., 2008). O VIP esta envolvido na regulagdo da
esteroidogénese, estimula a maturagdo odcitaria e promove a sobrevivéncia das células da granulosa por inibir a
apoptose (Silva et al., 2002; Martins et al., 2008), o que indica que outras substincias atuam no controle do
desenvolvimento folicular pré-antral.

Considerac0es finais

A regulagdo do desenvolvimento folicular pré-antral é altamente complexa e envolve diversos fatores
enddcrinos, intraovarianos e locais, que devem estar em harmonia para o controle dos varios processos
observados durante esse estadio de desenvolvimento, tais como diferenciagdo e proliferagdo das células da teca e
da granulosa, sintese de hormonios esteroides, vascularizagdo, modificagdes na membrana basal ¢ na matriz
extracelular e atresia folicular. Nesse sentido, mais estudos sdo necessarios para compreender melhor os
mecanismos e fatores envolvidos nesse evento, pois esses conhecimentos podem contribuir grandemente para o
aumento na eficiéncia reprodutiva dos animais domésticos e também para a preservagdo de espécies de animais
ameagados de extingao.
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