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Resumo

A manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) possibilita o
aumento do potencial reprodutivo das fémeas a partir do isolamento e cultivo de foliculos pré-antrais (FOPA).
Fisiologicamente, varios fatores de crescimento estdo envolvidos durante o processo da foliculogénese, muitos
dos quais até o momento nao foram testados em cabras. Esta revisdo tem como objetivo correlacionar a
participacdo da S1P e do LIF no cultivo dos FOPA e, assim, possibilitar uma melhor compreensdo dos
mecanismos relacionados com a foliculogénese.
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Abstract

The manipulation of oocytes included in preantral Follicles increasing the reproductive potential of the
females from the isolation and culture of preantral follicles was studied. Physiologically various growth factors
are involved in the folliculogenesis process, many of which have not been tested in goats so far. This review aims
to correlate the involvement of S1P and LIF in the culture of preantral follicle enabling a better understanding
of the mechanisms related to folliculogenesis.

Keywords: Sphingosine 1-phosphate, leukemia inhibitory factor, preantral follicles, caprine.
Introducéo

Em animais domésticos, os métodos naturais de reproducdo tém se mostrado pouco suficientes para
aumentar a eficiéncia reprodutiva nos rebanhos. Diante desta situacdo, a forma mais coerente para corrigir e
suprir essa constante demanda é o emprego de biotécnicas. Com o objetivo de aumentar a producdo, surge a
manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), uma ferramenta biotecnol6gica
que tem recebido atengdo de varios pesquisadores. Essa técnica consiste no resgate de foliculos ovarianos pré-
antrais (FOPA) e seu posterior cultivo in vitro, aumentando o potencial reprodutivo das fémeas pelo resgate dos
FOPA antes da atresia. A MOIFOPA é importante ainda para espécies em vias de extingdo, as quais ndo
conseguem reproduzir-se no cativeiro, pois pode criopreservar e manter os gametas femininos em banco de
germoplasma (Figueiredo et al., 2006).

A possibilidade do desenvolvimento dos FOPA ¢é possivel, desde que mantida a regulacdo entre os
fatores estimulatérios e inibitorios presentes no ovario. In vitro, esses fatores estimulatorios com efeitos
confirmados em espécie ndo caprina sdo: o “kit ligand” (Parrott e Skinner, 1999), o growth differentiation
factor”-9 (GDF-9), o “fibroblast growth factor”-2 (FGF-2; Nilsson et al., 2001), o “keratinocyte growth factor
(KGF; Nilsson e Skinner, 2003), a “bone morphogenetic protein”-4 (BMP-4; Tanwar et al., 2008) e 0 “nerve
growth factor” (NGF), importantes para a ativagdo de foliculos primordiais (Dissen et al., 2001).

A esfingosina 1-phosphato (S1P) e o fator inibidor da leucemia (LIF) s@o dois fatores ainda pouco
estudados em caprino, mas com resultados promissores no cultivo de ovarios de mamiferos. A S1P possui a
capacidade de manter a viabilidade folicular e o crescimento dos FOPA em camundongas (Spiegel e Kolesnick,
2002; Kaya et al., 2008), e o LIF participou do desenvolvimento folicular em mulheres (Abir et al., 2004).

O uso da espécie caprina como modelo experimental para estudo dos FOPA in vitro vem sendo testado
por Bruno et al. (2006), com 10% de soro fetal bovino, o qual manteve a morfologia folicular e os meios
acrescidos com 20% de soro de cabra em estro promoveu ativacao e crescimento dos FOPA. Lima-Verde et al.
(2009) confirmaram que os antioxidantes promovem ativacdo folicular na mesma espécie. Recentemente,
Nobrega Jr. et al. (2012) observaram que o LIF participa da ativacdo dos FOPA de cabras. A presente revisao
tem como objetivo correlacionar a participacdo da S1P e do LIF no cultivo dos FOPA e, com isso, possibilitar
melhor compreensao dos mecanismos relacionados a foliculogénese.
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Regulacao e atividade ovariana

O ovario realiza duas fungdes bésicas: a funcdo exdcrina, que consiste na liberacdo dos o6citos aptos a
fecundacdo, e a funcdo enddcrina, que consiste na producdo de hormdnios esteroides, responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais femininas secundarias e pela manutencdo da gestacdo (Hirshfield,
1991; Knight e Glister, 2006). Duas regides histoldgicas sdo observadas. A primeira é a regido cortical, rica em
fibras colagenas e pouco vascularizada, onde se encontram os FOPA e os foliculos em diferentes estadios de
desenvolvimento. S&o encontrados ainda corpos hemorragicos, corpo ldteo e corpo albicans (Liu et al., 2006). A
segunda regido é composta por tecido conjuntivo, fibras de tecido nervoso, vasos sanguineos e ductos linfaticos
(Silva et al., 2004).

Os critérios para a classificacdo dos FOPA foram adotados por Yang e Fortune (2008). Sé&o
classificados como: foliculo primordial (oécito circundado apenas por uma Unica camada de células da pré-
granulosa, de aspecto pavimentoso); foliculo primério (o6cito circundado por uma Unica camada de células da
granulosa de aspecto cuboide); e foliculo secundario (oécito circundado por duas ou mais camadas de células da
granulosa de aspecto cuboide e presenga da zona pelcida).

O desenvolvimento dos FOPA, em parte, ocorre por fatores paracrinos secretados pelo o6cito e por
células somaticas do ovario. Apds a ativagdo dos foliculos primordiais até a sele¢do de foliculos secundarios,
varios fatores exercem diferentes efeitos sobre o crescimento e a diferenciacdo dos odcitos e das células da
granulosa (Albertini et al., 2001). E fundamental que haja uma interag&o entre a sinalizacéo paracrina do o6cito e
as células somaticas do ovério, para que ocorra 0s processos de oogénese e foliculogénese nos mamiferos (Hutt
et al., 2006).

Esfingosina 1- fosfato (S1P)

A S1P ¢é um derivado da esfingomielina presente na membrana celular, e sua hidrélise depende da
esfingomielinase endotelial, induzida por citoquinas. Nesse processo, a ceramida participa como uma importante
molécula lipidica transdutora de sinal, atuando como segundo mensageiro em uma variedade de processos
biologicos, incluindo proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose, além das respostas inflamatérias e
imunoldgicas do organismo (Moura, 2003).

Somados a essas atividades, a S1P ainda participa dos mecanismos reguladores do ciclo celular, entre
eles o crescimento, o efeito antiapoptdtico, a angiogénese e a proliferacdo celular. A ceramida, a ceramida 1-
fosfato, a esfingosina, bem como a S1P, atuam como segundo mensageiro, ativando a proteina quinase e 0s
demais componentes da rota de sinalizagdo intracelular. Esses lipidios podem agir intracelularmente, como
segundo mensageiro, ou extracelularmente, ativando os receptores de S1P (r-S1P) que estdo dispostos na
superficie da membrana celular em outros tecidos (Eyster, 2007; Zanin et al., 2008).

A formacdo da S1P depende da degradacdo da esfingomielina, sendo considerada a principal via de
formacao dos esfingolipidios. Dessa forma, a esfingomielina presente na membrana plasmatica é clivada pela
esfingomielinase e convertida em ceramida, a qual é deacilada pela enzima ceramidase, formando a esfingosina.
Pela acdo da esfingosinaquinase, a esfingosina presente no reticulo endoplasmético e no citosol sofre a reacéo de
fosforilag&o, ocorrendo a converséo da esfingosina em S1P (Tani et al., 2007).

A esfingosinaquinase possui peso molecular de 49 kDa. Posteriormente, foram relatados dois clones
com 381 e 388 aminoacidos e designados como esfingosinaquinase-1 de 42.3 kDa e esfingosinaquinase-2 de
43.2 kDa. Essas duas isoformas diferem apenas em alguns aminoacidos na porcdo N-terminal, sugerindo que
possam ser derivadas de algum “splicing” alternativo para a transcricdo do RNAm (Pyne e Pyne, 2000).

O cultivo do cdrtex ovariano de fetos humanos com S1P demonstrou a capacidade da S1P para ativacao
e crescimento dos FOPA (Oktem e Oktay, 2007). Outras pesquisas estdo sendo direcionadas para deteccéo e
localizacdo dos receptores S1P (r-S1P), conhecidos como “endothelial differentiation gene” (EDG), a fim de
buscar aplicagdo clinica da S1P no tratamento de vérias doencas, entre elas atividade anticancer (Pyne e Pyne,
2000). Este mesmo r-S1P foi identificado nas células da veia umbilical de humanos; entre suas fungdes,
destacam-se a manutencdo da sobrevivéncia, a migracao e a proliferacdo celular, que favorecem a angiogénese.
As acgdos da S1P ocorrem por meio da ligacdo aos diferentes membros da familia SIP/EDG, entre eles EDG1,
EDG3, EDG5 e EDG8. Uma vez que a S1P esteja ligada ao seu receptor, 0 EDG1 promove uma série de
sinalizacdo por maltiplas vias por meio da ligagdo da proteina-G, incluindo a ativacdo da fosfolipase C, a
mobilizacdo de Ca®", a ativagdo do mitdgeno ativador da proteina quinase (MAPK), a regulagdo da ERK e a
inibicdo da adenilatociclase. Em roedores, a expressao de receptores S1IP1/EDG1 ocorre no cérebro, pulmao,
coragao, baco, rim, figado, musculo esquelético, tecido adiposo, pele, testiculo e Utero (Kluk e Hla, 2002).

Fator inibidor da leucemia (LIF)

O LIF é uma citocina pleiotrépica, com peso molecular entre 40 e 50 kDa, pertencente a familia da
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interleucina 6 (IL-6), da qual fazem parte a oncostatina, o fator neutrofico ciliar e a cardiotropina-1 (Kimber,
2005). Suas ac¢des sdo varias, mas se destacam a manutencdo de células pluripotentes, a inducdo de hipertrofia
cardiaca in vitro, a inducdo de proteinas de fase aguda hepatica, a formacgdo osteoclastica e a manutencdo da
sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdnios (Taga e Kishimoto, 1997). Além dessas, o LIF esta relacionado com
a proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia celular nos sistemas imune, nervoso, cardiaco e reprodutivo
(Ozaki e Leonard, 2002). Bornstein et al. (2004) relataram que as citocinas interagem com a esteroidogénese de
maneira sistémica e complexa. Essas evidéncias sugerem que as citocinas produzidas pelo endométrio e pelo
blastocisto participam do mecanismo de interacdo entre o embrido e o Utero (Dominguez et al., 2003; Herrler et
al., 2003).

Nos camundongos fémeas, o LIF é considerado fundamental para a reproducdo, uma vez que as fémeas
“knockout” para esse gene apresentam falhas de implantacdo embrionéria (Stewart et al., 1992; Dimitriadis et al.,
2005). Em coelhas, os receptores para LIF (r-LIF) sdo evidenciados no 6vulo e no endométrio. Esses mesmos
receptores, nos estagios de mdrula e de blastocisto, estdo presentes, indicando que o LIF pode agir de maneira
paracrina durante o desenvolvimento embrionario (Bhatt et al.,1991; Lei et al., 2004).

Em mulheres, o LIF desempenha um importante papel para a manutencdo da fertilidade (Cullinan et al.,
1996). Estudos demonstraram que a concentragdo de LIF em lavados uterinos aumenta durante a fase de
implantagdo embrionaria, 0 que caracteriza sua importancia fisioldgica do LIF para a reproducdo em humanos
(Laird et al., 1997; Lédee-Bataille et al., 2002). Dessa forma, é possivel associar algumas causas de infertilidade
a gendtipos com menor producdo ou baixa atividade de LIF (Giess et al., 1999; Yue et al., 2000).

Em ovérios de roedores com expressdo de r-LIF ocorreu aumento da sobrevivéncia e da migracdo das
células germinativas primordiais. Fato inverso foi observado e relatado nos ovérios de ratas que apresentavam
deficiéncia ou diminuicdo da expressdo de r-LIF, o que causou nessas fémeas reducdo do nimero de foliculos
primarios e falha na ovulagdo. Esses estudos sugerem que a presenga do r-LIF é necessaria para 0s processos de
oogénese e foliculogénese nesses animais (Molyneaux et al., 2003). O LIF-r apresenta estrutura intimamente
relacionada com glicoproteina 130 (gp-130), de acordo com os resultados obtidos por Gearing et al. (1991), que
confirmaram em murinos a presenca de cDNA para o r-LIF, apresentando 70% dos aminoéacidos homélogos com
humanos e possuindo atividade muitas vezes similar a IL-6, embora o LIF e a IL-6 paregam estruturalmente
independentes.

Estudos sobre o LIF demonstram sua atividade pleiotrdpica relacionada a proliferacéo, a diferenciacdo e
a sobrevivéncia celular. 1sso ocorre apés a ligacdo a um heterodimero proteico transmembrana formado pela gp-
130, que compreende uma unidade receptora especifica do r-LIF (Ozaki e Leonard, 2002). As a¢des do LIF séo
mimetizadas por membros da familia IL-6, pois compartilham do mesmo receptor gp-130 e utilizam as mesmas
vias de sinalizacdo intracelular, por meio das janus quinases JAK/STAT, SHP-2/Ras/ERK e/ou IP3K/Akt
(Kimber, 2005). A ativacdo desse complexo inicia a cascata de sinalizacdo das JAK-STAT3 e das MAPK
(Cheng et al., 2001).

Diferentes fatores de crescimento possuem atividade intrinseca de tirosina quinase (TK).
Consequentemente, para que ocorra a sinalizagdo celular, essas citocinas necessitam do acoplamento de outras
proteinas da familia das TK aos seus receptores. Essas quinases citoplasmaticas participam da sinalizagdo de
receptores celulares de superficie com perda intrinseca da atividade da TK. Quando as JAKSs séo ativadas, ocorre
a fosforilagdo do dominio citoplasmatico do receptor e inicia-se a cascata de sinalizagdo (Valentino e Pierre,
2006).

Cultivos livres de FSH demonstraram que 10 ng/mL de LIF podem promover ativagdo e crescimento
dos FOPA de cabras cultivados in situ. Esses resultados foram observados na histologia cléassica, sendo
posteriormente confirmados pela microscopia eletrénica e pela microscopia de fluorescéncia (N6brega Jr. et al.,
2012).

Considerac6es finais

A MOIFOPA é uma alternativa para aumentar o potencial reprodutivo das fémeas, pois possibilita a
criacdo de um ovario artificial, aproveitando a0 méaximo a atividade folicular das fémeas. Dessa forma, na
concepcdo de um ovario artificial, tanto a S1P quanto o LIF, dois fatores com efeito significativos positivos,
poderdo ser incorporados ao meio basico de cultivo, tornando seu uso indispensavel, devido a capacidade de
manter a viabilidade e o crescimento dos FOPA. Neste contexto, as cabras representam um 6timo modelo
experimental para o entendimento da foliculogénese e para, em um futuro proximo, fazer o uso clinico dessas
moléculas em outras espécies, incluindo seres humanos, o que possibilitard, a um s6 tempo, o tratamento de
mulheres submetidas a radio ou quimioterapia e a manuten¢do da funcdo reprodutiva.
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