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ABREVIACOES E SIMBOLOS

pm - Micrometro

AIGF Fator de crescimento indutor da producéo de androgenos
bFGF Fator de crescimento fibroblastico basico
cKit Receptor de tirosina kinase

CP Fossas endociticas (“coated pits”)

EGF Fator de crescimento epidermal

EV Vesiculas endociticas

FD Foliculo dominante

FGF Fator de crescimento fibroblastico

FS Foliculos subordinados

FSH Horménio foliculo estimulante

FSHR Receptor do horménio foliculo estimulante
GDF-9 Fator de diferenciagdo de crescimento 9

GH Hormonio de crescimento

IGF-I Fator de crescimento semelhante ainsulina do tipo |
IGF--R  Receptor para o fator de crescimento semelhante ainsulina do tipo |
KL “kit ligant”

LH Horménio Luteinizante

LH-R Receptor do hormonio luteinizante

MGF Fator de crescimento mastocitario

MT Microttbulos

PGCs Células germinativas primordiais

pRb Proteina retinoblastoma

RNAmM Mensageiro do Acido Ribonucléico

SLF “Steel factor”

SCF Fator de crescimento de células tronco

SV Vesiculas secretorias

TGFb Fatores de crescimento transformantes b

TZP Projecbes transzonais

WTI Gene supressor do tumor de Wilms

ZP Zona pellcida
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| - INTRODUCAO

O desenvolvimento e a utilizacdo de técnicas de biologia molecular tem
possibilitado aos grandes centros de pesquisas 0 estudo molecular dos eventos
fisiologicos nos 6rgdos e sistemas de diversos organismos. Estas técnicas permitem
verificar as expressfes genéticas e protéicas tanto in vitro quanto in situ, possibilitando

a melhor compreenséo dos mecanismos de acéo que controlam as fungdes celulares.

A otimizagdo da exploragdo do potencial reprodutivo das fémeas requer uma
compreensdo mais ampla dos mecanismos que controlam o crescimento e o
desenvolvimento folicular, conhecido como foliculogénese, uma vez que o papel
preciso do odcito e das células da pré-granulosa na ativacdo e no crescimento folicular
ainda é pouco conhecido. Assim, a compreensdo destes eventos associada a outros
tipos de biotécnicas tais como a transferéncia de embrides, a fecundacéo in vitro e a
clonagem, poderdo ser Uteis na preservacado de espécies em extingdo e no tratamento

de certas formas de infertilidade.

O objetivo dessa monografia é destacvar a participacdo de alguns fatores de

crescimento na ativacéo do foliculo primardial e no desenvolvimento folicular.

Il - O OVARIO

Aspectos morfologicos e estruturais

A forma do ovario varia de acordo com a espécie e 0 estagio do ciclo estral
(PINEDA, 1989; NUNEZ 1993; HAFEZ 1995). Em bovinos, ovinos (HAFEZ 1995) e
caprinos (NUNEZ 1993), o ovario tem a forma de améndoa, enquanto que nos
equinos ele tem a forma de rim devido a presenca da fossa ovulatéria. Em porcas, o
ovario assemelha-se a um cacho de uvas, em decorréncia da pesenca de foliculos e
corpos lateos salientes (HAFEZ, 1995). A figura 1 mostra a forma e 0 peso ovariano

em diferentes mamiferos domésticos.



Animal Forma Peso (g) Referéncia

Vaca Amendoada 10-20 Hafez, 1995
Ovelha Amendoada 34 Hafez, 1995
Cabra Amendoada 34 Nunez, 1993
Porca Cacho de uva 37 Hafez, 1995
Egua Rim 40-80 Hafez, 1995
Cadela Oval 0,8-1,0 Christiansen, 1988a
Gata Oval 0,3-10 Christiansen, 1988b

Figura 1. Forma e peso do ovariano em diferentes mamiferos domésticos.

O ovario é composto por uma regido cortical e uma medular, sendo circundado
por um epitélio superficial conhecido como epitélio germinativo que repousa sobre uma
membrana basal. Logo abaixo, observa-se a tunica albuginea e o estroma ovariano.
No cértex ovariano, de animais que estejam ciclando, podem ser encontrados foliculos
ovarianos quiescentes, em desenvolvimento ou em atresia, corpos lateos, corpos
albicans e corpos hemorragicos (MURDOCH, 1996 - Figura 2). No cortex, também
encontram-se colagenos dos tipos | e I, fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos e
terminacbes nervosas (HAFEZ 1995). A regido medular € responsavel pela nutricdo e
sustentacdo do ovario. Ela consiste de tecido conjuntivo fibroblastico (fibroblasto, fibras
de coldgeno | e lll e fibronectina), nervos e sistemas vasculares (SMITH et al., 1994)

gue atingem o ovario pelo hilo (HAFEZ 1995).

O ovario desempenha duas importantes funcdes, uma exdcrina ou gametogénica
(producdo e liberacdo de dvulos) e uma enddcrina ou esteroidogénica (producdo e
liberacdo de horménios esterdides - HAFEZ 1995). Essa dupla fungdo € um processo
interdependente, complementar e necessario para o sucesso da reproducdo (PINEDA,
1989). A produgdo de Ovulos ou gametas femininos € resultante da interacdo de dois
fenbmenos que ocorrem no ovario, isto é a oogénese e a foliculogénese

(SAUMANDE, 1981). O presente dara maior enfoque afoliculogénese.
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Figura 2. Organizacao estrutural do ovario mamifero (adaptado de MURDOCH, 1996).

Populacgéo folicular ovariana

Varios fatores como a espécie, raca (CAHILL et al.,, 1979), genética ERICKSON,
1966; SMITH et al, 1994), idade (PETERS, 1976; RUSSE, 1983; ROY & TREACY,
1993) e estado reprodutivo do animal (ERICKSON et al., 1976) podem influenciar a
populacéo de foliculos ovarianos. Estimase que a populacdo folicular ovariana ao
nascimento € de aproximadamente 235.000 foliculos na vaca, podendo variar de 0 a
720.000 foliculos por ovario (BETTERIDGE et al., 1989). Em outras espécies
encontram-se aproximadamente 160.000 na ovelha (DRIANCOURT et al, 1991) e
2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986).

lIl— ATIVACAO E DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

O processo de formacdo, ativacdo, crescimento e maturacdo folicular, iniciando

com a formacgdo do foliculo primordial e culminando com o estagio de foliculo maduro



ou de Graaf ou pré-ovulatorio € conhecido como foliculogénese (SAUMANDE, 1981;
PICTON, 2001).

Origem e formacdao do foliculo primordial

A quantidade total de odcitos presente no ovario adulto origina-se de um ndmero
definido de células germinativas primordiais (PGCs) que s&o derivadas da massa
celular interna do blastocisto em desenvolvimento. Uma vez estabelecidas no ovario
em desenvolvimento, as PGCs comecam a se diferenciar em oogbnias. A populagdo
de oogobnias se expande através de um numero predeterminado de divisdes mitdticas,
espécie especifica, até as células se tornarem odcitos por divisdo meidtica (PICTON,
2001).

Apds o inicio da meiose as células germinativas, agora chamadas de odcitos
primarios, continuam a fase de divisdo passando pelas fases de leptoteno, zigoteno e
paquiteno da profase | da meiose antes de atingirem a fase de dipléteno. O tamanho
das células germinativas aumenta com o desenvolvimento do o0cito, passando para a
fase de dipléteno. Depois de passarem por uma reorganizacdo citoplasmética, os
odcitos primarios permanecem em um estado inativo até a puberdade quando o0s
foliculos (os selecionados) estdo aptos a ovular. O inicio da meiose nos odcitos
coincide com o inicio da foliculogénese. Antes da formacdo do foliculo, /& uma grande
colonizacdo do ovério fetal por células mesonéfricas, que podem tornar-se fontes

precursoras de células foliculares (PICTON, 2001).

Dentro da regido medular do ovario fetal, corddes de células sométicas se
ramificam no cortex e invadem os “ninhos” das oogbnias e odcitos. Durante este
processo 0s 00citos perdem qualquer relacdo intercelular e sdo envolvidos por uma
Unica camada plana ou poliédrica de células pré-granulosas derivadas dos cordbes
celulares, enquanto formam os primeiros estagios s foliculos primordiais. As células
pré-granulosas permanecem em uma fina membrana opostas as células do estroma,
algumas das quais vao se diferenciar em uma camada de células da teca apds o inicio
do crescimento folicular. Uma vez estabelecida, a unidade folicular, esta ird ajudar a
manter o odcito em um ambiente controlado e isolado de qualquer substancia que
possa prejudica-lo (PICTON, 2001).



Todos os od6citos que ndo forem incorporados aos foliculos primordiais serdo
degenerados. Os foliculos primordiais constituem o banco de células germinativas no
ovéario pés-natal e o seu tamanho e numero varia de acordo com a espécie (figura 3)
e a idade (GOSDEN et al., 1987ab). Assim que o banco de foliculo primordial é
estabelecido, inicia-se a fase de recrutamento do foliculo continuando pelo resto da

vida ou até o final da atividade ovariana. O crescimento do foliculo é continuo,
podendo terminar com a ovulacdo de um odécito maduro ou a degeneracdo (atresia) do

foliculo e seu odcito.

Numero de células  Diametro folicular Diametro do odcito
da granulosa (nm) (mm)
Ratas 10 12 17
Ovelhas 1516 41 35
Vacas 24 45 30
Mulheres 13 35 32

(Adaptado de PICTON, 2001)

Figura 3. Caracteristica dos foliculos primordiais de diferentes espécies.

Funcéo dos foliculos ovarianos

O foliculo é a unidade funcional do ovario mamifero (GORE-LANGTON &
ARMSTRONG, 1994). Cada foliculo apresenta basicamente duas funcbes: 1)
proporcionar um ambiente ideal para o crescimento e maturagdo do odcito (GORDON,
1994) para que o mesmo atinja seu potencial maximo que é a fusdo com a célula
germinativa do macho (espermatozdide) para produzir um embrido capaz de conduzir
0 seu desenvolvimento até o nascimento de um individuo normalmente viavel (GORE-
LANGTON & ARMSTRONG, 1994); 2) Producdo de hormdnios esterdides (GORDON,
1994).



Tipos de foliculos

A populacéo folicular ovariana € bastante heterogénea (SAUMANDE, 1981). Um
sistema atual de classificacdo dos foliculos (tanto para a espécie bovina quanto para a
ovina) foi descrito por Braw-Tal e Yossefi (1997). Nesse sistema de classificacdo o0s

foliculos pré-antrais e foliculos antrais jovens séo classificados como:
a) tipo 1- foliculos primordiais (uma camada achatada de células da granulosa).

b) tipo la — foliculos transitérios (uma mistura de camada achatada e células da
granulosa do tipo cubdide).

c) tipo 2— foliculos primérios (1-2 camadas de células da granulosa cubdide).
d) tipo 3 foliculos pré-antrais pequenos (2-4 camadas de células da granulosa).
e) tipo 4 - foliculos pré -antrais grandes (4-6 camadas de células da granulosa).

f) tipo 5 - foliculos antrais pequenos (presenca de antro e mais de cinco

camadas de células da granulosa).

Contudo a classificacdo dos foliculos ovarianos ainda ndo esta totalmente
definida, podendo variar dependendo da espécie e do padrdo de classificagdo
morfologica adotado. Para fins comparativos, foi adotada nesse trabalho a

classificacdo acima descrita.

Ativacéo dos foliculos primordiais

Os foliculos primordiais in vivo sdo rodeados por um ambiente extra-folicular
complexo, incluindo o estroma ovariano, células da teca em varias fases de
diferenciacdo, ramos do sistema circulatorio, sistema nervoso e outros tipos celulares
(e.g., macrofagos). A influéncia que estes diferentes tipos celulares exercem nos
eventos intrafoliculares ao longo da foliculogénese estd sendo estudada, porém os

mecanismos envolvidos ainda permanecem obscuros (McNATTY et al., 1999).

Os foliculos em crescimento se encontram na porgcdo cértico-medular que é
ricamente vascularizada (van WEZEL et al, 1996) sugerindo que a ativacdo e o
crescimento dos foliculos primordiais depende de nutrientes, horménios e fatores de

crescimento. Porém, nem todos os foliculos primordiais iniciam seu crescimento ao



mesmo tempo, alguns fatores podem estar retendo alguns desses foliculos na fase de

guiescéncia para serem ativados posteriormente ao longo dos anos.

Estimuladores de crescimento

C-Kit/SCF

O receptor de tirosina kinase, c-kit e seus ligantes (SLF, “Steel factor”, também
conhecido como MGF, fator de crescimento mastocitario), o fator de crescimento de
células tronco (SFC ou ‘“kit ligant”, KL), foram localizados em odcitos e células da
granulosa, respectivamente (MOTRO & BERNSTEIN, 1993). Nos ratos, a inibicdo da
interacdo entre SCF e o c-kit previne a transicdo de foliculos primordiais para foliculos
primarios, contudo sem impedir a ativagdo de foliculos primordiais (HUANG et al.,
1993; YOSHIDA et al., 1997). Em ovarios ovinos, foram detectadas as expressdes de
SCF em células da granulosa e de c-kit em o00citos em todos o0s estagios de
crescimento foliculares desde a fase primordial (CLARCK et al., 1996; TISDALL et al.
1997). Além disso, em ovelhas, a proteina c-kit foi localizada em odécitos de foliculos
primordiais em crescimento, 0 SCF em células da granulosa e em odcitos de foliculos
primordiais e priméarios. Esses achados ressaltam a importancia do SCF e do ckit no
crescimento folicular de foliculos primordiais. Yoshida et al. (1997) demonstraram em
ratos a cessacdo da proliferacdo de células da granulosa ap6s a administracdo de
anticorpos contra o c-kit. Isto demonstra que € necessario um sinal proveniente dos
odcitos para desencadear o crescimento das células da granulosa. Alguns candidatos
gue poderiam estar desencadeando este processo sdo o fator de diferenciacdo de
crescimento 9 (GDF-9 — DONG et al., 1996) ou o fator de crescimento epidermal (EGF)
e/ou seus receptores (SINGH et al., 1995).

Gonadotrofinas e seus receptores

Os foliculos primordiais comecam a crescer em maior ndamero antes da
puberdade, mas o crescimento também se inicia durante gravidez e a lactagdo quando

as gonadotrofinas na circulagdo sdo baixas e a ovulacdo é suspensa. Em contraste

com as fases posteriores de desenvolvimento, a ativacdo do foliculo primordial é
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independente de  gonadotrofinas. Além  disso, doses superestimulantes de
gonadotrofinas ndo parecem aumentar a taxa de recrutamento de foliculo primordial e
a administracdo cronica de gonadotrofina ndo causa deplecdo prematura dos foliculos
no ovario (DANFOUR et al., 1999).

O FSH (horménio foliculo estimulante) parece nao ser o fator inicial de
crescimento dos foliculos primordiais. Ha fortes evidéncias em ovelhas, mulheres,
vacas e porcas que o gene que codifica o receptor para FSH (FSHR) ndo é expresso
antes que o foliculo atinja os graus (tipos) 2 e 3 de desenvolvimento folicular (TISDALL
et al., 1995; XU et al, 1995; YUAN et al, 1996; OKTAY et al., 1997). A partir desse
estagio de desenvolvimento a expressdo pra o0 FSH-R esta localizada exclusivamente
nas células da granulosa. Embora tenha sido demonstrado que o FSH possua efeitos
positivos na proliferacdo e funcdo das células da granulosa de foliculos pré-antrais,
este ndo é um fator essencial para o desencadeamento na proliferacdo destas células
(HIRSHFIELD, 1985) ou ainda, para a formacdo da teca interna (MAGARELLI et al.,
1996).

Em ovelhas, a teca interna desenvolve-se em foliculos do tipo 3 e em vacas
foliculos do tipo 4 (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997). A expressdo do receptor do
horménio luteinizante (LH-R) foi demonstrada na teca interna de foliculos pré-antrais
dos tipos 4 e 5 de porcas, vacas e ovelhas (XU et al., 1995; YUAN et al., 1996). Em
ruminantes domésticos h& evidéncias que foliculos do tipo 4 e 5 tém receptores
funcionais para FSH e LH nas células da granulosa e células da teca, respectivamente,
e que em ovelhas esses foliculos sdo capazes de sintetizar progestagenos,
androgenos e estrogenos in vitro (McNATTY et al., 1986; YUAN et al., 1996; WANDJI
etal.,, 1996).

Subunidades da inibina e activina

A inibina e activina sdo peptideos, dimeros dos fatores de crescimento
pertencentes a superfamilia dos fatores de crescimento transformantes b (TGFb). A

subunidade a da inibina, inibina/activina ba e a inibina/activina bg juntamente com os

receptores do tipo I, lIA e 1IB s8o expressas nhas células ovarianas durante o
desenvolvimento folicular (ROBERTS et al., 1993; CAMERON et al, 1994). Outros
trabalhos demonstraram a evidéncia da presenca dos peptideos, subunidade b da
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inibina/activina em odcitos e células da granulosa de foliculos pré-antrais em diferentes
estagios de desenvolvimento (TORNEY et al., 1989; BRAW-TALL,1994; TISDALL et
al., 1994).

Folistatina

A superexpressdo da folistatina em ratos transgénicos inibiu 0 crescimento
folicular primério e subseqlentemente dos outros estagios de desenvolvimento. (GUO
et al., 1998). Deste modo a folistatina pode regular as agbes da activina ou de outros
membros da familia dos TGFb, por exemplo, o GDF-9. Em ovelhas a expressdo do
gene da folistatina foi observada em células da granulosa do tipo 3 (BRAW-TALL,
1994; BRAW-TALL et al., 1994) e em quase todos os foliculos pré-antrais e foliculos
antrais (ndo atréticos) durante seus estagios de desenvolvimento. Durante a fase de
crescimento pré-antral e inicio da fase antral, a folistatina pode atuar como uma

proteina ligadora para prevenir a maturacao prematura do odcito.

TGFb e FGF

O TGFb é conhecido por ser produzido pelas células da teca e influenciar na
proliferacdo de células da granulosa em bovinos (MCNATTY et al., 1999). No ovério de
ovelhas a expressédo do TGFb; foi observada em tecidos intersticiais e estroma e
primeiramente observado na teca interna de foliculos do tipo 4 e 5, enquanto que o
TGFbs foi observado principalmente em células da musculatura lisa de vasos

sanguineos e na camada de células da teca.

O fator de crescimento fibroblastico 8 (FGF-8) apresenta fortes evidéncias no
controle do desenvolvimento folicular. Este fator pertence a familia dos FGFs que,
além dele, agrega mais 9 membros (FGF 1-9). Os FGFs apresentam padroes
temporais e espaciais de expressdo especificos e estdo envolvidos no
desenvolvimento embriondrio, angiogénese, cicatrizacdo e oncogénese (BASILICO et
al., 1992). Inicialmente, o FGF-8 foi identificado como um fator de crescimento indutor
da producdo de andrégenos (AIGF) que media o crescimento androgeno-dependente

de células tumorais mamérias da linhagem SC-3 (TANAKA et al, 1992).
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Posteriormente, detectou-se a expresséo do FGF-8 em vérios sitios que sinalizam e
direcionam o crescimento do embrido murino, indicando que este fator de crescimento
desempenha um papel importante no controle do desenvolvimento embrionéario
(CROSSLEY et al., 1995). Além disso a expressdo de outro FGF foi observada em
culturas de células da granulosa (NEUFIELD et al., 1987).

bFGF

O fator de crescimento fibroblastico basico foi localizado em odcitos de foliculos
primordiais e primarios de varias espécies. O bFGF também foi localizado nas células
da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais. As células da teca de foliculos em
desenwolvimento também  expressam esse gene. Receptores para o bFGF foram

observados em células da granulosa de ratos e bovinos (NLSSON et al., 2001).

O DbFGF esta relacionado com varias fungbes ovarianas incluindo a mitose de
células da granulosa, esteroidogénese, diferenciagdo e apoptose. Além disso, foi
observado que células da granulosa de foliculos pré-antral e antral produzem o bFGF

durante o desenvolvimento folicular (NILSSON et al., 2001).

Inibidores de crescimento

pRb e WTI

Apesar dos efeitos de estimulagdo do crescimento no inicio do crescimento
folicular primordial, a presengca de pulsos de inibidores de crescimento pode ajudar a
manter a quiescéncia do “pool” de foliculos primordiais. Ap6s a ativacdo do
crescimento do foliculo primordial, ocorre um aumento da proteina retinoblastoma
(pRb) pela proliferacdo das células da granulosa, por outro lado o aumento do
tamanho do odcito provoca uma deplecdo dessa proteina. A expresséo da pRb no
nucléolo do odcito pode estar associada com a produgdo de um inibidor natural de
proliferacdo que pode prevenir proliferacdo de células da granulosa (BUKOVSKY et al.,
1995). Como a pRb, o gene supressor do tumor de Wilms (WTI) pode ser um inibidor
genético envolvido na diferenciacdo folicular agindo em células da granulosa de
foliculos primordiais, priméarios e secundarios, como por exemplo, a supressdo do
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receptor para o fator de crescimento semelhante a insulina do tipo I, IGF-IR
(WERNER, 1993). Foi demonstrado que a expressdo do WTI no ovario pode estar

sendo controlada da mesma forma que a pRb (HSU et al., 1995).

Regulacdo paracrina do desenvolvimento folicular

Zona peldcida (ZP)

A ZP é uma matriz extracelular que cerca o odécito e promove um tipo de juncédo
especializada para dentro da camada interna das células da granulosa (as células do
cumulus). Embora nos foliculos primordiais ndo exista ainda a ZP, o inicio do
crescimento primordial estd associado a expressdo genética coordenada da ZP-1
odcito-especifico, ZP-2 e ZP-3, formando a ZP em foliculos jovens em crescimento
(GREEN, 1997). Durante este crescimento inicial, as células da granulosa se dividem e
tornam-se metabolicamente unidas entre si, além de formarem juncdes “gap”

heterélogas com o oécito chegando até eles através da ZP (ANDRESON et al., 1976).

Projecdes transzonais (TZP) na ligagéo das células o6cito-granulosa

As TZPs sdo extensdes de células foliculares que atravessam a zona pellcida e

terminam na superficie celular do odcito. Estdo presentes em maior nUmero durante o
desenvolvimento folicular. As TZPs estdo ligadas a captura de fatores, assim como a
secrec@o e o transporte transcitdtico de fatores entre o odcito, a granulosa e as células

da teca, tais como: o GDF9 e passagem de leptinas de células foliculares para o

odcito (Figura 4).

14



FSH

Granulosa cell @

BV of—MT

Figura 4. Modelo proposto para regulacdo de transferéncia de fatores paracrinos entre
a superficie odcito—granulosa. S&o descritas as modalidades de comunicacdo: (1)
Localizacdo de captura de fatores oocitarios (X) semelhante ao GDF-9, por endocitose
através do sitio de ligacdo das TZPs para o oolema; transporte vetorial de vesiculas
endociticas (EV) para o corpo das células da granulosa ao longo dos microtibulos
(MT) preparando para o processo de liberacdo de fatores intracelulares transcitoticos.
(2) fixacdo requerida entre a célula da granulosa e a zona pelGcida para a orientacéo
das TZP. Sitios de contato desempenham um papel de ligacdo para as células da
granulosa e o00cito e mudancas na adesdo podem ocorrer em resposta & mudancas
na composicdo da ZP. (3) Jungdes “Gap” que permitem a comunicagdo intercelular
direta entre a microvilosidade do odcito e as TZPs da célula da granulosa. (4) Via de
transporte para fatores derivados das células da granulosa (®) vacuolisados em
vesiculas secretorias (SV) que sdo subsequentemente absorvidas por endocitose
pelos receptores mediadores de endocitose na superficie do odcito através das fossas
endociticas (“coated pits” — CP). Ocorre a modelagdo do citoesqueleto do microtabulo
(MT) em resposta do estimulo das células da granulosa pelo FSH permitindo a
retracdo da TZP e a modulacdo dos fatores derivados das células da granulosa (®)
para o0 odcito (seta a esquerda) ou a captura pelas células da granulosa de fatores
secretados pelo odcito (X — seta a direita). ¢: centrossomo e N: nulcleo (adaptado de
ALBERTINI et al., 2001).
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Crescimento inicial dos foliculos antrais

Respectivamente nas espécies bovina e ovina, esta fase tem inicio quando o
foliculo atinge um didmetro de 0,14mm a 0,28mm (LUSSIER et al., 1987) e 0,216mm a
0,220mm (DUFOUR et al, 1979) e termina quando mede acima de 4mm
(DRIANCOURT et al, 1991) e 2mrn de diametro (DUFOUR et al., 1979). O
crescimento dos foliculos antrais nesta fase pode ser atribuido a um aumento no
tamanho do o6cito e no numero de células da granulosa e, consequentemente, um
aumento no nuamero de camadas de células e um pequeno aumento do antro. O
crescimento dos foliculos ovarianos medindo até 2mm de didmetro € pouco sensivel
& variacoes de gonadotrofinas ciclicas. Suas necessidades em FSH e LH sao baixas
(DRIANCOURT et al., 1991), significando que os horménios gonadotréficos ndo sédo
absolutamente necessarios para a proliferacdo das células da granulosa e da teca
(HRSHFIELD, 1991). As células da teca parecem secretar fatores (TGF-b e EGF) que
influenciam a taxa de proliferacdo das células da granulosa. A administracdo de
estrogeno também pode estimular a proliferacdo das células da granulosa. Fatores
extra-ovarianos como o horménio de crescimento (GH), também podem alterar a taxa
de crescimento folicular. A administracdo desse horménio em ratas hipofisectomizadas
imaturas resultou no aumento da atividade mitética (HIRSHFIELD, 1991). Lusseir et al.
(1987) demonstraram que em vacas, a atividade mitética maxima é observada em
foliculos de 0,68mm a 1,52mm de didmetro. Essa atividade reduz progressivamente &

medida que as células da granulosa adguirem um estado de diferenciacdo mais
avancado (MONNIAUX et al., 1993).

Em ruminantes e outras espécies, o fator de crescimento semelhante a insulina
do tipo |, IGF-I estimula tanto a proliferacdo quanto a diferenciagdo de células da
granulosa in vitro. E ovinos o IGF-I, primeiramente estimula a proliferacdo das células
da granulosa de pequenos foliculos (1-3 mm), mas ndo de foliculos grandes (> 5mm).
Por outro lado, o IGF-l estimula a secrecdo de progesterona das células da granulosa
apenas de foliculos grandes (MONNIAUX et al., 1997; MONGET et al., 2000).

16



Crescimento terminal dos foliculos antrais

Na vaca e na ovelha, o crescimento terminal dos foliculos ovarianos tem inicio
guando o foliculo atinge um didmetro superior a 4mm e 2mm, respectivamente. Ao
contrario, nos foliculos acima de 2mm de didmetro, o crescimento folicular parece
resultar do desenvolvimento do antro (LUSSIER et al., 1987), sendo essencialmente
dependente de gonadotrofinas hipofisarias (MONNIAUX et al., 1993). Por essa razao,
essa fase do crescimento folicular € conhecida como foliculogénese tonica
(DRIANCOURT, 1991). As gonadotrofinas aumentam a atividade esteroidogénica nas
células da granulosa e células da teca. Isso resulta em um aumento na sintese e
acumulo de esterdides, especialmente o estradiol, na circulacdo geral e no fluido
folicular onde o estradiol € um elemento essencial a foliculogénese e aos eventos
fisiolégicos necessarios para a reproducdo (IRELAND, 1987). Neste periodo do
crescimento folicular, mudangas funcionais podem ser observadas como por exemplo:
a) aumento da sensibilidade das células da granulosa ao FSH; b) aparecimento dos
receptores de LH nas células da granulosa nos foliculos acima de 3mm (ovelha) e
5mm (vaca) e c¢) aumento da atividade da aromatase nas células da granulosa

(MONNIAUX et al., 1993).

Duracgéo da foliculogénese

Estimase que, na ovelha, que ao deixar o pool de reserva o foliculo levaria
aproximadamente 180 dias para atingir o estagio pré-ovulatorio, 135 dias, até o
aparecimento do antro e mais de 45 dias até a ovulagdo (CAHILL & MAULEON, 1980).
Por outro lado, pouco se conhece sobre a duracdo do crescimento folicular em outros
ruminantes como a vaca e a cabra. Segundo as observagdes de Lussier et al. (1987),
na vaca, um folicuo de 0,13mm de didmetro levaria 42 dias, ou seja,
aproximadamente 2 ciclos estrais para atingir o tamanho pré-ovulatério. Na rata, o
periodo que compreende desde a saida de um foliculo primordial do pool de reserva

até a ovulacéo é de aproximadamente 21 dias (HIRSHFIELD, 1991).
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IV - CONSIDERACOES FINAIS

Os foliculos pré-antrais representam um vasto potencial para manipulagao
genética das espécies domeésticas, para preservacdo de espécies ameacadas de
extincdo e para o estudo de problemas ligados a reproducdo. Porém, esse grande
“Quebra-cabeca”, que sdo o0s mecanismos envolvidos na foliculogénese, ainda
necessitam de melhor compreensdo. Qual o por qué da grande perda de foliculos, e
do pequeno aproveitamento (cerca de 0,1%) da populacdo folicular ovariana de um
organismo durante a sua vida? Seria um tipo de defesa, como uma selecdo natural?
Perguntas como estas poderdo ser respondias através da elucidacdo da fisiologia e do

controle genético envolvidos na ativacéo e crescimento dos foliculos pré-antrais.

Da mesma forma, o estudo da foliculogénese na fase antral, possibilitara a
compreensdo de algumas questdes ainda nado solucionadas, como por exemplo o
desvio e a dominancia folicular. O entendimento desses mecanismos possibilitaria,
entre outras coisas, um melhoramento na manipulagdo do controle do ciclo estral e
consequentemente uma otimizacdo de técnicas como a inseminacao artificial com

tempo predeterminado.

De forma geral, a interacdo entre as células ovarianas e os fatores de
crescimento relacionados com a ativagcédo e o desenvolvimento folicular, comegaram a
ser elucidados com o auxilio de potentes ferramentas que sdo as técnicas de biologia
molecular, possibilitando sua descoberta e caracterizacdo. Contudo, até agora, pode-
se dizer que ainda estamos “engatinhando” no que se diz respeito ao completo
entendimento dos “mistérios” envolvidos na foliculogénese.
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VI - ANEXO

Localizacdo celular da expressdo génica e protéica de alguns fatores supostamente

envolvidos na ativagéo do crescimento dos foliculos primordiais.

Foliculos Primordiais

Primérios jovens / Primarios

Fatores Pré-granulosa O6cito Pré-granulosa Odbcito
RNAmMm Proteina RNAmM Proteina RNAm  Proteina RNAmM Proteina

KL/SFC X X X X X X

c-kit X X X X

pBp X XX XX X

WT1 XX X

bg actina/inibina X X X

b, actina/inibina X X X X

Folistatina X X X

FSHR X X

GDF-9 X X

EGF X X

EGFR X XX

TGFa X

FGF-2 X X

FGF-R X

IGF-I X X X X

TGFb X XX X

FIGa XX X

X- expressdo; XX - > expressdo (Adaptado de PICTON, 2001)
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