Carla Bianchini Ponchirolli

INFLUENCIA DOS FATORES DE CRESCIMENTO NO
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

Botucatu
2003



Universidade Estadual Paulista - UNESP
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

INFLUENCIA DOS FATORES DE CRESCIMENTO NO
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

Monografia apresentada a disciplina Seminérios I,
do programa de pés-graduacdo em Medicina
Veterinaria, é4rea de Reproducdo Animal, da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
UNESP, Botucatu

Aluna: Carla Bianchini Ponchirolli

Orientadora: Prof2 Adj. Fernanda da Cruz Landim
e Alvarenga

Docentes responsaveis:

Prof2 Adj. Maria Denise Lopes

Prof. Adj. Sony Dimas Bicudo

Botucatu
2003



Sumério

1. Introducéo

2. Revisao de literatura

2.1 Regulacao do desenvolvimento folicular

2.2 Insulina e sistema IGF

2.3 Superfamilia dos fatores de crescimento de transformacéo-b (TGF-b)

2.4 Fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF)

2.5 Fatores d crescimento de fibroblastos (FGFs)

3. Conclusbes

4. Referéncias

10



1. Introducéo

O ovario de uma fémea bovina recém-nascida contém uma grande quantidade de
foliculos primordiais. Porém, menos de 0,1% desses foliculos se desenvolvem, sofrem
maturacdo e ovulam durante a vida reprodutiva de uma vaca (ERICKSON, 1966 apud
CUSHMAN et al., 2001).

A selecdo de um foliculo dominante capaz de ovular, dentre um grupo de foliculos de
tamanhos similares, € um ponto critico do desenvolvimento folicular. Os mecanismos que
regulam a selecdo de um numero espécie - especifico de foliculos dominantes para a
ovulacdo néo estdo esclarecidos (FORTUNE et al., 2001).

Sabe-se que o desenvolvimento folicular em diferentes espécies animais € controlado
pelas gonadotrofinas produzidas pela hipoéfise, além de esteréides produzidos pelos ovarios
e fatores de crescimento, produzidos tanto pelos ovarios, como por outros 06rgaos
sistémicos.

Esta revisdo tem como objetivos determinar quais sdo o0s principais fatores de

crescimento e como eles atuam no desenvolvimento folicular de mamiferos.

2. Revisao de literatura

2.1 Regulagao do desenvolvimento folicular

A funcdo ovariana em bovinos é regulada pela interacdo entre mecanismos de feedback
negativos locais e sistémicos, envolvendo gonadotrofinas da glandula pituitaria e esterdides
e proteinas dos ovarios (WEBB & ARMSTRONG, 1998). Esse sistema de controle garante
gue, em 91% das fémeas ou mais (RUTLEDGE, 1975 apud WEBB & ARMSTRONG, 1998),
apenas um foliculo ovule durante um ciclo estral.

O desenvolvimento folicular ocorre em um padréo de ondas de crescimento e cada onda
€ caracterizada pela emergéncia de um foliculo dominante, entre todos que estdo em
crescimento. Essas ondas de crescimento folicular sdo precedidas por aumentos recorrentes
na secrecao do horménio foliculo-estimulante (FSH) (ADAMS et al., 1992; SUNDERLAND et



al., 1996), que fornecem o estimulo inicial para o recrutamento dos foliculos que iniciam o
desenvolvimento (TURZILLO & FORTUNE, 1990).

As gonadotrofinas fornecem o estimulo enddcrino primario para o desenvolvimento
folicular. Porém, Webb e colaboradores (1994) demonstraram que outros fatores sistémicos
influenciam significativamente a funcédo ovariana. De acordo com esses mesmos autores,
fatores de producéo local também interferem no desenvolvimento folicular.

Conforme prosseguem os estudos, o0 numero de fatores de crescimento e suas ac¢les
tornam-se mais conhecidas. Entre eles, ja& se sabe as fun¢cbes do sistema de fatores de
crescimento semelhantes a insulina (insulin like growth factor, IGF), membros da
superfamilia de fatores de crescimento de transformacdo—b e fatores de crescimento de
transformacé&o—a (transforming growth factor- b, TGF-b e transforming growth factor- a, TGF-
a), fatores de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factor, FGFs) e citoquinas
(WEBB & ARMSTRONG, 1998). Barboni e colaboradores (2000) estudaram a producao de
fatores de crescimento endotélio-vascular (vascular endothelial growwth factor, VEGF) em
foliculos de fémeas suinas.

A seguir, serdo descritos os principais fatores de crescimento com agéo ovariana e suas

principais fungdes.

2.2 Insulina e sistema IGF

Mais de vinte anos ap6s a determinacdo da sequéncia de aminoacidos da insulina, em
1955, sugeriu-se o envolvimento da insulina como regulador da atividade ovariana
(SANGER, 1955; CHANNING, 1976 apud SPICER & ECHTERNKAMP, 1995). A presenca
de insulina e fatores do sistema IGF no ovario foi relatada pela primeira vez em porcas
(HAMMOND et al., 1982; 1985 apud SPICER & ECHTERNKAMP, 1995). Desde entédo, a
presenca de IGFs no fluido folicular de varias outras espécies tem sido documentada,
incluindo bovinos, ovinos, equinos e humanos (SPICER at al., 1988; JESIONOWSHA, 1990,
KIRB et al., 1993 apud SPICER & ECHTERNKAMP, 1995).

Em geral, os efeitos da insulina nas células ovarianas sdo positivos, estimulando a
proliferacdo das células da granulosa e a producdo de progesterona. Estudos realizados

com suinos, ovinos e bovinos demonstraram os efeitos estimulantes da insulina e IGF-1 na



proliferacdo das células da granulosa e sintese de DNA (SPICER et al., 1993).

As estruturas da insulina, IGF-1 e IGF-2 foram determinadas e aproximadamente 45%
dos aminoacidos que compdem essas moléculas sdo idénticas (RINDERKNECHT et al.,
1978 apud SPICER & ECHTERNKAMP, 1995).

Em bovinos e suinos, verificou-se que o IGF-1 além de estimular a proliferacdo mitética
das células da granulosa, aumenta a producdo de esterdides por essas células, induzida
pelo FSH (SPICER et al., 1993).

Em cultivos de células da teca de suinos, o IGF-1 parece aumentar os efeitos
mitogénicos de outros fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal
(epidermal growth factor, EGF) (MAY et al., 1992), porém, esse efeito € menos pronunciado
do que o observado com as células da granulosa (MAY et al., 1988).

De acordo com a espécie, a insulina, o IGF-1 e o IGF-2 podem estimular a producéo de
estrogeno pelas células da granulosa. Em ratos e primatas, estudos indicam que esses
fatores estimulam a producédo de estradiol pelas células da granulosa in vitro, provavelmente
mediados pelos receptores para IGF-1, sendo que o IGF-1 mostrou-se mais potente, em
relacdo a dose utilizada ( GIUDICE, 1992). Por outro lado, em bovinos, a insulina é mais
potente que o IGF-1 em relacdo ao estimulo da producdo de estradiol pelas células da
granulosa (SPICER et al., 1994).

Ha controvérsias quanto ao efeito estimulante da insulina e sistema IGF na producéo de
estrogeno. Spicer et al. (1994) observaram que o IGF-1 e IGF-2 podem inibir a producéo de
estradiol estimulada pela insulina, nas células da granulosa, tanto em foliculos pequenos
(entre 1 e 5 mm), como em foliculos grandes (iguais ou maiores que 8 mm). A mesma
equipe observou aumentos significativos nas concentragdes de estradiol no fluido folicular,
sem alteracOes das concentracbes de IGF-1 (SPICER et al., 1988; 1991 apud SPICER &
ECHTERNKAMP, 1995) e, ao contrario, aumentos nas concentracbes de IGF-1
intrafoliculares, sem aumentos nas concentragcdes de estradiol (SPICER et al., 1991 apud
SPICER & ECHTERNKAMP, 1995). Em resumo, as concentracdes de IGF-1 e estradiol no
fluido folicular de bovinos podem estar correlacionadas negativa ou positivamente (SPICER
& ECHTERNKAMP, 1995).

Em contraste com os estudos realizados em bovinos, a producao de estradiol pelas

células da granulosa de suinos ndo é alterada ou € inibida pela insulina in vitro, enquanto



gue a producao desse hormonio € estimulada pelo IGF-1 e em menor extensdo pelo IGF-2
(HOWARD & FORD, 1994).

Varios estudos, em diferentes espécies de mamiferos (incluindo bovinos e suinos),
demonstraram que a insulina, o IGF-1 e o IGF-2 estimulam a producao de progesterona pela
célula da granulosa, na seguinte ordem, em relacdo a poténcia: IGF-1> IGF-2> insulina
(MORLEY et al., 1989; MONNIAUX et al., 1992; SPICER et al., 1993). Além disso, parece
qgue a insulina e o IGF-1 podem estimular a producdo de progesterona pelas células da teca
de bovino (ROBERTS, 1990 apud SPICER & ECHTERNKAMP, 1995 ), suino (MORLEY et
al., 1989) e rato (MAGOFFIN, 1993).

O IGF-1 e a proteina ligadora de IGF (IGF binding protein, IGFBP) parecem exercer
papel fundamental na aquisicdo da dominancia folicular, durante o desenvolvimento folicular,
j& que as concentracdes de IGF-1 no fluido folicular aumentam, enquanto que as
concentracdes de IGFBP-2 decrescem durante o estabelecimento da dominéncia
(FORTUNE et al., 2001; GINTHER et al., 2002).

2.3 Superfamilia dos fatores de crescimento de transformacao-b (TGF-b)

A superfamilia TGF-b é composta por algumas proteinas com potentes acles
reguladoras intra-ovarianas. As ativinas e inibinas pertencem a essa familia de fatores de
crescimento. As células da teca de bovinos produzem TGF-b em sistemas de cultivo celular
(LOBB & DORRINGTON, 1992 apud WEBB & ARMSTRONG, 1998 ) e os TGF-bs inibem a
proliferacdo tanto das células da teca, quanto das células da granulosa, enquanto promovem
o incremento da producdo de esteréides estimulada por gonadotrofinas (ROBERTS &
SKINNER, 1991 apud WEBB & ARMSTRONG, 1998).

A ativina e a inibina apresentam efeitos opostos em determinadas funcdes ovarianas.
Alguns estudos demonstraram que existem pelo menos sete formas diferentes de inibinas no
fluido folicular de bovino e as quantidades e propor¢des variam de acordo com a fase
folicular ou luteal do foliculo (IRELAND et al., 1994; SUNDERLAND et al., 1996).

A administragéo de inibina bovina a novilhas ovariectomizadas reduz a concentragéo
plasmatica de FSH (BEAR et al., 1990 apud WEBB & ARMSTRONG, 1998). Além disso,

anticorpos contra inibina ou fragmentos da inibina neutralizam sua atividade bioldgica,



resultando em um aumento nas concentracfes plasmaticas de FSH, em estudos com
bovinos (KANEKO et al., 1993; GLENCROSS et al., 1994 apud WEBB & ARMSTRONG,
1998).

Esses resultados evidenciam o envolvimento da inibina no controle endocrino das
funcdes ovarianas, exercendo feedback negativo na liberacdo de FSH pela glandula

pituitéria.

2.4 Fator de crescimento endotélio- vascular (VEGF)

Durante as fases de crescimento e atresia folicular, ocorre uma reorganizagdo dos
capilares sanguineos a fim de suprir as necessidades teciduais. Esse processo é definido
como angiogénese e € dependente da producdo de fatores angiogénicos especificos
(FOLKMAN & KLAGSBRUM, 1987; REYNOLDS et al., 1992 apud BARBONI et al., 2000).

Apesar de ndo se conhecer totalmente os mecanismos que envolvem o desenvolvimento
folicular, sabe-se que as gonadotrofinas apresentam um papel crucial e a regulacdo da
vascularizacdo ovariana pode estar envolvida nesses mecanismos, promovendo o
suprimento sanguineo ao foliculo e consequientemente, o contato das gonadotrofinas e
outros fatores com as células foliculares. (MOOR & TROUNSON, 1977 apud BARBONI et
al., 2000).

Recentes pesquisas, realizadas com roedores de laboratério e primatas apontaram o
fator de crescimento endotélio-vascular (VEGF) como o principal fator angiogénico da
regulacdo da vascularizacdo ovariana e tanto in vitro, quanto in vivo, sua producao é
influenciada pelas gonadotrofinas (FERRARA et al., 1992).

Barboni et al. (2000) demonstraram que células foliculares de suinos produzem uma
quantidade consideravel de VEGF. O nivel de producédo varia de acordo com a fase da
dindmica folicular. A administracdo de gonadotrofina coriénica equina (eCG) em fémeas pré-
puberes levou ao aumento do diametro folicular e, paralelamente, ao aumento de VEGF no
fluido folicular.

Entre os sinais que regulam a producdo de VEGF, a baixa tenséo de oxigénio (O,) tem
sido relatada como um agente estimulante, enquanto altas tensbes desse gas estédo

relacionadas com a inibicdo de sua producdo. Dentro do foliculo, a tensdo de oxigénio é



baixa, principalmente em foliculos grandes, onde os gazes devem difundir-se a partir dos
vasos presentes na camada de células da teca, até a membrana basal da camada da
granulosa e acumular-se no liquido folicular (VAN BLERKOM et al., 1997 apud BARBONI et
al., 2000). As células foliculares, ao serem submetidas a uma tenséo elevada de O, tém a
producdo de VEGF inibida, quando é adicionado eCG ao meio de cultivo folicular, enquanto
gue foliculos cultivados em ambiente com baixa tensdo de O, semelhante a fisioldgica,
respondem ao estimulo do eCG, produzindo VEGF (DISSEN et al., 1996 apud BARBONI et
al., 2000).

Ainda durante o experimento realizado por Barboni et al. (2000), determinou-se que a
producdo de VEGF diminui drasticamente no final da fase de crescimento folicular, em
resposta ao pico de horménio luteinizante (LH) ou a administracdo de gonadotrofina
coridnica humana (hCG), como foi feita nesse experimento. Esses resultados estdo de
acordo com as observacOes realizadas por Cavender et al. (1988) apud Barboni et al.
(2000), de que ocorre evidente diminuicdo na vascularizacdo do foliculo logo antes da

ovulacao.

2.5 Fatores de crescimeto de fibroblastos (FGFs)

O membro mais estudado dessa familia de fatores de crescimento € o FGF-2 ou FGF
basico. Foi demonstrado que a producao desse fator de crescimento ocorre nas células da
granulosa de bovinos (NEUFIELD et al., 1987 apud WEBB & ARMSTRONG, 1998) e que
tem a funcdo de induzir a mitose em células da teca (SPICER & STEWART, 1996).

O FGF também é um potente fator angiogénico, em virtude de seu efeito estimulante na
proliferacdo de células endoteliais, porém, seu exato envolvimento na proliferacdo de vasos
sanguineos permanece sem esclarecimentos (REDMER & REYNOLDS, 1996 apud WEBB &
ARMSTRONG, 1998).



3. Conclusdes

O conhecimento dos fatores que regulam a funcdo ovariana, nas diferentes espécies de
mamiferos e na mulher, contribui para o estabelecimento de métodos que possam interferir
no controle da diméanica folicular e maturacao ovocitaria.

Programas de inseminacgao artificial, superovulacdo e producédo de embrides in vitro
podem ser amplamente beneficiados a partir do conhecimento da fisiologia ovariana e dos
fatores que a regulam.

Os papéis das gonadotrofinas e esterdides parecem estar determinados, porém, o
conhecimento da interacdo desses hormonios com os fatores de crescimento produzidos
localmente e em outros 6rgaos sistémicos, ainda esta aquém do ideal. Os estudos estao
evoluindo, demonstrando que a dinamica folicular € um processo extremamente complexo.

Avancos na area da biologia molecular tém sido de fundamental importancia para a
determinacdo dos fatores de crescimento que participam da dinamica folicular, uma vez que
€ possivel, utilizando testes de alta sensibilidade, determinar a presenca desses fatores no
liquido folicular ou de seus receptores, na superficie das células foliculares. A possibilidade
de cultivar, in vitro, foliculos, células foliculares e ovocitos também contribui para os estudos
da influéncia dos fatores de crescimento no desenvolvimento folicular, ja que
experimentalmente, tem-se um controle maior das substancias presentes nos meios de
cultivos.

Atualmente, os fatores de crescimento ja estdo sendo utilizados na prética, promovendo
resultados positivos e significativos na maturacao in vitro de ovdcitos de diferentes espécies,

além da producao in vitro de embrides, principalmente de bovinos, suinos e humanos.
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