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RESUMO

A regalacho da foliculogéness ¢ um processo complexo regulado por vanos fatores mira e
extraovananos. A resposta das células ovananas so estimulo produzido por esses fatores
depende da transducho de sinais no intenor das céfulas através de varas vias de sinalizacio. A
inbéracio entre as diversas vias de sinalizaciio celular ¢ o descoberta constante de novas ving
demonstram a complexidade desse processp, A presente Evisdo se propde-a descrever os
principais fatores reguladores da foliculogénese, seus receptores e as vias de sializacio celular
destacando pontos de intera¢do entre elas. Em adicio. uma analise crifica dos principais
resultados obtidos com o cultive m vitro de foliculos ovananos munnos, bovines, ciprmos ¢
ovinos fevando-s2-em consideracio as-subsincias presentes nos me1os de cultivo wilizados e as
provaveis vias de sinalizagio celular empregadas € apresentada na presente revisio.
Palavras-chave: Foliculogénese, receptores, sinalizagio celular

ABSTRACT
Folliculogenesis 15 regulated by a complex process, which involves several mtra- and extra-
ovarian factors, The response of the ovarian cells to those factors depends on the mignal
transduction inside the cells twough several signaling pathways. The interaction of differem
signaling pathways and discovery of new pathwavs demonsirate the complexity of
folliculogenesis. Therefore, this review will lughlight the main regulatory factors that control
tolliculogenesis, their receptors and shaning signaling pathways, Moreover, a critical nnalvsis
about the main results from in vitro follicle culture stwdies io murine, bovine, caprine, and
ovine, focusing on the medium supplements and the interactions of their signaling pathwavs
will be presented.
Key-words: Folliculopenesis, receptors, cell signaling.
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INTRODUCAD

A resposta celular a3  estimulos
extemos  como  nuirientes,  hormonios,
fatores de crescimento o estresse, requer a
propagacio de  smms  correspondentes
alravés de vias moleculares de sinalizacho
(Zielinsky et al. 20009, O desenvolvimento
de  fliculos  ovananos 0 witle € A
elucidacio da foliculogénese podem ser
beneficiadozs pelo conhecimente molecular
dessas  vias, A intervengio tepapéutica
através do wso de anticorpes especificos
para receplores 0u compostos de baixo peso
molecular que interfimm na ativagdo de
moléculas sialicadoras podem promover a
sobrevivénda, a proliferagio e o maturagio
dos foliculos ovarianos. Além  disso, o
conhecimento em  mivel molecular dos
conshiuintes das vias de simalizacio celular
scompanhado: do  esclarcoimento dos
ststemas . de redes de sinalizacio celular
pode ainda contribuir para a elucidagio da
faliculoganese.

Apesar dessas perspectivas, ¢ dos
moléculas dessas vias de sinalizacio ja
sgrem conhecidas, o entendimento das redes
de sinalizacio & mcipiente e descrighes cada
vez mais precisas dos diversos mecanizmos
de sinalizagio  sfio  ecompanhados  da
reconstrucho de cada vez mas ving & mus
redes de mtemcio entre elas (Herskowits,
199%; Hunter, 2000}, [sz0 ocorré dévido a
comiplexidade: dessas vias de sinalizagio
celular que ndo sdo vias moladas de
informacao, mas sim anteragem de vanas
maneiras formando redes sofisticadas de
wmformagio  que respondem a  diversos
estimulos.  muutas vezes oposios. Essa
ligacio pode envolver componentes que sao
comuns entre vias, bem como circuitos da
feedback positivo ¢ negativo  (Hunter,
2000), Alem disso, a resposta 4 um sinal
depende da dumagao do limiar de ativagao ¢
do sinal (Marshall, 1995} adicionando anda
outro nivel de complexidode oo sistemi.

Dentre ps prncipus vias estudadas
atualmente destacam-se: adenilato ciclase,
MAPK/Erk, PI3EK/Akt, fosfolipase C
JAKS! STATS, sMADS e vias nodleanes,
O fatores de crescimente e bonmonios
reguladores da  foliculogénese atuam se
ligando a diferepies npos de receplores gue
ativam wima ou mars dessas vias levando a
respostas  relacionadas & ativacho:
sobrevivéncia, proliferacic e mamracio
folicular.

A prescnte revisdo fard  uma
discussao geral acerca dos principais fatores
reguladores.  da  foliculogenese,  seus
receplores. e as vias de sinnlivacio celular
destacando  pontes de interngio entre elos.
Por fim sera feita uma anilise dos principais
resultados obtides com o cultivo in viro de
foliculos ovananos murnos, bovinos,
coprinos ¢ ovinos. Messg (oploo  scrdo
idemtificadas as vias de- sinalizacio celular
com base nas susblancis presentes no meln
de cultive ¢ as interaghes dessas vias na
tentativa  de  compreender melhor oz
resultados obtidos

RECEPTORES DOS  FPRINCIPAIS
FATORES EXTREA E  INTRA-
OVARIANOS  ENVOLVIDOS  NA
FOLICULOGENESE

a) Tipos de receptores
D5 receplorss =io  prolemas  ou
glicoproieinas  presenies @ membrana
plasmanca {ransmembrananos), na
membmna das erganelas o Ao otosol
celular  (nucleares), gue s unem
especificamente as. - sumas moleculas
sinalizadoras (hormoénios e fatores de
crescimento).  também  denominadas
ligantez. A umdo de ums molécula
sinalizadora a seus Tecepiorss cspecificos
desencadela wma  séne  de rmeagbes  no
intenior das celulas, cupo resultado. final
depende nio somente do estinnulo recebido,
mas de outros fatores, como a situagao
metabolica da océlunla, a presenga  de
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patogencs, elc. Baseados na  estrufuta
molecular e na natureza dos mecanismos de
transdugio de sinal com -atvagio de
cascatas intracelulares, classicamente pode-
se distinguir quateo tipos de receplores:1)
receptores -acoplados a camass 1whmcos: 2)
receptores acoplades 3 protena G 3)
receptores. aeoplados  a  enzunas; 4
receptores - nucleares (Leite et al, 2012),
sando o3 trés tltumos o foco dasta revisio.

* Receptores acoplades a  canais
iomicos
Também conhecidos COIIn
receplores  lonolropicos, estes receplores
esldn  envelvidos na rapuda  smabiescio
sin@piica entre ceélulas nervosas e oulras
célulaz-alvo eletncamente excitaveis, como
celulas musculares (Laite et al., 2012)

*  Receprores acoplados & protema G
Todos o5 receptores  acoplados a
proteina G pertencem a uma grande familia
de proteinas que atravessam o membrana
celular vanas vezes. Esses receplores sao
compostos  por um  grande  domunio
extracelular N-emmmal, sete domimos
transmembrananes. ¢ um  domimio  C-
terminal intracelular acoplade a proteina G
(Salesse et al.. 1991 Dubocovich et al;
20100 A proteina G e uma GTPase formada
por és subnmdades designadas  (pelo
tamanho decrescente) a (alfa), B (beta) ey
(zama). A unidade o possm um sitio de
ligaghin com o difosfato de guanozina
(GDP) ou tnfosfato de guanosina (GTP) A
alivagho  dos:  receplores  alera  a
conformacdo da projeina G, indwando a
traoca de uma molecula de GDP por GTF no
silpe catalitico logalizado na subumidade Go.
Isso  desencadeia a dissociagio da
subunidade Ga (que esta ligada a0 GTP) do
dimero Gy e do receptor. Ambas, Ga-GTP
¢ Gy, podem entho ativar diferentes
cascatas de sinalizagho @ proieinas efetoras
(Fig. 1) {Hoelz et al., 2013},

s hormomoes foliculo estimuolante
{ESH), lnteinizante (LH), reotrofico (TSH)
e a melatonina utilizam esse tipo de
receptor.  Apesar  desses  honmomos
possmrem o mesmo Upo de receéplor, a
Ao dos ligantes a0 domimo extracelular é
especifica para cadas hormdmo (Salesze e
al 19914 A localizech dos seus receplores
varia entre as categonas foliculares, seus
tipos celulares e espécies animals conforme
obsarvado na Tab. 1.

FSH

D¢ forma gemal os receptores de FSH
(FSHR} ja foram detectados em foliculos
pre-antmis em  crescimeénto  (prunario ¢
Secundario) e foliculos antrais &m murinos,
bovinos, caprnnos e ovinos {Camp et al,
1991; Roy, 1993; Tisdall et al. 1995; Xu &1
ali, 1995 Barmva et ol., 2010). Apcsar da
ligacho do FSH a0 seu receplor ser resinia
as células da pranuloza, estudos mais
recenies. demonstraram a presenca desies
regeptores também em odcifos, sugerindo
um eferto adicional do hermonie no ovario
{Meédun et al., 2002; Barros et al,, 2013).

LH

Os pceplores pare LH (LHR) ja
foram identficados em [oliculos pré-antins
em desenvolvimento em munnos, bovings e
coprnes ¢ ém foliculos antrass também ém
ovinos (Xu et al., 1995, Geleiy, Magoflin,
1997; Abdennebietal., 1999; Saraiva et al.,
2002 As celolas da granubosa adguirem
sels  proprios’ receplorss: para LH em
meados da fase fnal de desenvolvimento
folicular sob influéncia do FSH (Erickson e
Hsuel, 1978), sendo predominantemente
expreasos na  subpopilacio de  células
murais (Peng et al, 1991). Além disso,
sabe-se que as celulas da teca expressam
receptores para  LH  (Adashi. 1994
Gougeon, 1996). Postenormente, sio
encontrados receptores tambem nas celulas

1%
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lutenicas ¢ do comulus (MacFarland et al.,
1989

sH
(3 receptor de TSH esta localizado
pa glandula tredide e sua ativacho estimula
# producio dos hormémos T1 & T4 a partir
da treoglobubing {Almeida, 2004} Estes
ultimos - serdo  desciiins  postenonments
Nessa ravisao,

Ml aroiinig

Em mamiferos, sde descritos dois
principais tpos de receptores de melatoning
acoplados @ membrana celularr MT| e
MT2. Em adicao, for relatads a exasiencia
de um tercewro receptor de melatonmina,
MT3, relacionado a locais de [ligacio
mucleares (Vineent et al., 2010). Receptores
para a melatoning i foram encontrados em
foliculos: pre-antrois em  crescimento o
ANIrais em murinos e caprinos (Soares et al.;
2003; Barros -et al., 2013). No .ovano, o
ENAm paa os receplores MT1 & MT2
foram identificados em células da graoulosa
ovarianas (Niles et al,, 1999; Soares el al.,
2003; Barros et al., 2013). Isto sugere que
este hormonio pode ter uma agdo sobhre a
esterodoigenese dessas células e sobre a
luncio folicular (Webley @ al, 1986;
Tamura ¢ al., 1998).

*  Receptores acoplados a enzimas

Em geral B5SES receptores
compartilham uma estrutura comum. que
consiste de um grande dominio extracelular
de ligagdn com o higante (hormonto ou fator
de crescimento), coneclado a0 dominio
intracelolar atraves de¢ uma umica hehice
transmembrana. A grande maioria  sfo
receptores  com  atividade  enzimédtica
insirinsecd, como 05 receplores  Liosina
quinase (TER) ou senmatreonina-guinase
(STER). Nesse caso a transdugdo de sinais
geralmente envolve o dimenzagio de
receptores apis a xXagdo. do ligante ao
dominio  extracelular,  segwida da

autofosfonlacdo de residuos de tirosina ou
serina/treoning, Os residuns de fosfotimosina
ou fesfozenma‘ireoning  aliam  como
acepiores dos dominios de homologia com
SRC2 [SH2) de vanas  profemnas
miracelufares, penmindo o controle de
muifas funches celulares {Silva e al ., 20009,

For outro lade, alguns receplores
acoplados. 8 enZimMas (UINASES, COMO 0s
receptores de  citocindgs. carecem  de
atividade enzimatica infrinseca  Quando
ativados, éles s¢ associam o anvam uma
nrosima  qunase  citesolica (JAK), gue
fosfonila o dimero do receptor, levando,
posteniormente, a alivagdo de uma fanilia
de fatores de tmnscngio (STATS) (Shiu &
Bleecker, 2001).

Sd0  receplores do Opo hirosina
quinase: fator de crescimento  epidermal
{(EGF), futor de crescumento Abroblastico
(FGF), insulina, fator de  crescumento
semelhante a insulina I e IT (IGFs [ e IL
respectivamente). Kit Ligand (KL) e fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF).
A Tab. 2 resume & identificagdo tanto
dessas proteinas como de seus receptores
por categoria folicular nas especies munna,
bovina, caprina e ovina,

Jivsnedime

0 pecepior de msulina & uma
proteinn compoesta por duas subumidades o
(massa meolecular 135 kDa) e  duas
subunidades [} (massa molecular 95 kDa)
umdas por uma  ponte  dissulfidica
(Lawrence ¢ al.. 2007 A subuimdade o
imbe a - atividade rtirosina-guinase  da
subunidade . A ligacio da imsulina &
subunidade o pemmite que a subunmidade [
adquira  shvidade gquinase, levando a
alteragdo conformacional e fosforilagio do
substrato do receptor de mmsulina.  Esse
receplor intemge. com  uma  serie de
proteinas  intracelulares;,  desencadeando
uma cascata complexa de reagies  de
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fosforilacho e desfosforilaciio (Cheatham &
Kahn, 1996),

A insulina pode atuar por meio dos
receptores especificos de insuling, que sstiao
amplamente distnbwdos nos ovirios, pelos
receptores do [IGF-T ou sinda por receptores
hibndos, que confém combinache das
subunidades o e B dos receptores de wsuling
g IGEF-1 (Yarak et al., 2005],

Em bovinos e caprinos. os
receptores de insuling ja foram detectados
cm foliculos pré-antrais em crescimento ¢
anfrais (Shumizu er al;, 2008; Chaves et al,
2012). Estes receptores sdo amplamente
distribuidos em lodos 08 compartimentos
ovarianos, inclundo células da pranulosa,
celulas da teca, estroma e oocity (Myers et
al. 1991; Swotkin et al., 1998; Loulio et al.,
20007

EGFE

O receptor de EGF (EGFR) & seus
mutltiplos  hgantes sdo  considerados o8
maiores reguladores de diversos processos
reprociutivos (Schoeider & Wolf, 2008], O
sistema EGEF compreende oo ligantes e
matto: receplores. Como ligantes, pode-se
citar: o propno EGE, fator de crescimento
transformante  allfs  (TGF-uo),  fator e
crescimento sernelhante ao BGF hgado a
heparina  (HB-EGF), anfireguling (AR},
betaceluling (BTC), epireguling (EPR),
peureguling (NRG: [-4) e epigen {Strachan
et al, 2001; Schoeider & Wolf, 2008
Como receptores podem ser atados o EGF-
E (EbBl: HEEIL). ErbB2 {meu: HER3}
EitbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4) (Schneider
& Wolf, 200B). WVarnoes ligantes da
superfamilia EGF podém interagir com o
EGF-R (ErbBl), EmB3 & ErbB4, com
diferemtes especificidades  pama cada
receptor, resultando em distmtos  efeitos
celulares (Riese & Stern, 1998; Jones et al.,
1990 Mormanno ef al, 2003} As EGF-R
podem se¢ ligar o EGF, TGF-u, EFR, AR,
HB-EGF, BTC e epigen (Riese et al., 1996;

Sirachen et al., 2001). O ErbB2 néo possul
ligantes conhecidos (Klapper et al.. 19999,
enquanto o ErbB3 pfio possui abvidade
quinase mtrinseca, parccendo atuar openas
como correceplor (Guy etal, 1994).

Quanto & locabizacdo do ligante, o
EGF ja fo deserimo em todas as calegonas
fobculiares em munnos e capnnos, bem
come ey receplor (Gamett ef -al., 2002;
Silva et al. 2006). O RNAm para a proteina
e o EGFR tem sido identificado no odcito &
nas células da granulosa de foliculos iniciais
{primordias, primanos e secundinos) & ¢m
estadios mals avangados de
desenvolvimento {antraig), em  diferenies
especies. (Chabot et al., 1986; Feng et al.,
1987; Lonergan et al, 1996 Gall e al,
2004; Silva et al., 2006).

FGFE-2

D= FGFs comphem uma familia de
pelo menos 25 membros (FGF 1-25: Katoh
& Katoh, 2005) tendo sido apenas 23
membros descritos em mamiferos (Ioh &
Omiiz. 2004), Os eventos celulares
mediades  pelos FGFs  acontecem via
ativagan de sete pnncipals receptores em
suss- 1soformas; FGFRL {(isoformas B/C)
FGFR2 (isoformas B'C), FGFR3 (1soformas
B/CY e FGFRA. A mieracao hgante-receplor
e ocoordenada  pels  conjugacho desse
complexo com hepanon ou protecgheana,
conferindo maor estabilidade & ligagho e
dimensacio dos FGFRs. A sinalisacio
intracelular do  complese FGE-FGER-
hepanina @ mediada pelo recrutamento de
diversas proteinas sinalizadoras,
culmunando na ativagdo da via mtracelular
RasRat’ MAP quinase (Eswamkumar ¢t al.,
2005), Ezsa revisdo se- deters somente ao
FGF-2, tumbém conhecido como fator de
crescimento: fibroblastico  basica  (bFGE),
pois € o membro da familiza melhor
estudado no contexte da foliculogénese
(Castilho et al., 201 3).
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0 FGF-2 apresenta alta nfinidade
a0s receptores FGFR-1 (isoformas IIB e
HICY: FGFR-2 (isoforma UIC); FGFR-3
(isoforma M) © FGFR4 (Powers et al,
2000y O FGF-2 ja foi locahzado em
foliculos pamordias de munnos, bovinos e
caprnnos,  foliculos  pré-aplems. &m
crescunento de munnes ¢ bovines ¢ antrais
de capnnos e Movinos. Seu receplor esta
presente em todas a5 categonas foliculares
de murines, bam como foliculos antrais em
bovinos (Shikone ot al.. 1992; Waondinger ot
al., 1993; Van Wezel et al., 1995; Nilson &1
al., 2001; Almeida et al. 2012) Quanto ao
tipo celular, o FGF-2 ja foi localicado em
todas as celulas fohculares, enguonto seus
receptores estio localicados essencialmente
nas células da granulosa-e da teca (Shikone
et ‘al., 1992 Wordinger et al., 1993 Van
Wezel et ol 1995; Milsson ef al., 2001;
Almeidaeral 2012

TGFE- e IGE-TT

O dstemn IGF consiste em  dois
igantes (IGF-I ¢ IGF-II), uma fomila de
seis proteinas de ligagio de IGF de aia
afimdade (IGFBPs 1-6) associadas &
enzimas de degradagio IGFBP (refendas
coletivamente  como  protesses) e  dois
receplores de superficie (IGFR-1 e IGFR-11)
(Monget et al., 2002). O receptor IGFR-I 52
biga peeferencialmente ao TGF-T & o TGFR-T1
a0 IGF-I1. Além disso, por serem sumlares
a isuling, os [GF-1 e IGE-II podem se ligar
@05 receptores  de  insulina com
aproximadamente 108 de afinidade (Yarak
et al., 2005 L

Tapio o IGF-I ¢ 1l como seus
receptores. @ foram  idenhficados em
foliculos  pré-antrals em cresciments e
antrais munnos @ bovinos, Em adigio, o
IGF-1I foi identificade também em foliculos
ovinas, Quanto aos tpos  celulares, a
localizagio dos ligantes e seus receptons
ocorrem  essencialmente em celulas . da
granulosa e da teca (Monmanx & Pisselet,

1992; Spicer o al, 1994 Wandji et al.
1998; Armstrong et al., 2000).

A

0 KL, tambéem conhecide como
facor de células tronco ou  faor  de
erescimento de mastbenios, exerce seu efato
bioldgico atraves da bpagio ¢ ativagdo de
receptores. do  tipo  Uosing  guinase
denominados c-Kit | Lemmon et al., 1997),
No ovano, § expressdo do RNAm pam o
KL ja fm demonstrada nas células da
gramulosa de diversas especies, incluindo
humanoes (Hover ef al., 2005k roedores
{Manova et al, 1903: lsmail et al . 10906),
ovinos (Tisdall et al, 1999) e coprinos
(Silva ef al., 2000; Celestine et-al. 20107
Em camundongas (Manova et al., 1993} ¢
ovelhas (Tisdall ot al., 1999). a expressio
do KL fm delectada nas  celulas da
granulosa em  todos 08 estagios  do
desenvolvimento  folicular, Sumilarmente,
em ovanos de fetos humanos, a présenca
dessa proteinn for identificada nas células
da gramulosa tamto de foliculos pré-antmis
al, 2005), Ja em caprinos. A proleina e o
BMNAm para o KL o para o seu receptor
foram venlicados em todis as coegonas
fohculares ¢ mnda no corpo ik, no
emtého ovanang & no ecido. medular do
ovir (Silva et al, 2006),

VEGE

A familin VEGF e composia de
vines - membros: fator de coescimento
placentario, VEGF-A, VEGF-B. YEGF-C,
VEGF-D e VEGF-E. VEGF-A € o subtpo
mais estudado e tem sido detectado em
foliculos pré-antrais de varias espécies de
mamiferos (Aramo e al., 2011 Duis
receptores do tipo tirosima quinase se ligam
a0 VEGF-A com alta afimdade: FLTI
{tambem  conhecido como VEGERL) e
EDR (também  deneminado VEGFR2)
Tem sido observado que o sucesso na
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de embrides etn caprinos (Sarajva el al,
2010; Magalhfies et al., 2011; Silva et al.
2014% e owines (Arnakuman et al,, 2010;
Luz et al, 2012) a patir de foliculos
secundarnos crescidos i vitro.

1. Murinos

Mo raballo - de O'brien et al, (2003}
foi ultizado wm sistema de cultivo em dois
passos. Inicialmente. o ovano inteiro foi
cultivado na presenga de soro (10% de som
fetal bovino) ¢ o5 complexos granulosa-
oocilo  obtidos apos 14 dins  (foliculos
secundanos) foram 15olados ¢ cultivados na
presenca de FSH recombinante humano
(0,05 ng/mL), EGF (1 ng'mL) ¢ insulma (5
pg/ml) por mais & dias. Em seguida, os
complexos granulosa-oocito foram
mantidos em cultivo por mais & diss na
presengn apenas de nsulina.

O soro utilizado na primeira elapa
do cultive ¢ um produto  biologico
indefimdo, composto por substincias ativas,
tats como anuncdcidos (Kum o al., 1993;
Keskintepe et -al., 1993), subsiraios
energéticos, vitaminas (Takahashi et al.
19923, peptideos. proteinas. hormonios.
fatores de crescimento e cutros compostos
(Mingoti, 1999). A ulilizagde dessa
substancis apresenta resultados
controversos na lieratura (Hulshof et al.,
199%; Telfer & al, 2000; Mitchell 1 al.,
2002; Demeestere et al. 2005 em Tungao
da sua constituicdo  indefinida. a
varabihdade de acordo com a partida; além
de ser passivel de contaminagio por agenles
tnicrobianos (Freitas, 2004), Enretanio, oo
estudo de O'bren et al. (2003) ele fox
eficiente em promover o desenvolvimento
de foliculos secundarios utilizando o
sistema de cultive de orgio inteiro. Esse
sisterna, que ¢ possivel apenas em murmos
devido 4 pequena dimensdan do ovaro,
possibiliton a2 manutengio de toda a
arquitelura. ovarana e miersgdes eotre os

tpos celulares o que pode fer contribuido
para a obtengio dos foliculos secundarios.

= falicnlos zecundines obiidos na
prmeim etapa foram cultivados na presenga
dos Ffalores extraovananos como o FSH
(0.05 ng'mL) e a msulma (5 gg'ml). e
intraovariane - como o EGEF (L ng'ml).
Estudos anteriores i demonstraram que a
concentragic plasmanca de FSH em
camundongos pode chegar até 2000 pg'mL
{(Murr et al, 1973; Michasl et al, I9380;
Parkening et -al., 1980; Hill o al. 2010
Conmdo, nesse estudo fod utibzada wma
concentragdo bem infenor. A utilisagio de
concentragdes  supenores Acs  mivels
plasmatcos de EGF (028 a 0.5 ng'ml;
Tsutsumi et al.. 1987, Kasavama e al,
1989: Owawa et al., 1991) e msulna (300
peml: Hill et al. 2010} podem ter
superestimulado s vias de  smalizacio
celular commns aos wes fatores wilizados {a
PEC, a MAPK ¢ a PR2K como observado
na Fig 3% compensando a  baixa
congentragds de FSH. Além disso, o FSH
também estimula-a via PEA.

Na ultima etapa do cultivo, o meio
for simplificado e passou a conter apenas
mzulina. Esza metodologa demonstroun que
o propno foliculo for capaz de produzir
durante o Glimos & dias de cultivo as
subslAncias necessanas A sul sobrevivéncia
& erescnnents sndo fomeado a eles apenas

4  Insulina, aminogcidos  essenciais,
vitaminas, -sals e oulros COMPostos
presenies no menn de base:

1. Bovinos

Gunerrez et al. (2000) descreveu
pela primeira vez a formacdo de antro apos
nm sistema de cultivo de longa duracdo (28
dias) de foliculos secundinios bovinos (166
= 2,15 pm). Nesse sistema, a msulina (10
ng'mL) estava presente oo meio de base ¢
foram adicionados ao meis, FEH bovino (1
ng/mLy EGF (0.5 ng/ml) e IGF 1 (1
ngml) isoladmmente ou associados  ao
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FSH. Todos ps [ralamentos estimularam o
crescimento - follicular e a formagio de
antro,

Messe trobalho foram wilizados 2
hormomos  de  ongem  extraovaniang
(imsulina e FSH) e dois fatores e
crescumento de ongem micaovanana (EGF
g IGF-I) Serundo Akbar et al. (1974) a
coocentragdo  plasmatica de FSH em
bovinos vana entre & fases do ciclo esiral
(estro = T8 ng/mL, varia entre 60 a 106
ng'mk; fase folicular: 66 ng/ml. varia entrc
44 a 100ng/mL; e fase lweal: 64 ng/'mL,
vana eotre 26 a 1060 pg'mL). Esses
resultados demonstram, gue 8 concentracio
utilizadn por Gubterree et ol (2000} for
inferior & concentragdo  plasmarica. De
forma smular, o EGF fo adicionado ao
meln em conceniracan mifenor a detectada
no  fluwdo folicular de porcas e
canmndongas; que ¢ cerca de | ng'mlL (Hsu
et al; 1987} e 10 pg/mL (Demeestece of ali;
2005), respectivarmenta O BGF-I fambém
for adicienadoe em concentragde mfenoer o
determinada anteriormente no plasma de
bovines (250 a 465 ng/'ml; Havden e al.
1993; Ryu et al, 2003) Ja a insuling for
adicionada em  concentragdo - supenor a
concentragdo  plasmatica observada  em
bovinos (05 a 14 ng/ml)} (McAtee &
Trenkle, 197 1; Hasvden & al.; 1993), Apesar
da mnsulina compartilhor a8 mesmas vias dé
sinalizaco do FSH, EGF e IGF-1 {a PKC, a
MAFK & a PI3K). exceto parda-a vida FRA
estimulada  apenss pelo FSH,  essas
concenlraghes parecem nac ter  zdo
suficientes em promover o desenvolvimento
completo dos tolicnlos bovinos tomando-os
aptos @ maturar & produzir embrides in
Vilr.

Enquanto piars & ¢spécic murina a
foliculogénese durn em media 21 dias,
como ¢ltado antenormente, oDa @ espeécie
bovina esse periodo se extende por meses
(Lussier et al, 1987} Gupta ef al. (2008)
relataram a producdo de embrides  de

bufalos apds um cultive in vitro de foliculos
secundanos por aproximadamente 100 dias.
demonstrando a pecessidade de um periodo
de cultive iy viro mais extenso. No estudo
de Gunerrez et al. (2000). o empo de 28
diss provavelmente ndo foi suficiente para
produzir adeilos manuros, aplos a producio
i vitre e embrides, Porfanto, & producio
de embrides a padir de foliculos pre-antrais
representa o desaflo atal na espécie
havina.

X Caprinos

Embrides caprinos foram obtidos a
partir de foliculos secundarios (=150 gm)
cultivados iw wire em mew contendo
imsulina (10 pg'ml), FSH recombinante
bovino em conceniraghes crescentes (100
ng'/ml até-o-dia 6 500 ng/ml. ate o dia 12 e
1000 pgml ate o dia 18 de cultivo)
associados ao LH e BEGF  {ambos 11a
concentragio de 100 ng'ml; Saraiva et al.,
20100, a0 GH (50 ng'mL: Magalhfes &t al.,
201 1) ou a0 VEGF (100 ng'mL; Silva et al.,
2014). Todos esses experimentos Hveram a
duragio de [8 diaz e as tmas de mauragio
oocitaria e produgio de embrides foram
baixas,

o estudo de Saragvae et al, (2010) as
concentiagtes de FSH unlizadas  foram
supenores: a5 enconlradas. po plasma
coprng, que podem varar enlre 85 a 248
ng'ml durante o esiro natural {Chemineau
et al., 1981} Alem disso. as concentracies
de BGF vanam ém porcas @ camundongas
entre L (Hsu et al, 1987) & 10 og/‘mL
{Dremeesiere et al.. 2005), respeciivamente,
Ta a concentragio de LH estava dentro dos
nivels plasmaticos  detenminados  por
Cheminean et al. (1982) que publicon gue
o5 mivels de LH no plasma caprine variam
entre 2.6 a 1140 ng'mL. Quanto as vias de
sinalizesdo  envobvidas com o5 fatoros
utilizados, a insulina compartilhs  as
mesmas vias de sinalizacio do FSH, EGF e
do IGF (a PEC. 2 MAPK 2 a PBK) exceto

26

Cidmeter Amdowr! 25 {31 1347, 2015



para a via PKA estimulada apenas pelo
FSH.

Fi Magalhdes etal. (20011) wtihzow a
combinagio apenas de fatores
extraovaranes, imsulineg FSH e GH. A
concentracio de GH uwulizada nesse
experiments lambém  foi supernor A
enconirada para o plasma de capnnes que
vanaentre 2 a 3 ng'ml (Simms et al., 1978;
Komaliinslijper et al. 1997} Aqui,
pressupde-se que os foliculos foram capazes
de produzir os fatores  intre-ovaranos
reguladores da foliculogénese, uma vez gque
howve o completo  desenvolvimento
folicular, Mt CHn & producio
embroonanos. As alies concenimcies dos
farores utilieados podem Ter
superestimulade a5 vias de sinalicacdo
celular. Além disso, a insuling compartilha
as mesmas vios de simnhizagho do FSH e GH
(a FKC, a MAPK ¢ a PI3K), exceto pary a
via PEA estumulada apenas pelo FSH e GH,

Ti Silva et al. 2014 adicionon a0
meto de cultivo o3 fatores extraovar anos
insulina @ FSH ¢ o fator inimsovamano
VEGF. Esses fatores estimulam vias em
comum (a PKC, a MAPK ¢ a PI3K),
enguanto & via PKA ¢ estimulada apenas
pelo FSH,

Abado 4 todis 88 consaderaghes
anienores. ressalia-se que, em capnnos a
foliculogenese durn  aprocumadaments 6
meses, Um estudo recenle nessa espécie
desenvolvido tambem por nossa equipe
(Pesson et al.. 20045 sugenu a extensio do
penodo do cultive in wifro pama 36 dins.
Nesse experimento  verificou-se  que o
periodo de 36 dias de cultivo pode aumentar
as taxas de retfomada da meiose, levando a
um aumento no pimero de oocitos maduros
¢, consequentemente, de embrides.

4. Ovinos

Arnmmakumarr et al (2010)
demonstraram  gue a suplementacio do
mein de cultive com T4 (1 pp'ml ), FSH (2

pgml), IGF-I (10 mgiml) ¢ GH (I
miU/mL) melhoron o deservolvimento in
witre de foliculos pre-antrais (250 a 400
pm), a mefuwacdo oocitana ¢ 0
desenvolvimento de embrides ate o estagio
de mbrula. Wesse expenmento foram
uilizados irés hommdnios exiraovananos
(T4, F5H ¢ GH) ¢ wmn miracvariano, o [GE-
L. durante um cultivo f vifro por 6 dias.

As concentragies utilizadas para o
T4 foram superiores as epcontradas no 2oro
de ovelhas: (45,41 ng/ml a 51,32 ag'ml,;
Colodel et al,, 2010], assim ¢omo a de FSH
encontmdo em meédia na concentragio de
13,5 + 5.2 ng/mL (Miller et al, 1981). Ii o
IGF-1 ¢ encontrado ne plasma de ovelhas
em media de 300 a 400 ng'mL durante a
fase estral {Mirzas1 & Recaer, 2014), tendo
sido nblzado uma conceniracio infenor:a
fisiologica. Foram' estimuladas com essa
combimcio de fartores.: a3 vias de
sinalizacdio celular: PKC, MAPK e a PRK
{vias em comum enfre o FSH, GH e IGF-T).
a via PEA, que € estumuleda apenas pelo
F5H, alem da via dos receptores mucleares
eshmulada apenas pelo T4,

Estima-se que. na ovelha, ao deixar
o pool de meserva, o folieulo levana
aproximadamente 180 dias pam atingir o
estagio  pre-ovulatbeig, 135 diag até o
aparccimento do anire ¢ mais de 45 dias aré
a ovulagho (Calalle Mauléon, 1980). O
estudo de Arapakumari et al (2000)
demonstrou que a aceleracdo desse processo
in wirra pode ter sido justificada devido a
adigio.  das  subslancias anlEriormente
citadas,

CONSIDERACOES FINAIS

A presente  revisdo  mostrn A
complexidade da foliculogénese ¢m fungio
da sua regulagio por inmeros hormonos ¢
fatores de crescimento. ©F quals - AlGAM
atraves de receptores. identificados  em
diferentes estagios de desenvolvimento e
celulas Toliculares. Somado a fs=0, 2
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ativacio de diferentes vias de sinahsacio
celular e a interacio entre estas dificulta-a
elucidagio da foliculogénese. Fssas vias
podein ser influenciadas pelé combinagao,
momento de adicho e concentracdo dos
hormdnios e fatores de  crescimento
utilizados, Entretanto, o compreensio. de
commo 550 ocore. amda  pde fon
completamente elucidada. sendo foco de

vinas pesquisas, Estudos que avaliem o
blogueio e'ou estimmlo de determinadas
vins de -sinalizacio podem ajudar -a
desvendar o processo de foliculogenese,
além de poder aprimorar o cultive i vitro,
resultande ma producde de elevado nimero
de embndes a pamir de odeios oriundos de
foliculos pre-antrans . crescidos i vifro nas
especies domesticas.

Tabela 1. Local de produgde do FSH, LH ¢ melatomna ¢ localizaglio por categona folicalar de seus

recepiones em munnos, bovinos, caprinoes e ovinos.

LOCAL DE  LOCALIZACAQOPOR CATEGORIA .
FATOR  pRopUCAD. FOLICULAR BEERRESEL
Ligante Receptor
, J Pre aprad em
Primyrdanl i Agitrsl
Camp £ al_1951; ¥u o al, 1585, Roy,
FaH m ng byg o mi b, oo e Tiedall @ od, 19S5 Sancn o @l
HilD
Adenohupafiss Xueral, 1995, Gelety & Magoffn

LH m b c me b, ¢, 0 1957 Abdenndd aral, 1990; Bisvn e

o 2012
MELATONINA Fineal m, e i, € Soaresf o, T003; Bamoa eral 1013

Murinos (). bovisos (b, capriogs (c) ¢ ovinoes (o},

Tabela 2. Localizacio por categoria folicular da insulina, EGF, FGF-2, IGF-I, IGF-II, KL, VEGF
(liganta e receptor) em murnos, bovinos, caprinos e ovinos.

: LOCALIZACAD POR .
FATOR LOCAL DE PRODUCAD CATEGORIA FOLICULAR EEFERENCTAS
2L “Receptor
Fré angral Pré antrl
Promocdinl Bm Aniral  Primosdinl =i Airal
cretcimanta crescimanto
INSULINA Fingens b e o sl Hj"ﬁ' Clonve oy
EGF c [~ c m oo o o mﬂ:&'..éﬂ['il.ﬁﬂm wfal,
Ehm;.:ﬁnﬂz: '-i-'tr&:gﬁﬁ'ﬂ'
., 15 wo, 1ees:
i ot i e = Lt m, b Nilkwow 1l 2001, Yan
Ay &m’ 7012
i mb o omboomb o ombomb MRl e
1GF- I i b, o o bo i, b e b i B kulim-tv::l:ajﬂ:,
hioaro & Barastens, 1993 Clask
KL ome  ome  ome mer  meo  meo RoCRSLal)
2011
Berpshn er ). 30000 Koos, 1564,
VEGF C mb.o bog.o Q m b0 b.c, o Tanz & Forume; 2067, Brome o

Muninos {m), bovinos (bh, caprinos (e, ovinos{ol.
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al | S Sharms & Suden, 3800,

Charwdhury oo, 2010;
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Tabels 3, Componentes da superfamilia TGF-f @ seus recaptores (Tabela adaptada de Silva 2t al,,

2009),
FATOR
LTS
D4

BN S
HAR.T

B 15

LEE] B

AMEH

ATIVINA

TGF

Tiped Tiper 1
BMPR 1A (ALKY)
BMPR-TT EMPR-E (ALK}
E“‘EEE ASIE-LA (AL
A BMPR-IE {ALKS)
BIFRE-II BNPRE-IB {AL KL}
AMPE-TI THR-1(ALES}
_ AAR-LA (ALK
AMHEL BAPR- LA (ALK
EMPR- 1B {ALKE)
A LA
AGRAE AcR-IE {ALEA)
en THR-1IALKS}

i

Shrmessky er al, |98
Eruckacti & Ehacs peaky 2003

Eidis e al, 199K
Drmamisond e ol 22,
Kzl & Cilispar, 203

Erwclson & Shienewaln, 2003
Bhrnaesk o & | 7008

Wnl e, 2002 Tnidkson &

Bhamssslo MEA
Mipsrhoung o ol 2004

Enckeon & Shnmsako, 200
< Rlmmaiaki o o J004

Divresiingd & al | 30410
Pangas e, 2602

Ten Dijloaar s 1994,
Shmask @ o | 1004

Tabela 4. Localizaglo por categoria folicular dos fatores da superfamilia TGF-B (ligante ¢ recepter) em
s, bovides, caprines e ovinos,
LOCALTEACAD POR CATEGORIA FOLICULAR

FATORE

M

BMP-4

BN

BNIF-15

JEF ]

%

ATIVINA

INTRI™A

AN

boro

i, b

m. 6,0

Lignm=
P anitral

mm s rmmen b

m, c

mboo

o

m L0

b, o

Azl

m. koo

ai, byo

Murinos (). basisas (b, caprinos (c), avinos (ol

Receptar
Pzl H-Zhl Asrwad
Lonlag el bl
o, & il
oL o o, o
Dervmmond o o,
L 13 ML = S0
Sihmara 20,
I, o oL o
m o, o oL, o
Chnstopher, 300
Wilawn =f m! | M0
WhRel A 199
Bodenisismer o ai |,
ey i ok 18080, Bilam ral
2004
‘Hulshafiral, 1997,
Tokenr o o, 19505,
fL¢ e b Fha ot of, 001- il
."T'F.'..l r ite 1 8
Sruany e CoaTv Pt
150 Eilvnar o'
m. o m, & m b, o 2006; Leitho et ot .
2013
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Tabely 3. Localizegio por categorin folicular do GHE g LIF (ligagie ¢ receplor] em miurinos,
bowvinos, OVINOs & CAPNNos.

_FATOR ~ LOCALIZACAD POR CATEGORIA FOLICULAR REFERENCIAS.
Ligasife Receptor
: ; Frz antral . > Pre niral
Primordial e trcaEbit Antral  Primaondial o i = Auirral
Calsson éral | 15993
G Adenohipéfise m, b o m, b, co m, b o E.';‘H;":Eﬁﬁ'::

Froto ¢ o' 2010
LIF i m (¥} wikmon'ed at., 2302

= pinnes. b= bovines, ¢= coponos, o= vinoes

Tabela 6. Localizagfio por categoria folicular da tmiedotironina (T3), tiroxina (T4}, esiradiol e
_ progesterona (ligante e receptor) em murinos, bovinos, ovinos, capanos ¢ humanos.

FATOR LOCALIZACAD POR CATEGORIA FOLICULAR REFERENCIAS
Ligants Receptor
p i Pre antral ki . ; Pré antral
il ML CresgLmenta Bemndial ek CIesCHmeate
11 h
Tirenide Fhoeg or e, 107
T4 h
Estradiol i, b b oty i, Byors st ok, (997,
. £ 0 - Efi dmtediiag, S00)
Progesterana I:‘ :' a T‘ :‘ Toisgd e el 2006

e marines:, bee bovines, o caprinos, o= ovinos, b hinanos

Figura 1. Afivacdo dos receptores -acoplados -4 proteina G. O complaxo liganfe-recepior ativa as
proteings O associadas, promevends a conversdo de guanosing difosfato (GDP) em guanosioa nfosfaio
(GTP) que se liga 4 sobumsdede o da prosing G, estmulando a sdeml aclaze & gerar AMP ciclico
(cAMF). Este. por sua vez, aciona nma cascata de fosforilacdo nas proteinas quinases dependentes de
cAMP gue idlo desencadesr a resposta cefular mimvés da ansenclio gémc.
a0
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Figura I, Localizagio dos fawores reéguladores da foliculogénese (Hganbe e veceplor) em Toliculos
OVACLANOS Pré-anirmis e anirais nas especies capring, oving & bovina,
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E s
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I ~ Forap | WAELDS (@ 0a LRI B
Adesila ricesn — = 1
g Bigcaglaral _;n:._l_ ETmT08 S _|_
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[ ] e -
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Figura 3. Principais vias de sinalizagfo celular dos fatores remuladores da foliculogénese.
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