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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram investigar os niveis de RNAmM para os receptores de
PDGF (PDGFR-a e -B) em foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento, bem
como avaliar a influéncia do PDGF sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-
antrais caprinos. Para tanto, foliculos primordiais, primarios e secundarios, bem como
pequenos (1-3 mm) e grandes (3-6 mm) foliculos antrais foram obtidos e os niveis de
RNAm para PDGFR-a e -p foram quantificados por PCR em tempo real. Além disso,
foliculos secundarios (> 200 um) foram isolados do cortex ovariano de cabras e
cultivados por 18 dias em meio a-MEM suplementado com 50 ou 100 ng/ml de PDGF,
na presenca ou auséncia de FSH. Os resultados da PCR em tempo real mostraram niveis
de RNAm para PDGFR-a significativamente superiores em foliculos secundarios
quando comparados aos foliculos primordiais e primarios, enquanto os niveis de RNAm
para PDGFR-B apresentavam-se mais elevados em foliculos primarios e secundarios em
comparacéo aos foliculos primordiais. Ambos 0s receptores mostraram niveis de RNAm
superiores em células da granulosa/teca de pequenos e grandes foliculos antrais, quando
comparadas aos seus respectivos complexos cumulus-odcito (CCOs). Com relacdo ao
cultivo in vitro, verificou-se um percentual de formacdo de antro significativamente
superior no tratamento PDGF 100 ng/ml quando comparado a esta mesma concentracao
associada ao FSH. Apoés 18 dias de cultivo, o PDGF em ambas as concentracoes,
associado ao FSH, promoveu um crescimento folicular significativamente superior ao
controle. Além disso, a adicdo de FSH ao tratamento PDGF 50 ng/ml influenciou
positivamente o crescimento folicular quando comparado a esta mesma concentracdo na
auséncia de FSH. Dessa forma, o presente estudo forneceu evidéncias da importancia do
PDGF para a foliculogénese inicial em cabras, uma vez que a presenca de RNAm para
PDGFR-a e -B foi identificada em todas as categorias foliculares e, ainda, PDGF
associado ao FSH estimula o crescimento de foliculos secundarios caprinos isolados e

cultivados in vitro.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Foliculos ovarianos. PCR. PDGFR.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as biotecnologias reprodutivas vém se desenvolvendo
expressivamente e criando oportunidades extraordinarias para a reproducdo animal,
especialmente no que se refere a0 aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos de
elevado potencial econdmico. No Nordeste brasileiro, o rebanho de caprinos representa
93% de todo o rebanho do pais (IBGE, 2006), desempenhando um papel crucial para o
desenvolvimento econdmico e social da regido, uma vez que a producdo destes animais
é uma alternativa importante na oferta de carne, leite e pele para as populacGes locais.
No intuito de incrementar a eficiéncia reprodutiva nesta espécie, diversas biotécnicas
vém sendo amplamente utilizadas, porém, embora importantes resultados ja tenham
sido alcancados, a producdo de embribes a partir de fémeas caprinas ainda €
relativamente baixa visto que somente uma porcentagem muito pequena (0,1%) de
foliculos ovarianos desenvolve-se até o estddio pré-ovulatorio (VAN DEN HURK;
ZHAO, 2005), sendo a grande maioria eliminada por atresia (MARKSTROM et al.,
2002). Dessa forma, torna-se prioritdrio o desenvolvimento de pesquisas que
contribuam para uma melhor compreenséo dos processos relacionados com a formacao,
crescimento e maturacdo dos odcitos inclusos em foliculos ovarianos caprinos, na
tentativa de resgatar os foliculos dos ovarios e maximizar o aproveitamento do potencial
oocitario desses animais. A biotécnica de manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos
pré-antrais (MOIFOPA) surge entdo como uma importante ferramenta para esse estudo,
dando suporte necessario para a elucidacdo dos mecanismos que envolvem a
foliculogénese inicial.

Sabe-se que a foliculogénese é controlada pela interacdo entre diferentes fatores
de crescimento e horménios, e a identificacdo desses fatores, bem como a avaliacdo dos
seus efeitos sobre o crescimento e maturacdo oocitaria poderd contribuir para uma
melhor compreensdo da foliculogénese, otimizando a producdo de embrides a partir de
odcitos inclusos em foliculos pré-antrais caprinos. Dentre os fatores de crescimento que
participam da regulacdo do desenvolvimento folicular, destaca-se o Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF).

Para uma melhor compreensao deste trabalho, a revisdo de literatura a seguir fara
uma breve abordagem sobre os principais aspectos relacionados ao cultivo in vitro de

foliculos ovarianos pré-antrais, enfatizando os avangos obtidos em diferentes espécies.
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Ainda, serd abordada a caracterizacdo estrutural do PDGF e de seus receptores,
destacando-se a participacdo deste fator de crescimento na foliculogénese. Parte desta
revisdo deu origem ao artigo intitulado: “Caracterizacdo estrutural e papel do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) na foliculogénese ovariana”, o qual esta
publicado no periddico Acta Scientiae Veterinariae.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAPITULO |

2.1.1 Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

A elucidacdo dos mecanismos que regulam a foliculogénese inicial é essencial
para o desenvolvimento de estratégias eficientes que evitem a grande perda oocitaria
que ocorre normalmente in vivo. Neste contexto, o cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais € uma importante ferramenta para o estudo dos fatores que controlam a
foliculogénese e a atresia, contribuindo assim para o melhoramento da eficiéncia
reprodutiva em animais domésticos, humanos, e de diversas outras espécies
(FORTUNE, 2003).

Dessa forma, a biotécnica de manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais (MOIFOPA) surge como um importante modelo para a compreensédo de
mecanismos e fatores envolvidos na fase pré-antral da foliculogénese. Tal biotécnica
tem como principal objetivo resgatar odcitos oriundos de foliculos pré-antrais, a partir
do ambiente ovariano, e posteriormente cultiva-los in vitro até a maturacdo, prevenindo-
os da atresia. Dessa forma, a MOIFOPA pode oferecer condi¢es para a conservagao e
multiplicacdo de animais de alto valor genético e/ou em vias de exting¢do, atraves do
fornecimento de um grande nimero de odcitos provenientes de um mesmo animal, os
quais poderdo ser destinados aos programas de producdo in vitro de embrifes ou
clonagem e posterior transferéncia de embrides (FIGUEIREDO et al., 2008). Para o
sucesso desta biotécnica, é essencial o desenvolvimento de um sistema de cultivo in
vitro ideal para cada etapa do desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO et al., 2008).
Contudo, para alcancar este propdsito, alguns pontos devem ser considerados, como o
sistema de cultivo a ser empregado, 0 método utilizado para o isolamento folicular, bem

como a composi¢cdo do meio.
2.1.2 Sistemas de cultivo in vitro
O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma técnica que vem sendo

largamente empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substancias e

concentragdes sobre o desenvolvimento folicular, com o objetivo de mimetizar o
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ambiente ovariano proporcionando aos foliculos as condigdes ideais para que se
desenvolvam in vitro. Os foliculos podem ser cultivados “in sifu”, ou seja, inseridos no
cortex ovariano ou “isolados”. Em adicdo, o cultivo pode ser realizado em dois passos,
podendo ser iniciado com o cultivo de foliculos in situ, seguido de uma etapa de cultivo
de foliculos isolados (O’BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; TELFER et al., 2008). Em
roedores, a pequena dimensdo dos ovarios possibilita o cultivo do 6rgdo inteiro, 0 que
tem sido bastante Gtil para o estudo da foliculogénese inicial em pequenos mamiferos
(FORTUNE, 2003). Contudo, em animais domésticos de médio e grande porte, ndo é
possivel utilizar este modelo devido as grandes dimens6es dos ovarios. Uma alternativa
para superar este obstaculo é o cultivo de pequenos fragmentos do cértex ovariano, o
qual tem sido realizado para o estudo da ativacdo e crescimento de foliculos em
diferentes espéices, como caprinos (SILVA et al., 2004b), bovinos (BRAW-TAL;
YOSSEFI, 1997), babuinos (WANDJI et al., 1997) e humanos (ZHANG et al., 2004).
Além da praticidade, o cultivo in situ apresenta como vantagem a manutengdo do
contato celular (ABIR et al., 2006) e da integridade tridimensional dos foliculos. No
entanto, neste tipo de modelo, embora haja uma expressiva ativacéo folicular, poucos
foliculos priméarios cultivados progridem até o estddio de foliculo secundario
(FORTUNE, 2003).

O cultivo de foliculos isolados apresenta como vantagens a possibilidade do
acompanhamento individual dos foliculos durante o cultivo, alem de favorecer melhor
perfusdo do meio para o foliculo (ABIR et al., 2006). Este sistema pode ser realizado de
forma bidimensional (mouse: EPPIG; SCHROEDER 1989; CORTVRINDT; SMITZ,
VAN STEIRTEGHEM, 1996), na qual o foliculo é cultivado diretamente sobre o
suporte de plastico ou sobre uma matriz, ou ainda de forma tridimensional, na qual o
foliculo € incluso em uma matriz, como por exemplo o coldgeno (mouse: CARROLL,;
WHITTINGHAM; WOOD, 1991; pig: HIRAO et al., 1994) e o alginato (XU et al.,
2006; WEST et al., 2007).

O sistema de cultivo tridimensional evita a aderéncia das células foliculares ao
suporte plastico e, consequentemente, a perda da integridade morfologica do foliculo
(NAYUDU; OSBORN, 1992). Para ambos os sistemas de cultivo in vitro de foliculos
isolados (bi ou tridimensional), diferentes métodos mecéanicos e/ou enzimaticos tém
sido desenvolvidos para a obtencdo de um grande nimero de foliculos intactos em
diferentes espécies (bovinos: FIGUEIREDO et al., 1993; caprinos: LUCCI et al., 1999;
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ovinos: CECCONI et al., 1999; ratas: ZHAO, 2000; camundongas: LENIE et al., 2004,
PESTY etal., 2007).

2.1.3 Métodos de isolamento folicular

O isolamento folicular consiste na dissociacdo dos foliculos dos demais
componentes do estroma ovariano (fibroblastos, fibras colagenas e elasticas,
fibronectina etc.). Existem basicamente trés tipos de isolamento de foliculos pré-antrais:
isolamento mecénico (EPPIG; SCHROEDER, 1989; EPPIG; TELFER, 1993;
FIGUEIREDO et al., 1993; HULSHOF et al., 1994; EPPIG; O’BRIEN, 1996; WANDIJI
et al., 1996), digestdo proteolitica pelo uso de enzimas (GREENWALD; MOOR, 1989;
FIGUEIREDO et al., 1993; DURRANT et al., 1998) ou isolamento mecanico em
combinagdo com dissociacdo enzimatica parcial (FIGUEIREDO et al., 1993; OKTAY;
BRIGGS; GOSDEN, 1997).

Nos procedimentos mecanicos, os foliculos podem ser isolados do cortex
ovariano com auxilio de equipamentos como o tissue chopper (FIGUEIREDO et al.,
1993) ou mixer (NUTTINCK et al., 1993) ou de instrumentos simples como tesouras
cirurgicas (CARAMBULA et al., 1996), pequenos forceps (HULSHOF et al., 1994),
filtros de dissociagdo celular JEWGENOW; GORITZ, 1995; JEWGENOW:; STOLTE,
1996; JEWGENOW et al., 1998) e agulhas dissecantes (JEWGENOW; PITRA, 1993).
Nos procedimentos enzimaticos, o isolamento folicular ocorre apds contato direto do
cdrtex ovariano com enzimas, sendo as mais utlizadas a colagenase, a tripsina, a pronase
e a DNase (BUCCIONE; SCHROEDER; EPPIG, 1990; ROY; TREACY, 1993;
TELFER et al., 1999; BOLAMBA et al., 2002). Os tratamentos enzimaticos
possibilitam a recuperacdo de um grande numero de foliculos pré-antrais, mas podem
danificar a membrana basal ou células da teca quando o tempo de incubacdo nédo é
rigorosamente controlado.

A grande vantagem do isolamento mecanico é que, ao contrario do isolamento
enzimatico, este mantém a integridade da estrutura folicular, a membrana basal
permanece intacta e as interacdes entre odcito, células da granulosa e células da teca sdo
mantidas (DEMEESTERE et al., 2005). Além disso, 0 emprego do método mecanico
com a utilizacdo do tissue chopper, por exemplo, possibilita o isolamento de até 70.000
pequenos foliculos pré-antrais (< 100 um) por ovario bovino (FIGUEIREDO et al.,

1993), sendo portanto, uma técnica bastante eficiente. Para o isolamento de grandes
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foliculos pré-antrais (150-200um), tem sido utilizada a técnica de microdissecacéo, que
isola os foliculos do estroma ovariano com o auxilio de agulhas. Esta técnica possibilita
a manutencdo da integridade das camadas tecais presentes em grandes foliculos pré-
antrais (TELFER, 1998). No entanto, na espécie caprina, esta técnica possibilita a
obtencdo de um numero reduzido de foliculos por ovario de, em média 11 foliculos por
par de ovario (SARAIVA et al., 2010).

2.1.4 Fatores que afetam o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Nas ultimas duas décadas, varios sistemas de cultivo foram desenvolvidos e 0s
resultados obtidos sdo dependentes da espécie animal estudada, do sistema de cultivo
utilizado e principalmente da composi¢do do meio, o qual deve garantir o fornecimento
adequado de nutrientes, eletrdlitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos energéticos,
vitaminas, fatores de crescimento e horménios (EPPIG; SCHOEDER, 1989; BOLAND
et al., 1994; FORTUNE, 2003; PICTON et al., 2008). Diferentes meios comerciais
podem ser utilizados para o cultivo de foliculos ovarianos in vitro. Dentre os meios de
cultivo base utilizados para foliculos pré-antrais, destacam-se 0 Meio Essencial Minimo
(MEM) (SILVA et al., 2004a; MATOS et al., 2007), o Meio de Cultivo Tecidual 199
(TCM199) (RAJARAJAN et al., 2006) e os meios Waymouth (MURUVI et al., 2005) e
McCoy’s (TELFER et al., 2008). Estudos tém demonstrado que a adi¢cdo de diferentes
suplementos ao meio de cultivo, como piruvato, glutamina, hipoxantina e ITS (Insulina,
Transferrina e Selénio), aumenta o percentual de foliculos morfologicamente normais e
estimula o crescimento folicular (SILVA et al., 2004a; DEMEESTERE et al., 2005).
Além disso, tem-se observado que o acido ascorbico, importante antioxidante, também
atua beneficamente sobre a foliculogénese, promovendo uma reducdo da apoptose em
foliculos pré-antrais de camundongos (MURRAY et al.,, 2001) e estimulando a
manutencdo da viabilidade folicular em caprinos (ROSSETTO et al., 2009) apos cultivo
de longa duracéo.

Além da composicdo do meio de cultivo, outros fatores, como o pH, a
temperatura e a tensdo de oxigénio, sdo de extrema relevancia para a promo¢do do
desenvolvimento folicular, uma vez que proporcionam in vitro condi¢cdes semelhantes
ao ambiente ovariano (YE et al., 2007). Deficiéncias na regulacdo do pH podem
comprometer a funcdo e a viabilidade celular (KAPUS et al., 1994), bem como

dificultar o desenvolvimento pré-implantacional de embrides (ratas: LANE; BALTZ,
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BAVISTER, 1998; hamsters: ZHAO et al., 1995). No que diz respeito a temperatura,
para o transporte dos ovarios, em geral utiliza-se temperaturas mais baixas (4 a 20°C)
para reduzir o metabolismo celular e, consequentemente, minimizar o gasto de energia e
diminuir a taxa de aut6lise do tecido (SALEHI et al., 2004). J& para o cultivo folicular
in vitro, emprega-se temperaturas elevadas (37,5 a 39°C), semelhantes a temperatura
corporal interna da espécie a ser estudada. No que se refere a concentragdo de oxigénio
ideal para o cultivo in vitro de foliculos, os resultados ainda sdo controversos. Alguns
trabalhos apontam a concentracdo de 5% de oxigénio como sendo mais eficaz para
estimular o crescimento folicular (ovinos: CECCONI et al., 1999) e a competéncia
oocitéaria (camundongas: EPPIG; WIIGGLESWORTH, 1995), enquanto outros estudos
sugerem a utilizacdo de 20% de oxigénio (camundongas: HU et al., 2001; bovinos:
GIGLI; BYRD; FORTUNE, 2006; caprinos: SILVA et al., 2010).

2.1.5 Técnicas para avaliagdo da eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos

pré-antrais

A utilizacdo de técnicas para a avaliacdo da qualidade de foliculos pré-antrais
antes e ap0s o cultivo in vitro permite 0 monitoramento das altera¢fes ocorridas, sendo,
portanto, de grande importancia para a melhoria dos sistemas de crescimento in vitro de
foliculos pré-antrais.

A histologia classica é utilizada para a analise quantitativa de foliculos inclusos
em tecido ovariano, com a finalidade de verificar modificacbes na morfologia das
células da granulosa, de pavimentosa para cubica. Assim, a histologia classica permite
classificar os foliculos pré-antrais quanto ao seu estadio de desenvolvimento
(primordial, intermediario, primario ou secundario), e ainda quanto as suas
caracteristicas morfologicas (normais ou atrésicos).

A microscopia eletrdnica de transmissdo é considerada uma técnica qualitativa
para a avaliacdo das organelas celulares e das mudancas ultra-estruturais (SALEHNIA;
MOGHADAM; VELOJERDI, 2002) ocorridas durante a atresia folicular, sendo,
portanto, um método mais preciso e eficiente do que a histologia classica para avaliar a
viabilidade de foliculos pré-antrais. Em geral, esta técnica é utilizada apds o cultivo in
vitro de foliculos isolados ou inclusos em fragmentos ovarianos para confirmar ou nédo

os resultados da analise morfoldgica por histologia classica.
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Outra técnica empregada para avaliar a viabilidade de foliculos pré-antrais
isolados apos o cultivo in vitro é a microscopia de fluorescéncia (BRUNO et al., 2010;
SILVA et al., 2010), a qual utiliza marcadores fluorescentes, que quando excitados com
radiacdo de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de
comprimento de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). Além disso, esta
técnica é empregada no intuito de avaliar a configuracdo da cromatina de o6citos
oriundos de foliculos pré-antrais, indicando assim o estadio meidtico alcancado apds
terem sido cultivados e maturados in vitro (SARAIVA et al., 2010).

A quantificagcdo dos niveis de RNAm para as diferentes substancias (ligantes e
receptores) que atuam durante a foliculogénese também é considerada uma importante
ferramenta para auxiliar na compreensdo desse processo, uma vez que permite detectar
alteracbes nos padrdes de expressdao génica que ocorrem em resposta a fendmenos
relacionadas a sobrevivéncia, ao crescimento e a diferenciagdo celular (ZAMORANO;
MAHESH; BRANN, 1996). Dentre as técnicas comumente utilizadas para esta
finalidade, pode-se destacar a RT-PCR em tempo real, a qual detecta e quantifica acidos
nucléicos em foliculos isolados ou ainda inclusos em fragmentos de tecido ovariano
enquanto sdo amplificados, sem a necessidade de realizar purificagdo e andlises
adicionais. Para tanto, utiliza-se um sistema de deteccdo de fluorescéncia, capaz de
captar a luz oriunda da reacdo de amplificagdo de um determinado gene no momento
real da amplificacdo (BUSTIN, 2002).

2.1.6 Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Notavel progresso tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
em diferentes espécies animais. Os resultados mais satisfatérios foram obtidos a partir
de estudos in vitro com o cultivo de foliculos pré-antrais de camundongas, 0s quais
demonstraram que é possivel a obtencdo de crias vivas a partir de odcitos oriundos de
foliculos cultivados in vitro (O’BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; HASEGAWA et al.,
2006). Ja em animais de producdo, como caprinos (SARAIVA et al., 2010;
MAGALHAES et al., 2010), ovinos (ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM;
RAO, 2010), bubalinos (GUPTA et al., 2008) e suinos (HIRAO et al., 1994; WU,
EMERY; CARRELL, 2001), o cultivo in vitro de foliculos secundarios resultou na
producdo de odcitos maturos, os quais foram fecundados in vitro gerando embrides.

Contudo, a quantidade de embriGes produzidos a partir de odcitos provenientes de
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foliculos pré-antrais crescidos in vitro ainda é limitado nestas espécies. Nas espécies
bovina (GUTIERREZ et al., 2000; ITOH et al., 2002), humana (ROY; TREACY, 1993)
e canina (SERAFIM et al., 2010), foliculos pré-antrais isolados foram cultivados in
vitro e se desenvolveram somente até o estddio antral. Em gatas (JEWGENOW;
STOLTE, 1996), gambas (BUTCHER; ULLMAN, 1996) e macacas (FORTUNE et al.,
1998), ja foi observado o crescimento de foliculos pré-antrais isolados ap6s o cultivo in
vitro, porem sem a formag&o de antro, o que reflete diretamente a dificuldade da técnica
e a diferenca entre as espécies.
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2.2 CAPITULO II

Caracterizacao estrutural e papel do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) na foliculogénese ovariana

Structural characterization and role of platelet-derived growth factor (PDGF) in ovarian

folliculogenesis

Acta Scientiae Veterinariae, 38(3):221-236, 2010.
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ABSTRACT

Background: The platelet-derived growth factor (PDGF) is expressed in a wide variety
of cell types, exerts a potent mitogenic role and acts on the growth, differentiation and
cell chemotaxis. Studies have shown that during folliculogenesis, PDGF and their
receptors are expressed in oocytes, granulosa cells and thecal cells of ovarian follicles at
different developmental stages in several species. Although exist many information
about its expression sites, as well as about its action in different cells types, the role of
PDGF on ovarian folliculogenesis remains understudied. Thus, this article aims to
review issues related to PDGF, suggesting the involvement of this mitogenic factor
during follicular development.

Review: Along this work, it was shown aspects related to structural characterization of
PDGF and its receptors, as well as PDGF expression in different cells types,
emphasizing its importance to follicular development. PDGF family is composed by

four polypeptide chains (each encoded by a different gene), which are synthesized in the
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form of inactive pro-proteins. After a proteolytic processing, these chains undergo homo
or heterodimerization, resulting in five isoforms (PDGF-AA, -BB, -AB, -CC e -DD).
The cellular effects of these different PDGF isoforms are mediated by binding, with
different specificities, to three transmembrane receptors isoforms of type tyrosine kinase
generated by the association of subunits a e B (PDGFR- ao, - aff, - Bp). PDGF was
initially purified from platelets, being later verified its production by many varieties of
cell types. It acts as an important mitogenic factor, especially to cells of mesenchymal
origin as fibroblasts and smooth muscle cells, and also exerts a role on cellular
migration and survival. Studies with PDGF and its receptors have demonstrated its
importance as a paracrine growth factor for normal embryo development and
angiogenesis. Although the action of this growth factor has been shown in several
cellular responses, its role in ovarian folliculogenesis of mammals is understudied.
Folliculogenesis, event initiated at pre-natal life in most species, can be defined as the
process of follicular formation, growth and maturation, beggining with the primordial
follicle formation and resulting in preovulatory stage. Until the present moment, the
different PDGF types and their receptors were detected in ovarian follicles of murines,
rodents, swines and humans according to developmental stage. Evidences suggest that
this growth factor may acts as a potent regulator of ovarian function, increasing DNA
synthesis in granulosa cells and stimulating theca cells growth in swines. In addition,
PDGF has shown benefic effects in in vitro maturation of bovine oocytes when
associated with follicle stimulating hormone (FSH).

Conclusion: Nevertheless, the specific actions of PDGF on ovarian follicles
development have not been described due to lack of data available in the literature about
this subject. Therefore, this review was performed to clarify the involvement of this

growth factor in the regulation of ovarian function in mammals. However, it is
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necessary to perform additional studies that may provide a greater understanding about

the importance of PDGF during folicullogenesis.

Keywords: PDGF, folliculogenesis, mammalian

Descritores: PDGF, foliculogénese, mamiferos
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I. INTRODUCAO

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é uma glicoproteina
dimérica que foi primeiramente identificada por Ross et al. [95] e Kohler & Lipton [56]
como um agente mitogénico para células mesenquimais presentes no soro sanguineo de
macacos e camundongos, respectivamente. Diferentes estudos relataram a producéo de
PDGF por megacariocitos, mondcitos/macréfagos, células endoteliais, celulas
musculares lisas vasculares, fibroblastos, neurbnios e células embrionérias, dentre
outros tipos celulares [4, 27, 96, 121].

No ovario mamifero, a expressdo do PDGF foi identificada em odcitos, células
da granulosa e células da teca de foliculos em diferentes estadios de desenvolvimento.
Além disso, evidéncias indicam a sua atuacdo nos varios estadios da foliculogénese,
bem como no desenvolvimento embrionario inicial. A foliculogénese consiste na
formacdo e crescimento folicular, culminando com a liberagdo de um od6cito maturo
capaz de ser fertilizado [117].

O desenvolvimento folicular é coordenado por uma complexa comunicagdo
bidirecional entre odcito, células da granulosa e células da teca, que promove a
interacdo de fatores de crescimento locais e gonadotrofinas entre os compartimentos
foliculares. Os fatores intraovarianos, incluindo o PDGF, participam ativamente do
controle do crescimento folicular promovendo a multiplicacdo das células da granulosa
e da teca, o crescimento oocitario e regulando a acdo das gonadotrofinas de origem
hipofisaria [22, 120].

Estudos recentes tém contribuido para identificar os locais de sintese do PDGF
nos foliculos ovarianos e evidenciado seus efeitos especificos na foliculogénese. Desta

forma, a presente revisdo aborda a caracterizagdo estrutural do PDGF e de seu
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receptores, bem como sua atuacdo em diversos tipos de células, destacando a sua

participacdo na foliculogénese.

Il. FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

2.1 Caracterizacao estrutural

A familia PDGF é composta por 4 cadeias polipeptidicas (A, B, C e D), cada
uma codificada por um gene diferente [115]. Cada molécula de PDGF é formada por
duas cadeias polipeptidicas anti-paralelas ligadas por pontes dissulfidicas através de
homo ou heterodimerizagdo, originando 5 isoformas: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-
BB, PDGF-CC and PDGF-DD. Devido a um “splincing” alternativo nos transcritos de
PDGF-A, este é sintetizado na forma de duas diferentes cadeias, sendo uma com 196 e
outra com 211 residuos de aminoacidos, que diferem somente na sua extremidade C-
terminal. Ambas as isoformas sdo encontradas naturalmente em diferentes tipos de
células, sendo a de menor tamanho mais abundante [67, 127]. Ja as cadeias de PDGF-B,
-C e -D apresentam 241, 345 e 370 residuos de aminoacidos, respectivamente [89].

Os PDGFs pertencem a uma familia estrutural e funcionalmente relacionada aos
fatores de crescimento vasculares, incluindo os fatores de crescimento do endotélio
vascular (VEGFs) [23]. Os fatores PDGF e VEGF contém um dominio principal,
chamado de dominio de homologia PDGF/VEGF (Figura 1). Este dominio é constituido
por aproximadamente 100 residuos de aminoacidos e €, evolutivamente, uma estrutura
altamente conservada presente em diferentes organismos, incluindo a Drosophila [70] e
vérias espécies de cobras [49, 123]. E caracterizado pela presenca de 8 residuos de

cisteinas conservadas, constituindo o n6 de cisteina, onde dois residuos (2 e 4) estdo
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envolvidos nas ligagbes dissulfidicas intermoleculares, e o restante participa das
ligacOes intramoleculares. Esta estrutura esta presente em todos os membros da familia
PDGF e esta envolvido tanto na dimerizacdo das duas cadeias como na ligacdo e
ativacdo do receptor. Além disso, todos os PDGFs possuem um peptideo sinal e uma
extensdo N- ou C-terminal envolvidas na regulacdo das propriedades bioldgicas destes
fatores. Os PDGF-A e -B apresentam uma pequena extensdo N-terminal e uma extensdo
C-terminal, também chamada de “motivo estrutural de reten¢do”, contendo uma alta
proporcdo de aminoacidos basicos envolvidos na ligacdo destes fatores a componentes
da matriz extracelular [59, 82]. Robbins et al. [93] observaram que grande parte do
PDGF-BB expresso permanece associado a membrana plasmatica. Os PDGF-C e -D
ndo contém a extensdo C-terminal, mas apresentam o dominio CUB como parte da sua
extensdo N-terminal, o qual liga-se ao dominio principal através de uma cadeia com
cerca de 80-100 aminoacidos, chamada de “regido de dobradiga” [3, 64]. O dominio
CUB é comumente encontrado em diferentes tipos de proteinas, incluindo proteases
extracelulares e proteinas de superficie celular, dentre outras [7], e participa da interagédo
proteina-proteina ou proteina-carboidrato, além de regular a distribuicdo extracelular

das cadeias -C e -D inativas.
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Figura 1 — Caracterizacdo estrutural das cadeias de PDGF. As cadeias A e B sao
caracterizadas pela presenga de um “motivo estrutural de reten¢do”, enquanto as cadeias

C e D apresentam o dominio CUB.

2.2 Estrutura dos genes que codificam os PDGFs

Os genes que codificam as 4 cadeias de PDGFs estdo localizados em 4
cromossomos diferentes. Em humanos, os genes PDGFA e PDGFB estdo localizados
nos cromossomos 7 e 22 [5, 16, 112], enquanto os genes PDGFC e PDGFD estdo nos
cromossomos 4 e 11, respectivamente [115]. Todos o0s genes apresentam uma
organizacdo muito semelhante no que se refere a0 nimero e tamanho dos éxons. No

entanto, uma grande diferenca é observada entre o tamanho dos introns. Os genes
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PDGFA e PDGFB apresentam introns de aproximadamente 20 kb, enquanto os genes
PDGFC e PDGFD apresentam introns de aproximadamente 200 kb [63].

Os genes PDGFA e PDGFB possuem 7 éxons (Figura 2), onde o éxon 1 codifica
0 peptideo sinal e os éxons 2 e 3 codificam a sequéncia N-terminal. Os éxons 4 e 5 séo
responsaveis pela codificacdo do dominio principal e 0 6 da extensdo C-terminal. A
cadeia A ¢ expressa em duas diferentes isoformas, devido ao “splicing” alternativo, com
ou sem a sequéncia codificada pelo éxon 6. E, em ambos 0s genes, 0 éxon 7 nao é
codificado [6, 46, 94].

O gene PDGFC consiste de 6 éxons, enquanto o gene PDGFD apresentam um
éxon adicional. Em ambos os genes, 0 éxon 1 codifica o peptideo sinal e 0os éxons 2 e 3,
0 dominio CUB. No gene PDGFC, o éxon 4 codifica a “regido de dobradiga” ¢ no gene
PDGFD esta regido é codificada pelos éxons 4 e 5. Consequentemente, o dominio

principal é codificado pelos éxons 5 e 6 no gene PDGFC, e 6 e 7 no gene PDGFD [63].
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Figura 2 — Estrutura dos genes que codificam as quatro cadeias de PDGF. Duas
isoformas de PDGF-A podem ser originadas devido a um splicing alternativo, onde séo
utilizados dois cédons de terminacdo localizados em éxons diferentes. Os cddons de
iniciacdo (ATG) e terminacdo (Stop) sdo representados na figura. Os introns e éxons
ndo sdo apresentados em escala, sendo os introns com comprimento superior a 5 kb

representados por (//). Figura adaptada de Li & Eriksson [63].

2.3 Processamento proteolitico dos PDGFs

Todos os PDGFs sdo sintetizados nos reticulos endoplasmaticos das células
produtoras na forma de moléculas precursoras inativas, denomidadas pro-proteinas.
Essas moleculas sdo entdo dimerizadas e necessitam de diferentes processamentos
proteoliticos para a sua ativacdo [93]. No entanto, atualmente, ndo existem evidéncias
de regulagéo da secrecdo dos PDGFs, sendo estes liberados de forma continua [25].

Os PDGF-A e -B sao ativados por um padréo exocitico. Apés a dimerizagdo das
suas cadeias nos reticulos endoplasmaticos, os dimeros sdo transportados para o
complexo de Golgi, onde ocorre o processamento proteolitico, caracterizado pela
remocdo da extensdo N-terminal das moléculas. PDGF-AA é processado em uma
molécula de 30 kDa, a qual é carreada por vesiculas até a superficie da célula para
liberacdo extracelular por exocitose. J& 0 PDGF-BB é processado em dois diferentes
produtos finais: uma molécula de 24 kDa, mais abundante, a qual é degradada por
lisossomos, e outra de 30 kDa, liberada da mesma forma que o PDGF-AA [83]. A
protease envolvida na conversdo da pro-PDGF-A para PDGF-A ainda é desconhecida,
no entanto, evidéncias sugerem que a furina, uma endoprotease dibéasica, seja a

responsavel por esta conversdo [101]. Da mesma forma, a enzima correspondente para a
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conversdo da pr6-PDGF-B para PDGF-B ainda néo foi identificada, mas acredita-se que
também seja uma pré-proteina convertase.

As isoformas -C e -D séo secretadas sem a remogéo da extensdo N-terminal, ou
seja, na sua forma inativa sugerindo que ambos os fatores sdo ativados por protedlise
extracelular [23, 92]. A ativacdo requer a remocdo do dominio CUB, incluso na
extensdo N-terminal, e liberacdo do dominio principal para que possa haver a ligacédo da
proteina ao receptor. As enzimas plasmina e ativador de plasminogénio de tecido (tPA)
tém sido demonstradas como as responsaveis pela clivagem proteolitica do PDGF-C,
enquanto somente a plasmina pode remover o dominio CUB do PDGF-D [23]. Além
disso, PDGF-C e -D parcialmente processados, ou seja, com remocao de somente um
dominio CUB do homodimero (chamados de hemidimeros), ainda sdo capazes de se
ligar ao receptor. No entanto, esta ligagcdo ocorre com baixa afinidade e desencadeia
uma resposta antagbnica, ou seja, a ligagdo do hemidimero impede que ocorra a

dimerizacdo do receptor e, consequentemente, a transducdo do sinal [89].

2.4 Expressao dos PDGFs em diferentes tipos celulares

O padrdao de expressdo de cada PDGF vem sendo amplamente estudado,
demonstrando que este fator € sintetizado por uma grande variedade de tipos celulares.
O PDGF-AA tem sido identificado como produto de células epiteliais, osteosarcomas,
melanomas e glioblastomas [36, 79], sendo necessario durante a embriogénese e
organogénese, bem como no desenvolvimento do sistema nervoso central e da crista
neural [9, 26, 29, 51, 52, 62, 108, 109]. Ja o PDGF-BB é expresso em células do
endotélio vascular, megacariécitos e neurbnios, sendo implicado principalmente na

angiogénese [1].
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O PDGF-CC é expresso em ceélulas epiteliais, musculares e progenitoras neurais
e, em adultos, parece contribuir para a cicatrizacdo de ferimentos, proliferacdo de
fibroblastos, migracdo epitelial, vascularizacdo e infiltracdo de neutrofilos. Além disso,
a presenca de PDGF-CC foi demonstrada em tecidos ativamente angiogénicos, como
placentas, alguns tecidos embrionarios, e tumores, sugerindo um papel para esta
isoforma durante a angiogénese [61]. J& a expressdo de PDGF-DD é bem menos
caracterizada, embora tenha sido observada em fibroblastos e células musculares lisas
[1].

Quanto a ocorréncia de PDGF-AB, acredita-se que esta seja especifica para seres
humanos [111]. Plaquetas humanas e algumas linhagens de ceélulas cultivadas
expressam naturalmente as cadeias -A e -B, podendo originar as trés isoformas,
sugerindo que a formacdo de dimeros € um processo aleatorio [31, 32, 34]. Esta
observacao é baseada em trabalhos que utilizam células transfectadas com os genes das
cadeias -A e -B, onde verificou-se a formacgdo tanto de heterodimeros quanto de
homodimeros [42]. No entanto, Hammacher et al. [31] demonstraram que as plaquetas
sdo a maior fonte do heterodimero -AB, enquanto os homodimeros -AA e -BB sao
encontrados em menor propor¢do. In vivo, a proliferacdo de fibroblastos dérmicos
humanos é estimulada pelo PDGF-AB [48], sendo detectado, ainda um efeito

terapéutico na cicatrizacdo de ferimentos para esta isoforma [72].

I1l. RECEPTORES DE PDGF

Os eventos celulares mediados pelos PDGFs acontecem apds a ligacdo da

molécula e a consequente ativacdo do receptor, o qual é uma glicoproteina

transmembranaria do tipo tirosina quinase. Estes receptores sdo formados por duas



38

cadeias polipeptidicas, a e B, constituidas por 1.089 e 1.106 residuos de aminoéacidos,
respectivamente [12, 13]. Apo6s a ligagdo do PDGF, duas cadeias de receptor
dimerizam-se e, dependendo da configuracdo do ligante e do padrdo de expressdo do
receptor, diferentes isoformas podem ser formadas: PDGFR-aa, PDGFR-B ¢ PDGFR-
afy [39]. As isoformas diméricas PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB e PDGF-CC se
ligam ao PDGFR-a0, enquanto PDGF-BB e PDGF-DD interagem com o PDGFR-Bf. O
heterodimero PDGFR-af, por sua vez, pode ser formado ap6s a ligagdo das isoformas
PDGF-AB, PDGF-BB e PDGF-CC [10, 130].

Estruturalmente, os PDGFRs sdo caracterizados por uma regido extracelular,
composta por cinco dominios semelhantes a imunoglobulinas, sendo os trés primeiros
dominios responsaveis pela interacdo com os ligantes [129], enquanto o dominio 4
contribui para a dimerizacdo das subunidades de receptores [81]. Apresentam ainda uma
regido transmembranaria e outra intracelular, formada por um dominio
justamembranario seguido pelo dominio tirosina quinase e, por fim, uma cadeia C-
terminal (Figura 3).
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Figura 3 — Interacbes PDGF-PDGFR e organizagédo estrutural dos receptores para 0s
PDGFs. Diferentes isoformas de PDGF ligam-se e dimerizam as subunidades o ¢ § dos
receptores. Cada receptor é constituido de uma regido extracelular, a qual apresenta 5
dominios sememlhantes a imunoglobulinas, uma regido transmembranaria e outra

intracelular, composta pelos dominios justamembranario e tirosina-quinase.

As cinco isoformas diméricas de PDGF possuem habilidades distintas para se
ligar e ativar os receptores, conforme mostrado em um estudo realizado em ratos,
utilizando células osteoblasticas fetais, o qual sugere que os diferentes tipos de
receptores ndo so se ligam seletivamente a uma ou mais isoformas de PDGF, como
também sdo capazes de responder de forma diferente a estas [86]. Desta forma, a
expressdo de ambos os receptores e de cada um dos cinco PDGFs € controlada de
forma independente, dando ao sistema PDGF/PDGFR uma grande flexibilidade. A
proporcdo de isoformas de PDGF e PDGFRs expressas varia grandemente entre 0s
diferentes tipos de células. Algumas células apresentam apenas uma das isoformas de
PDGFR, como as células precursoras da glia [35], plaquetas humanas [119] e células
endoteliais de figado de ratos [40], que expressam a isoforma oo, ou cé¢lulas musculares
lisas e endoteliais de capilares de camundongos [107], que expressam somente a
isoforma BB. Outros tipos de células expressam ambas as isoformas, simultinea ou
separadamente, como por exemplo, fibroblastos e células musculares lisas [107].

As isoformas homodimeras exercem um potente efeito mitogénico, promovendo
0 crescimento de células tumorais [38, 90], a reorganizacdo dos filamentos de actina
[20] e o aumento intracelular de Ca** [17]. A ativacdo do receptor PP estimula a
quimiotaxia, enquanto o receptor ao pode inibir ou estimular a migragao de diferentes
tipos de células, incluindo fibroblastos, células musculares lisas e epiteliais [57, 100,
125, 128]. O receptor BB inibe a comunicacgdo entre as células através de juncdes do tipo

gap [43] e exerce ainda um efeito antiapoptotico [124].
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Contudo, os niveis de expressdo dos receptores para PDGF ndo permanecem
constantes nas células, podendo diferentes estimulos externos, tais como inflamagé&o,
desenvolvimento embrionario ou diferenciacdo, exercer influéncia sobre a expresséo
desses receptores celulares permitindo a ligacdo de alguns PDGFs, mas ndo de outros

[97]

3.1 Ativagéo do receptor

Apos a ligacdo do PDGF ao seu receptor, ocorre a dimerizacao das subunidades
de receptores, caracterizada pela aproximacdo dos dominios citoplasmaticos de cada
subunidade, permitindo a fosforilagdo da tirosina entre as diferentes subunidades do
dimero (transfosforilacdo). Essa dimerizacdo é essencial para a ativacdo da quinase e
consequente ativacdo do receptor [53], o qual sofre mudancas conformacionais que
permitem que a enzima, em atividade basal, fosforile um residuo especifico de tirosina.
Este evento leva ao “desbloqueio” da quinase, a qual aumenta sua atividade enzimatica
agindo sobre outros residuos de tirosina, bem como sobre outros substratos.

Nove e doze locais de fosforilagao tém sido identificados nos receptores a ¢ J3,
respectivamente [37]. As tirosinas fosforiladas dentro do dominio quinase (Tyr-849 no
receptor a ¢ Tyr-857 no receptor P) regulam a atividade catalitica das quinases,
enquanto as tirosinas fosforiladas fora deste dominio criam locais especificos para a
ligacdo das moléculas responsaveis pela transducéo do sinal [39].

Em geral, as moléculas sinalizadoras podem ligar-se aos receptores através de
diferentes dominios, como por exemplo, os dominios SH2 (dominio de homologia a Src
2) e PTB (dominio de ligacdo da fosfotirosina), que reconhecem tirosinas fosforiladas, o

dominio SH3, o qual reconhece regibes ricas em prolina, 0 dominio PH (dominio de
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homologia a proteina pleckstrin), que reconhece membrana fosfolipidica, e 0 dominio
PDZ, o qual reconhece sequéncias C-terminal especificas [37].

No entanto, todas as enzimas envolvidas na transducdo da mensagem gerada
pela formacgdo do complexo PDGF-PDGFR utilizam o dominio SH2 para interagir com

o receptor [13].

3.2 Padrdes de sinalizagdo induzidos pela ligagdo PDGF-PDGFR

Apé6s a ativacdo do receptor, diferentes mecanismos de sinalizacdo sdo
recrutados. Estes envolvem as moléculas Ras-MAPK, fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), Fosfolipase Cy 1 (PLC-y) e Src. Outras moléculas, como Grb2, Grb7, Nck, Shc
e Crk ndo possuem atividade enzimatica e desempenham a fungdo de proteinas
adaptadoras, intermediando a interagdo do receptor com a molécula sinalizadora [11].
Além disso, membros da familia Stat (Stat-1, -3, -5a, -p e -6) também se ligam aos
PDGFR e atuam como fatores transcricionais que, apds a fosforilacdo da tirosina, séo
direcionados para o nucleo das células onde afetam a transcricdo de genes especificos
[116].

A maioria das células responsivas ao PDGF sdo dependentes do contato com
moléculas presentes na matriz extracelular. Esse contato é mediado pelas integrinas, as
quais sdo receptores transmembranarios localizados na superficie das células. A
interacdo entre os PDGFRSs, as integrinas e moléculas especificas da matriz extracelular
levam a formacao de adesdes focais, onde varios padrdes de sinalizacdo sdo iniciados
[14], aumentando a migracdo e a proliferacdo celular, e prevenindo a apoptose [2,24]. A
seguir sdo descritas as mais importantes vias de sinalizacdo ativadas pelos receptores de

PDGF.
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3.2.1 Padrao Ras-MAPK

O receptor de fator de crescimento ligado a proteina 2 (Gbr2) é uma pequena
proteina citoplasmatica de 25 kDa, constituida por dois dominios, SH3 e SH2 [66, 104].
O Gbr2 estd constitutivamente ligado a uma regido rica em prolina da proteina SOS
(Son of Sevenless), uma permutadora GDP/GTP para RAS, formando o complexo
Gbr2/SOS. Uma vez ativado, este complexo é entdo recrutado para a membrana da
célula onde se liga ao receptor através do dominio SH2 da Grb2 e, desta forma, permite
a ativacdo de RAS. A proteina RAS liga-se a quinase Raf-1, a qual inicia eventos em
cascata da via da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) [11]. Apds a ativacao
da MAPK, esta fosforila uma grande variedade de substratos membranares e
citoplasmaticos, bem como fatores de transcricdo e, assim, pode contribuir para a
regulacdo de diferentes processos celulares, tais como crescimento, migracdo e

diferenciacéo [39].

3.2.2 Padréo PI3K

O fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) desempenha um importante papel na
transducdo do sinal intracelular, podendo ser ativado pela maioria dos receptores do tipo
tirosina quinase. O PI3K consiste em um complexo heterodimérico composto por uma
subunidade reguladora, p85, e uma subunidade catalitica, p110. Similarmente a outras
proteinas contendo o dominio SH2, o PI3K forma complexos com tirosinas fosforiladas
de receptores ativos. Sua principal funcdo é converter fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato
(PIP2) em fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3), o qual atua como segundo

mensageiro ativando um grande namero de moléculas efetoras. As respostas celulares
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mediadas pela ativacdo da via PI3K incluem reorganizagdo das fibras de actina,
quimiotaxia, crescimento celular e inibi¢do da apoptose [118].

O PI3K, juntamente com membros da familia Src e as quinases fosforiladas
presente nos receptores, podem estar envolvidos na regulacdo do processo de
internalizacdo dos receptores para PDGF [47, 76, 110]. A ligacdo da proteina ao
receptor induz a internalizagcdo do complexo ligante/receptor em endossomos, podendo
esse complexo ser dissociado e o receptor devolvido a membrana, ou ainda degradado

devido & fusdo dos endossomos com lisossomos [110].

3.2.3 Padrao PLC-y

Da mesma forma que o PI3K, a PLC-y ¢ imediatamente recrutada pelo receptor
tirosina quinase fosforilado, ligando-se através do seu dominios SH2. Apds sua
ativacdo, a PLC-y hidrolisa seu substrato, o PIP2, originando duas moléculas, PIP3 e
diacilglicerol, que irdo atuar como segundos mensageiros. O PIP3 estimula a liberacdo
de Ca*" intracelular, o qual se liga a calmodulina, ativando, posteriormente, uma familia
de proteinas quinases dependentes de calmodulina (CaMKs), enquanto o diacilglicerol,
juntamente com o Ca’*, ativa membros da familia de proteinas quinase C (PKC) [4]. A
PLC-y estimula diversos processos celulares, tais como angiogénese, proliferacéo,

crescimento e motilidade de diferentes linhagens de células [50].

3.2.4 Padrao Src

As proteinas da familia Src sdo um tipo de tirosina quinase citoplasmatica nao

receptora, ativadas a partir da fosforilacdo dos residuos de tirosina presentes no dominio
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justamembranério do receptor [28, 41, 58]. A ativacdo das proteinas Src, Fyn e Yes, as
quais sdo os membros desta familia envolvidos na sinalizacdo induzida pelos PDGFs,
resulta no crescimento e/ou diferenciagdo celular [58] e s@o essenciais para a

transmissdo do sinal mitotico [114].

IV. PAPEL DOS PDGFs NA FOLICULOGENESE

4.1 Foliculogénese

A foliculogénese ovariana consiste no processo de formacéo e crescimento dos
foliculos, seguindo uma seqliéncia de acontecimentos caracteristicos que iniciam com o
estabelecimento da populacdo folicular no ovario durante a vida pré-natal, na maioria
das espécies, e terminam com a ovulacdo [117]. O foliculo é considerado a unidade
morfoldgica e funcional do ovario mamifero, sendo responsavel pela sintese e secre¢édo
de horménios esteroides e fatores de crescimento e pela liberacdo de um o0cito maturo
atraves da ovulacdo. Essas funcGes atuam de forma interdependente e complementar,
sendo necessarias para 0 sucesso da reproducdo [88]. Um odcito circundado por células
da granulosa e da teca constituem um foliculo, o qual deve proporcionar as condi¢oes
ideais para a manutencao da viabilidade, crescimento e liberacdo de um od6cito maturo
no processo de ovulacdo [15]. Os foliculos podem ser classificados, de acordo com o
grau de desenvolvimento, em pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais
(terciarios e pré-ovulatorios) [102].

Os foliculos primordiais constituem grande parte do estoque de gametas
femininos no ovario, sendo formados por um o6cito imaturo envolto por uma Unica

camada de células somaticas de formato pavimentoso [45]. Apds sua formacao, esses
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foliculos podem imediatamente iniciar 0 seu crescimento ou permanecer quiescentes por
dias, meses ou anos [117] até serem estimulados a iniciar seu desenvolvimento. Este
evento é denominado de ativacdao folicular e € marcado por mudancas qualitativas e
quantitativas, incluindo modificagdes no metabolismo e na estrutura folicular [103].

A transicdo do foliculo primordial para primario é caracterizada por alteracGes
morfoldgicas como por exemplo, 0 aumento do didmetro oocitario, a proliferacdo das
células da granulosa e a transformacdo no formato destas células de pavimentoso para
cubico. Assim, quando o odcito € circundado por uma Unica e completa camada de
células da granulosa de morfologia cubica, os foliculos sdo denominados primérios [30].

A medida que os foliculos iniciam o crescimento, as proteinas que irdo formar a
zona pelicida comecam a ser sintetizadas [60]. Enquanto isso, a multiplicacdo das
células da granulosa dos foliculos primarios leva a formacao de varias camadas destas
celulas ao redor do oocito, formando os foliculos secundarios. Neste estadio, as células
da granulosa apresentam uma extensiva rede de juncGes do tipo gap ou
intercomunicantes, que correspondem a canais membranarios que permitem a passagem
de nutrientes, ions inorganicos, segundos mensageiros e pequenos metabolitos entre as
células [54]. Ainda nesta fase, a zona pelucida é claramente identificada ao redor do

o0cito e os precursores das células da teca sdo recrutados do estroma ovariano [85].

Com o crescimento dos foliculos secundarios e a continua proliferagdo das
células da granulosa, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido folicular
denominada antro. A partir desse estadio os foliculos passam a ser denominados
terciarios ou antrais e sdo caracterizados pelo aumento acentuado do diametro folicular
ocasionado pelo crescimento do odcito, multiplicacdo das células da granulosa, da teca e
acumulo de fluido antral [18]. Tal fluido corresponde ao ambiente ao qual o odcito é

submetido durante o seu desenvolvimento e maturacdo, sendo considerado de grande
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importancia para a determinacdo da qualidade oocitaria. Dentre os componentes do
fluido folicular, destacam-se hormdnios esterdides e pituitarios, citocinas, fatores de

crescimento, proteinas séricas e eletrolitos [122].

O dltimo estadio do desenvolvimento folicular ocorre em todas as espécies,
geralmente a partir da puberdade [18], quando a liberacdo de altos niveis de horménio
luteinizante (LH) estimula a formacdo do foliculo pré-ovulatério. Tal estadio é
caracterizado por um odcito secundario, cujo nucleo encontra-se na segunda divisdo
meidtica, circundado pelas células do cumulus, formando o complexo cumulus-odcito.
As células da granulosa dos foliculos pré-ovulatorios param de se multiplicar em
resposta ao LH, o qual possibilita que os foliculos atinjam os estadios finais de
desenvolvimento e ovulem, originando corpos lateos [77].

Apesar do amplo conhecimento existente sobre as alteragcfes morfoldgicas e
funcionais que ocorrem com os foliculos ovarianos durante seu desenvolvimento, ainda
é limitado o conhecimento acerca dos fatores que regulam cada uma dessas etapas. Uma
gama de fatores de crescimento e hormdnios vém sendo estudados, conforme descrito
por Fortune et al. [21], e as evidéncias apontam que a dindmica folicular é regulada por
uma complexa interacdo de substancias, dentre as quais podem ser citados 0s hormonios
esterdides, as gonadotrofinas e fatores de crescimento. Dentre os fatores que atuam
regulando o desenvolvimento folicular, pode-se destacar o PDGF, cuja importancia na

foliculogénese ¢é abordada a seguir.

4.2 Importancia do PDGF para o desenvolvimento folicular

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de demonstrar a

importancia do PDGF para o desenvolvimento folicular. Nilsson et al. [78]
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caracterizaram o PDGF como um fator de crescimento paréacrino produzido pelo o6cito,
que atua sobre as células da granulosa e da teca intersticial promovendo a transi¢do de
foliculos primordiais para primarios [78]. Os diferentes tipos de PDGF e seus receptores
foram detectados em foliculos ovarianos de acordo com o estadio de desenvolvimento
em murinos [126] e ratas [105]. Nesta Gltima espécie, ap6s analise por
imunohistoquimica, as proteinas PDGF-A, -B e -C, e o0 receptor PDGFR-oa foram
localizados em corpos luteos, indicando um possivel papel deste fator durante o
processo de ovulagdo e luteogénese [106]. Em suinos, 0 PDGF-A e 0 PDGFR-oa tém
sido observados em odcitos e células da granulosa de foliculos em estadios iniciais de
crescimento [80], enquanto em humanos a isoforma -A foi identificada em grandes
foliculos antrais [87]. Ainda em humanos, McWilliam et al. [71] verificaram a presenca
de PDGF-AB no fluido folicular e de seu receptor em extratos de células da granulosa
luteinicas isolados do liquido antral.

No foliculo ovariano, a localizacdo e a agdo dos receptores para PDGF tém sido
identificadas no od0cito, células da granulosa e células da teca em diferentes espécies
[19, 99, 113]. Em suinos, o PDGFR-BB tem sido localizado na camada de células da
teca de individuos adultos [113]. J& em ovarios de ratas, as proteinas PDGFR-ao ¢
PDGFR-BpB foram encontrados em odcitos de foliculos primordiais e primarios. Alem
disso, 0 PDGFR-ao0 também foi demonstrado em células da teca de foliculos primarios,
secundarios e antrais e em células da pré-granulosa/granulosa de foliculos primordiais,
secundarios e antrais, enquanto o PDGFR-B foi demonstrado em células da teca do
estroma e de foliculos em todos os estadios de desenvolvimento [105].

Através da técnica de hibridizacéo in situ, foi demonstrada a presenca de RNAmM
para PDGF-B, PDGF-C e PDGF-D em células da teca de foliculos secundarios, e

somente para PDGF-D em odcitos de foliculos primordiais e primarios de ratas [105].
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Nilsson et al. [78] verificou que o PDGF estimula a expressdo do RNAm para Kit
Ligand (KL), embora ndo tenha verificado o efeito deste fator sobre a expresséo de
PDGF e de seus receptores. Isso sugere que o PDGF promove a ativagdo de foliculos
primordiais através de um mecanismo que envolve o aumento da expressdo do RNAm
para KL [84]. Em odcitos ndo fertilizados de camundongas, foi identificado o RNAm
para PDGF-A, o qual desaparece durante o estadio embrionario de 2 células e reaparece
no estadio de 4 células [91], sugerindo um possivel papel do PDGF na maturacdo do
odcito e desenvolvimento embrionario durante a pré-implantacdo. Em odcitos suinos, e
ainda em células da teca de foliculos antrais avangados, Okamura et al. [80] também
demonstraram a expressdo de RNAm para o receptor PDGFR-aa.

Estudos recentes tém identificado a atuacdo dos PDGFs em foliculos pré-antrais
de roedores [78, 105, 126], nos quais observou-se que a adi¢do das isoformas -A e -B ao
meio de cultivo promoveu o crescimento de foliculos primordiais [78] e secundarios
[105]. Além disso a atividade proliferativa de células da teca de foliculos antrais de
ratas [19] e porcas [68, 99, 113] também foi estimulada por PDGFs.

Atuando em sinergia com o hormdnio foliculo estimulante (FSH), os PDGFs
induziram a formacéo de receptores para LH em células da granulosa de ratas [74, 75].
Knecht & Catt [55] mostraram que o PDGF aumenta a atividade do AMPc estimulada
pelo FSH, a producéo de progesterona e a formacédo de receptores para LH em células
da granulosa de ratas. O LH, por sua vez, induz o aumento dos niveis de RNAm para 0s
PDGF-BB e -DD, e para o receptor B em ovarios de ratas, sugerindo um importante
papel para este fator durante a luteogénese [106]. Schmahl et al. [98] demonstraram
ainda que mutacdes nos genes de todas as isoformas de PDGFs ocasionam uma
deficiéncia na producéo de esterdides pelas células, sugerindo que estes fatores também

atuam na regulacdo da esteroidogénese em camundongas.
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Por outro lado, Michel et al. [73] verificaram que, em suinos, 0 PDGF ndo afeta
a secrecdo de progesterona pelas células da granulosa. Além disso, Taylor [113]
demonstrou que os PDGF-AB e -BB inibem a secrecdo de androstenediona e
progesterona estimulada pelo LH em células da teca suinas. Nesta espécie, em células
tecais cultivadas, o PDGF aumentou a sintese de estradiol na presen¢a do fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) [99]. Além disso, Duleba et al. [19]
observaram um efeito aditivo de PDGF-AB e IGF-1 sobre a sintese de DNA nas células
da teca intersticiais de ratas. De forma similar, May et al. [68] sugeriram um efeito
sinérgico entre PDGF e IGF-1 na proliferacdo de células da granulosa de suinos. Além
disso, nesse mesmo estudo, verificou-se ainda que o fator de crescimento epidermal
(EGF) atua potencializando a acdo do PDGF em células da teca. Por outro lado, em
células da granulosa, o0 PDGF tem demonstrado aumentar a atividade proliferativa do
EGF e do fator de crescimento transformante-a (TGF-a) [69].

Em bovinos, a adicdo de FSH ao meio de maturacéo in vitro (MIV) contendo
PDGF-AB, aumentou a proporcdo de oocitos inseminados que atingiram os estadios de
morula e blastocisto [33]. Bortolotto et al. [8] examinaram os efeitos do PDGF, da
insulina e do retinol, bem como de suas interacbes na MIV de odcitos bovinos, e
verificaram que a insulina e o PDGF, associados ou ndo, aceleraram a maturagédo
nuclear, sendo suas acdes potencializadas pelo retinol. A observacdo de que blastocistos
humanos também respondem ao cultivo com PDGF indica uma provavel expressédo de

receptores para este fator durante o desenvolvimento inicial [65].
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme demonstrado, a familia PDGF é composta por 5 membros (PDGF-
AA, -BB, -AB -CC e -DD), os quais tém sido amplamente estudados nos ultimos anos
quanto a sua estrutura e atuacdo. Especialmente com relagdo a foliculogénese, estudos
demonstraram que o PDGF, bem como seus receptores, estdo expressos em o06citos,
células da granulosa e células da teca de foliculos ovarianos em diferentes estadios de
desenvolvimento e em diferentes espécies. Estes dados sugerem uma atuagdo para este
fator desde o processo de ativacdo folicular até o crescimento posterior destes foliculos
e maturacéo dos o0citos, seguido pelo desenvolvimento embrionario inicial. Entretanto,
pode-se verificar que as informacdes disponiveis ndo sdo suficientes para descrever o
papel especifico do PDGF sobre o desenvolvimento folicular. Portanto, estudos
adicionais sdo necessarios para proporcionar o completo entendimento acerca da

importancia deste fator de crescimento durante a foliculogénese.
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, a regido Nordeste concentra em torno de 93% da populagdo caprina
do Brasil (IBGE, 2006), contudo, os rebanhos ainda apresentam baixa qualidade
genética, sendo formados principalmente por animais sem raca definida, cujo potencial
reprodutivo esta abaixo do esperado. Tendo em vista que estes animais possuem grande
importancia econdmica e social para o desenvolvimento dessa regido por representarem
fontes de renda e de alimento, fornecendo carne, leite, pele e derivados, é essencial a
compreensdo da fisiologia ovariana nesta espécie a fim de proporcionar um
melhoramento genético e, consequentemente, um aumento na produtividade animal.
Nesse contexto, surge a importancia da aplicabilidade da biotécnica de MOIFOPA,
também conhecida como Ovario Artificial, que visa recuperar um grande nimero de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais, antes que eles se tornem atrésicos, a
fim de promover o seu crescimento e completa maturacdo por meio do uso de sistemas
de cultivo in vitro (FIGUEIREDO et al., 2008).

Na busca por um sistema ideal de cultivo de foliculos pré-antrais, diversas
substancias e fatores intra-ovarianos ja foram testados in vitro, sendo ainda avaliada a
expressao de diversas substancias e de seus respectivos receptores no ovario. Entretanto,
ainda ndo foi relatada a presenca de RNAm para os receptores de PDGF (PDGFR-a ¢ -
B) nas diferentes categorias foliculares em ovarios de cabras. Além disso, os efeitos de
diferentes concentracdes de PDGF, na presenca ou auséncia de FSH, ainda ndo foram
avaliados no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados.

Diante disso, o enfoque principal deste trabalho serd demonstrar a presenca de
RNAmM para PDGFR-a e -B em foliculos isolados do ambiente ovariano, atraves da
técnica de PCR em tempo real, bem como avaliar os efeitos do PDGF sobre o
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais isolados, a fim de se determinar a
concentracdo ideal dessa substancia, seja na presenca ou auséncia de FSH, para a
promocédo do desenvolvimento folicular em caprinos.

Dessa forma, este trabalho poderd fornecer informacdes importantes para
contribuir na reducdo da grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo,
possibilitando o desenvolvimento de um sistema de cultivo capaz de propiciar o
adequado crescimento folicular in vitro. Com base nos resultados desse estudo, o6citos
oriundos dos foliculos pré-antrais cultivados poderdo, em pesquisas posteriores, ser

destinados a maturacdo e subsequente fertilizagdo in vitro, visando a producdo de



69

embrides. Isto seria um fator determinante para otimizar a multiplicacdo de cabras de
alto valor zootécnico e/ou em via de extingdo, o que poderd trazer beneficios
econdmicos para as populacdes que utilizam esta espécie como fonte de alimentacdo e

sustento.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

e Os RNAm para os receptores de PDGF (PDGFR-a ¢ PDGFR-p) estdo presentes

em foliculos ovarianos de caprinos.

e O PDGF, em associacdo ou ndo com o FSH, estimula o desenvolvimento in vitro
de foliculos pré-antrais caprinos isolados.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar os efeitos de PDGF, isoladamente ou em associagdo com o FSH, sobre o

cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar os niveis de RNAm para PDGFR-a e PDGFR- em foliculos ovarianos

caprinos em diferentes estagios de desenvolvimento;

e Determinar os efeitos do PDGF, associado ou ndo com o FSH, sobre a
sobrevivéncia, formacdo de antro e crescimento de foliculos ovarianos preé-

antrais caprinos cultivados in vitro.
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6 CAPITULO Il

Niveis de RNAm para receptores de PDGF em ovarios de cabras e influéncia do
PDGF sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pre-antrais caprinos

Steady-state levels of mMRNA encoding PDGF receptors in goat ovaries and the

influence of PDGF on the in vitro development of caprine preantral follicles

Periddico: Journal of Endocrinology
(Submetido em 25 de outubro de 2010)
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Resumo

Os objetivos deste trabalho foram investigar os niveis de RNAm para os receptores de
PDGF (PDGFR-a e -B) em foliculos em diferentes estigios de desenvolvimento, bem
como avaliar a influéncia do PDGF sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-
antrais caprinos. Para tanto, foliculos primordiais, priméarios e secundarios, bem como
pequenos (1-3 mm) e grandes (3-6 mm) foliculos antrais foram obtidos e os niveis de
RNAm para PDGFR-a e -p foram quantificados por PCR em tempo real. Além disso,
foliculos secundarios (> 200 um) foram isolados do cortex ovariano de cabras e
cultivados por 18 dias em meio a-MEM suplementado com 50 ou 100 ng/ml de PDGF,
na presenca ou auséncia de FSH. Os resultados da PCR em tempo real mostraram niveis
de RNAm para PDGFR-a significativamente superiores em foliculos secundarios
quando comparados aos foliculos primordiais e primarios, enquanto os niveis de RNAmM
para PDGFR-p apresentavam-se mais elevados em foliculos primarios e secundarios em
comparacéo aos foliculos primordiais. Ambos 0s receptores mostraram niveis de RNAm
superiores em células da granulosa/teca de pequenos e grandes foliculos antrais, quando
comparadas aos seus respectivos complexos cumulus-odcito (CCOs). Com relacdo ao
cultivo in vitro, verificou-se um percentual de formacdo de antro significativamente
superior no tratamento PDGF 100 ng/ml quando comparado a esta mesma concentracao
associada ao FSH. Apoés 18 dias de cultivo, o PDGF em ambas as concentracoes,
associado ao FSH, promoveu um crescimento folicular significativamente superior ao
controle. Além disso, a adicdo de FSH ao tratamento PDGF 50 ng/ml influenciou
positivamente o crescimento folicular quando comparado a esta mesma concentracdo na
auséncia de FSH. Dessa forma, o presente estudo forneceu evidéncias da importancia do
PDGF para a foliculogénese inicial em cabras, uma vez que a presenca de RNAm para
PDGFR-a e -B foi identificada em todas as categorias foliculares e, ainda, PDGF
associado ao FSH estimula o crescimento de foliculos secundarios caprinos isolados e

cultivados in vitro.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Foliculos ovarianos. PCR. PDGFR.
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Abstract

The aims of this study were to investigate the steady-state levels of mMRNA for PDGF
receptors (PDGFR-a and -B) in caprine follicles at different developmental stages and to
evaluate the influence of PDGF on the in vitro development of preantral follicles. For
this, goat primordial, primary and secondary follicles, as well as small (1-3 mm) and
large (3-6 mm) antral follicles were obtained, and PDGFR-a and - mRNA levels were
quantified by real-time PCR. Furthermore, preantral follicles (> 200 um) were isolated
from goat ovaries and cultured for 18 days in a-MEM supplemented with PDGF at 50 or
100 ng/ml, containing or not FSH. Real-time PCR showed highest PDGFR-a. mRNA
levels in secondary follicles, while PDGFR-f mRNA levels were highest in primary
follicles onwards. Both receptors showed higher mRNA levels in granulosa/theca cells
from small and large antral follicles than in their corresponding COCs. In culture, the
percentage of antrum formation was significantly higher in 100 ng/ml PDGF compared
to the same PDGF concentration associated with FSH. After 18 days, PDGF in both
concentrations associated with FSH promoted follicular growth significantly higher than
the control. Moreover, the addition of FSH to 50 ng/ml PDGF positively influenced the
follicular growth when compared to the same PDGF concentration in the absence of
FSH. In conclusion, PDGF is important for early goat folliculogenesis, since the
presence of PDGFR-a and- mRNA was detected in all follicular categories, and PDGF
associated with FSH stimulated the growth of goat preantral follicles isolated and

cultured in vitro.

Keywords: in vitro culture, ovarian follicles, PCR, PDGFR.
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Introduction

Although the regulation of the later stages of ovarian follicular development has
been studied extensively, the early stages of folliculogenesis remain poorly understood,
especially in non-rodent species. Understanding the mechanisms that control preantral
follicular development is of practical, as well as scientific interest, since their
elucidation is a prerequisite for the potential use of preantral follicles, which enclose
thousands of oocytes that can grow and mature after in vitro culture. The use of this
large number of oocytes may, thereafter, increase the reproductive efficiency in
domestic animals and endangered species and ameliorate infertility in women exposed
to gonadotoxic treatments (Yang & Fortune 2006).

The early signals that initiate follicle growth may depend on changes in both
inhibitory and permissive factors within the microenvironment of an individual follicle
and on signals originating from the oocyte (Fortune et al. 2004; McGee & Hsueh 2000).
In this context, several growth factors, including platelet-derived growth factors
(PDGFs), are involved in the early stages of folliculogenesis (Abir et al. 2006).

PDGFs are dimeric glycoproteins composed of four polypeptide chains joined
together by disulfide bonds, giving rise to five isoforms: PDGF-AA, -BB, -AB, -CC,
and -DD. The cellular effects of each isoform are mediated by binding to three
transmembrane tyrosine kinase receptors generated by the association of a and
subunits (PDGFR-aa, -ap, and -pp). Several studies have shown that PDGF is produced
by a wide variety of cells (Ross et al. 1982; Hughes et al. 1996; Gaultier & Michel
1999), and is considered to be a potent mitogenic agent, with functions in cell migration

and differentiation (Hoch & Soriano 2003).
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In the ovary, the importance of PDGF has been confirmed by studies that
showed the presence of PDGF and its mRNA in follicular cells in different species (rats:
Nilsson et al. 2006, Sleer & Taylor 2007a; humans: McWilliam et al. 1995; pigs: Taylor
2000, Okamura et al. 2001). Moreover, PDGF receptors have been identified in all
compartments in pig follicles (i.e., oocyte, granulosa and theca cells) (Taylor 2000;
Okamura et al. 2001). When added to the in vitro culture of preantral follicles, PDGF
promoted the growth of primordial (Nilsson et al. 2006) and secondary follicles in rats
(Sleer & Taylor 2007a) and also increased the proliferative activity of theca cells from
antral follicles of rats (Duleba et al. 1999) and pigs (May et al. 1992; Shores & Hunter
2000; Taylor 2000). Furthermore, the in vitro interaction between FSH and PDGF
increased the formation of LH receptors in the granulosa cells of rats (Mondschein &
Schomberg 1981, 1984), the cAMP activity and progesterone production (Knecht &
Catt 1983).

Despite the studies mentioned above, there are no data regarding the presence of
PDGF receptors in goat ovarian follicles and the effect of PDGF on the in vitro follicle
development. Therefore, this work was conducted with the following aims: (1) to verify
the steady-state levels of PDGFR-0 and PDGFR-f mRNA during different follicular
stages in non-cultured goat ovaries and (2) to analyze the possible influence of different
concentrations of PDGF, associated or not with FSH, on the in vitro development of

caprine preantral follicles.

Materials and Methods

This work was divided into two experiments: the quantification of PDGFR-a

and PDGFR-B mRNA in goat ovaries (Experiment 1) and the in vitro culture of caprine
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preantral follicles in medium supplemented with PDGF-BB (50 ng/ml or 100 ng/ml) in

the absence and presence of FSH in the basic medium (Experiment 2).

Chemicals

Recombinant bovine FSH was purchased from Nanocore (S&do Paulo, SP,
Brazil). Recombinant human PDGF-BB, culture media, and other chemicals used in the
present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA) unless

mentioned otherwise.

Source of ovaries

Ovaries (n=76) were collected from adult cross-breed goats (Capra hircus) from
a local slaughterhouse. Part of the ovaries (n=26) was used in Experiment 1, and the
remainder (n=50) was used in Experiment 2. Immediately after slaughter, the ovaries
were washed with 70% alcohol for 10 seconds. Then, the ovaries were washed twice
with Minimum Essential Medium (MEM) buffered with HEPES (MEM-HEPES) and
supplemented with penicillin (100 pg/ml) and streptomycin (100 pg/ml). Subsequently,
the ovaries were transported at 4°C to our laboratory within one hour (Chaves et al.

2008).
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Experiment 1: Steady-state levels of PDGFR-o and PDGFR-p mRNA in goat ovarian

follicles

Ten ovaries were used for the isolation of primordial, primary and secondary
follicles. From the other ovaries (n=16), cumulus-oocyte complexes (COCs) and mural
cells (granulosa and theca cells) were collected from small and large antral follicles.
Primordial and primary follicles were isolated using a mechanical procedure, as
previously described (Lucci et al. 1999), while secondary (> 200 pum) follicles were
microdissected from ovarian cortex. After isolation, these follicles were washed several
times to completely remove the stromal cells and were then placed by category into
separate Eppendorf tubes in groups of 10. This procedure was completed within two
hours, and all samples were stored at -80°C until the RNA was extracted. From the
second group of ovaries (n=16), COCs aspirated from small (1-3 mm) and large (> 3-6
mm) antral follicles were recovered. Compact COCs were selected from the follicle
content as described by van Tol et al. (1996). Thereafter, groups of 10 COCs were
stored at -80°C until RNA extraction. To collect mural granulosa and theca cell
complexes, small (n=10) and large antral follicles (n=10) were isolated from ovaries and
dissected free from stromal tissue using 26-G needles. The follicles were then bisected
and mural granulosa/theca were collected and stored at -80°C.

Isolation of total RNA was performed using Trizol® plus purification kit
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 1 ml of
Trizol solution was added to each frozen samples and the lysate was aspirated through a
20-G needle before centrifugation at 10,000 g for three min at room temperature.
Thereafter, all lysates were diluted 1:1 with 70% ethanol and subjected to a mini-

column. After binding of the RNA to the column, DNA digestion was performed using
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RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/ml) for 15 min at room temperature. After
washing the column three times, the RNA was eluted with 30 ul RNAse-free water.

Prior to reverse transcription, the eluted RNA samples were incubated for five
min at 70°C, and chilled on ice. Reverse transcription was then performed in a total
volume of 20 pl, which was comprised of 10 pl of sample RNA, 4 ul 5X reverse
transcriptase buffer (Invitrogen), 8 U RNAseout, 150 U Superscript Ill reverse
transcriptase, 0.036 U random primers (Invitrogen), 10 mM DTT, and 0.5 mM of each
dNTP. The mixture was incubated for one hour at 42°C, for 5 min at 80°C, and then
stored at -20°C. Negative controls were prepared under the same conditions but without
the inclusion of the reverse transcriptase.

Quantification of PDGFR-a and PDGFR-B mRNA was performed using SYBR
Green. PCR reactions were composed of 1 pl cDNA as a template in 7.5 pl of SYBR
Green Master Mix (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), 5.5 pl of ultra-pure
water, and 0.5 um of each primer. The primers were designed to perform amplification
of PDGFR-0 and PDGFR-f mRNA. B-actin and B-tubulin (Table 1) were used as
endogenous controls for normalization of steady-state level of gene mRNA. The
thermal cycling profile for the first round of PCR was: initial denaturation and
activation of the polymerase for 15 min at 94°C, followed by 40 cycles of 15 sec at
94°C, 30 sec at 60°C, and 45 sec at 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C.
All reactions were performed in a real-time PCR Mastercycler (Eppendorf, Germany).
The delta-delta-CT method was used to transform CT values into normalized relative

steady-state level of MRNA.
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Experiment 2: Culture of goat preantral follicles with PDGF and/or FSH

Isolation and selection of goat preantral follicles

The remaining ovaries (n=50) were used in Experiment 2. In the laboratory, the
fat tissue and ligaments surrounding the ovaries were stripped off. Caprine ovarian
cortical slices (1-2 mm in thickness) were cut from the ovarian surface using a surgical
blade under sterile conditions. Then, the ovarian cortex slices were placed in a
fragmentation medium consisting of HEPES-buffered MEM. Caprine preantral follicles
> 200 pum in diameter were visualized under a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon,
Tokyo, Japan) and manually dissected from the strips of the ovarian cortex using 26-
gauge (26 G) needles. After isolation, follicles were transferred to 100 pl drops
containing fresh medium under mineral oil to further evaluate the follicular quality.
Follicles with a visible oocyte surrounded by granulosa cells, an intact basement

membrane, and no antral cavity were selected for culture.

In vitro culture of preantral follicles

After selection, follicles were individually cultured in 100 pl drops of culture
medium in Petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA) under mineral oil for 18 days at
39°C and 5% CO; in air. The basic culture medium consisted of a-MEM (pH 7.2-7.4)
supplemented with 3 mg/ml bovine serum albumin (BSA), ITS (10 pg/ml insulin, 5.5
pg/ml transferrin and 5 ng/ml selenium), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine and 50
pg/ml ascorbic acid. This basic culture medium was supplemented or not (control) with

PDGF-BB (50 ng/ml or 100 ng/ml) in the absence or presence of sequential
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recombinant FSH (100 ng/ml from day 0O to day 6, 500 ng/ml from day 6 to day 12 and
1000 ng/ml from day 12 to day 18 of culture; Saraiva et al. in press) (see Figure 1).
Every other day, partial replacements (60 pl) were performed and total medium
replacements were done on days 6 and 12 of culture. Approximately 47 follicles were

used per treatment for a total of 285 follicles.

Morphological evaluation of follicle development

Follicles were classified according to their morphological aspect, and those
showing morphological signs of degeneration, such as darkness of the oocyte and
surrounding cumulus cells, or misshapen oocytes, were classified as degenerated. Every
six days of culture (days 0, 6, 12 and 18) the following characteristics were analyzed:
antral cavity formation, defined as a visible translucent cavity within the granulosa cell
layers, and the diameter of healthy follicles, measured as the mean of two perpendicular
measurements of each preantral follicle using an ocular micrometer (100X
magnification) inserted into a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan). The
mean increase in the follicular diameter was calculated as follows: the diameter of
viable follicles at day 18, minus the diameter of viable follicles at day 0, divided by the

total number of viable follicles at day 18.

Assessment of preantral follicle viability by fluorescence microscopy

For a more precise evaluation of follicular quality after 18 days of culture,

live/dead fluorescent labeling was performed on isolated cultured goat preantral

follicles. Briefly, follicles were incubated in 100 pl droplets of TCM199-HEPES
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containing 4 pM calcein-AM and 2 pM ethidium homodimer-1 (Molecular Probes,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 39°C for 15 min. Afterwards, follicles were washed
three times in MEM and examined under a fluorescence microscope (Nikon, Eclipse
801, Tokyo, Japan). The emitted fluorescent signals of calcein-AM and ethidium
homodimer-1 were collected at 488 and 568 nm, respectively. Oocytes and granulosa
cells were considered to be alive if the cytoplasm was marked positively with calcein-

AM (green) and if chromatin was not labeled with ethidium homodimer-1 (red).

Statistical analysis

Data referring to PDGFR-a and -p mRNA expression in primordial, primary and
secondary follicles were analyzed by the Kruskal-Wallis test (SAS 1999), while the t-
test was used for paired comparisons of mMRNA expression in the small and large antral
follicles (P<0.05).

Data concerning to follicular survival and antrum formation after in vitro culture
were analyzed as dispersion of frequency, expressed in percentages and compared by
the chi-square test. Follicle diameter data were initially subjected to Kolmogorov—
Smirmov and Bartlett’s tests to confirm normal distribution and homogeneity of
variances, respectively. An analysis of variance was then carried out using the PROC
GLM procedure of SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA) using a 2x3x4 factorial
arrangement of treatments with medium (MEM alone or with FSH), PDGF
concentrations (50 or 100 ng/ml) and culture time (0, 6, 12 and 18 days) as the main
effects. Isolated follicles were considered as the experimental units, and the following

general model was used:

Yijk:u+Mi+Pj+Tk+(Mi>< Pj)+(|\/|iXTk)+(PjXTk)+(MiXPjXTk)+eijk,
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where Yij = dependent variable (follicle diameter), p = general mean, M; = presence or
absence of FSH in the medium, P; = PDGF concentrations, Ty = culture time, MixP; =
interaction between medium and PDGF concentration, M;xTyx = interaction between
medium and culture time, PjxTy = interaction between PDGF concentration and culture
time, MixPjxT\= interaction among media, PDGF concentration and culture time, and
eijk = residual error. The differences were considered to be significant when P<0.05, and

the results were expressed as mean + standard deviation (SD).

Results

Experiment 1: Steady-state levels of PDGFR-o and PDGFR-f mRNA in goat ovarian

follicles

The mRNA levels for PDGF receptors (PDGFR-a and PDGFR-B) were
quantified in goat follicles at different developmental stages by real-time PCR. After
analyzing the PDGFR-a mRNA levels in the group of preantral follicles, it was found
that secondary follicles produced more mRNA for this receptor than primordial and
primary follicles (P<0.05, Figure 2A). Significantly higher levels of PDGFR-f mRNA
were observed in primary and secondary follicles than in primordial follicles (P<0.05,
Figure 3A). Moreover, in this study, the mRNA levels for PDGF receptors were
compared between cumulus-oocyte complexes (COCs; Figures 2B and 3B) from small
(< 3 mm) and large (> 3 mm) antral follicles, and no difference was observed between
the two categories of COCs (P>0.05). Similar results were found when comparing
PDGFR-a and -p mRNA between granulosa/theca cells from small and large antral

follicles (P>0.05; Figures 2C and 3C). Nevertheless, it was verified that granulosa/theca
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cells from small and large antral follicles produced higher PDGFR-a and -p mRNA

levels when compared to their respective COCs (P<0.05; Figures 2D, 2E, 3D and 3E).

Experiment 2: Culture of goat preantral follicles with PDGF and/or FSH

Follicular survival

Goat preantral follicles with a diameter larger than 200 um were cultured in vitro
in the presence of PDGF and/or FSH. The effects of the different treatments on the
percentage of surviving follicles at the end of culture are shown in Figure 4. The results
showed that all treatments were favorable to the maintenance of follicular survival,
since they promoted high survival rates (>70%) after 18 days of culture. Nevertheless,
there was no significant difference among treatments. The fluorescence microscopy
assessment using calcein-AM labeling confirmed the results of the morphological
evaluation. All follicles considered to be survivors (Figure 5A) were positively labeled

by green fluorescence after 18 days of culture (Figure 5B).

Antral cavity formation

On day 6 of culture, all treatments showed a high percentage of antral cavity
formation (Table 2). With the progression of culture to day 12, there was a significant
increase in this parameter in all treatments. However, on day 18, only the treatment
containing FSH alone promoted a significant increase in antrum formation (P<0.05).
When all treatments were compared to the control, no significant differences were

found after 18 days of culture (P>0.05). Similarly, when comparing the different
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concentrations of PDGF (50 and 100 ng/ml) in the absence of FSH, no significant
difference was observed throughout the culture period (P>0.05). After comparing the
treatments in the presence of FSH, it was observed that, on day 12 of culture, PDGF 50
+ FSH showed a higher rate of antrum formation than FSH alone (P<0.05) but did not
differ from PDGF 100 + FSH (P>0.05). At the end of culture, there were no significant
differences among treatments (P>0.05). After analyzing the effect of adding FSH to
each concentration of PDGF, it was found that, from day 12 of culture, PDGF 100 in the
presence of FSH (PDGF 100 + FSH) showed a lower percentage of antrum formation
(P<0.05) when compared to this same concentration of PDGF in the absence of FSH

(PDGF 100).

Follicular growth

Values related to follicular growth during in vitro culture of isolated caprine
preantral follicles are described in Table 3. There was a progressive and significant
increase in follicular diameter until day 12 of culture in all treatments (P<0.05). As the
culture progressed to day 18, only the follicles cultured with FSH alone significantly
increased the growth (P<0.05). After comparing the treatments to the control, it was
found that, on day 6 of culture, the follicles cultured with PDGF 100 showed larger
follicular diameter (P<0.05). On day 12 of culture, PDGF 100 and PDGF 50 + FSH had
a follicular growth significantly higher than in the control (P<0.05). At the end of
culture (day 18), both treatments containing a combination of PDGF and FSH resulted
in a significant increase in follicular growth compared to the control (P<0.05). When the
different concentrations of PDGF (50 and 100 ng/ml) in the absence of FSH were

compared to each other, there was no significant difference throughout the culture
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period (P>0.05). However, after analyzing the treatments in the presence of FSH, it was
observed that, on day 12 of culture, the follicles cultured in PDGF 50 + FSH showed a
diameter significantly higher than those cultured in FSH alone (P<0.05) and similar to
PDGF 100 + FSH (P>0.05). At the end of culture, there were no significant differences
among treatments (P>0.05). The effect of FSH addition on follicular growth was
observed only when PDGF 50 was compared to PDGF 50 + FSH, with a significant
increase in follicular diameter was observed when PDGF and FSH were associated

(P<0.05).

Discussion

The present study demonstrated for the first time in the literature the presence of
PDGFR-a and -p mRNA in goat ovaries. This finding is of great interest for elucidating
the folliculogenesis in goats, since it suggests a role for the PDGF family during
follicular development.

In this study, the presence of high PDGFR-o. mRNA levels was demonstrated in
secondary follicles onwards. Nevertheless, the quantification of PDGFR-p mRNA
revealed an increase in its levels in follicles during the transition from the primordial to
the primary stage. Similar results were found by Pinkas et al. (2008) using woman
ovaries, in which it was verified the presence of PDGFR-oo mRNA in granulosa and
theca cells from secondary follicles onwards, while PDGFR- mRNA was identified in
oocytes and granulosa cells from early preantral follicles. This variation in the gene
expression patterns of the receptors (PDGFR-a and -B) suggests that each receptor is
involved in the regulation of different biological processes. Thus, it is likely that the

complex formed by the binding of PDGF to the PDGFR-a receptor is mainly involved
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in follicular growth in the late preantral phase by regulating the proliferation of
granulosa and theca cells. By contrast, the effects caused by the interaction between the
protein and PDGFR-B may be more directly related to early preantral folliculogenesis,
including the process of primordial follicle activation (Pinkas et al. 2008).

When the mRNA levels for both PDGF receptors were analyzed in goat antral
follicles, it was found that both PDGFR-a and PDGFR-B mRNA were present at higher
levels in granulosa/theca cells than in their respective COCs, which suggests that PDGF
has a role in cellular proliferation and, therefore, in the follicle growth. The presence of
protein and mRNA for PDGF receptors have been demonstrated in antral follicles.
Okamura et al. (2001) observed the presence of PDGFR-o. mRNA in oocytes and theca
cells of antral follicles in pigs. In mice, PDGFR-a protein was detected in granulosa and
theca cells from antral follicles and in corpora lutea (Sleer & Taylor 2007a,b). Similarly,
PDGFR-B protein was identified in ovarian stroma and theca cells in pigs (Taylor 2000)
and rats (Sleer & Taylor 2007a).

In the present study, the influence of different PDGF concentrations (50 and 100
ng/ml) associated or not with FSH on the follicular survival, antrum formation and
growth was evaluated. After 18 days of in vitro culture, a high rate of follicular survival
was verified in all treatments, regardless of the presence of PDGF and/or FSH. This fact
can be explained by the use of an extremely rich basic medium that is able to provide
adequate nutritional support and maintain the follicular survival. The basic medium
used in this study consisted of a-MEM, which has been shown to be an optimal culture
medium for the survival of preantral follicles in mice (Kim et al. 2008), sheep (Peng et
al. 2010) and goats (Celestino et al. 2010). In a-MEM, high concentrations of DNA
precursors, ribonucleosides and deoxynucleosides are present, which are suitable for

rapidly dividing cell types and have beneficial effects on follicular survival (Hartshorne
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1997). In addition, a-MEM contains several substances, such as vitamins, inorganic
salts, energy substrates and antioxidants, that are able to sustain the viability of preantral
follicles during in vitro culture, regardless of the addition of hormones and growth
factors.

In this study, from day 6 of culture onwards, a high rate of antrum formation was
observed in all treatments. On day 12 of culture, PDGF 50 + FSH significantly
increased the percentage of antrum formation compared to FSH alone. This result
suggests that 50 ng/ml PDGF associated with FSH benefit the antral cavity formation in
caprine preantral follicles cultured in vitro, promoting a precocity of this event when
compared to FSH alone, which has been reported to be an important substance related to
antrum development in vitro in different species (goat: Saraiva et al. in press; sheep:
Cecconi et al. 1999; cattle: Gutierrez et al. 2000). Indeed, as shown in this work, the
MRNA for PDGF receptors is present in goat follicles, suggesting a direct effect of this
growth factor during antrum formation. Furthermore, a common mechanism by which
follicular development is controlled is related to the regulatory effects that different
substances have on the expression of other substances, especially hormones and growth
factors. This observation supports the results obtained by Nilsson et al. (2006), who
demonstrated a stimulatory effect of PDGF on kit ligand (KL) mRNA expression.
Studies have shown a role for KL in the induction of antral cavity formation (Yoshida et
al. 1997; Reynaud et al. 2000). Therefore, we hypothesize that, in this study, PDGF may
have stimulated the antrum formation by increasing KL mRNA expression.

On the other hand, it was verified in this study that the addition of FSH in the
PDGF 100 treatment reduced the percentage of antrum formation from day 12 of culture
onwards when compared to the same PDGF concentration in the absence of FSH. Thus,

the addition of a high PDGF concentration (100 ng/ml) associated with FSH negatively
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affected the antrum formation. It is known that follicular fluid is derived from blood
flowing through the thecal capillaries (Gougeon 2010), and for it to be transported to the
antral cavity, there must be the contact through intercellular gap junctions, which are
important for allowing metabolic exchange and transport of molecules among
neighboring cells (Oktem & Oktay 2008). Studies have demonstrated that the
inappropriate administration of substances can disturb the delicate crosstalk between
oocyte and granulosa cells and can lead to incompetent follicular development (Eppig &
O'Brien 1997; Albertini et al. 2001). Therefore, in this study, we believe that the
association between a high concentration of PDGF and FSH may have impaired this
cellular interaction and may have thus resulted in lower rates of antral cavity formation.

In the current work, the in vitro culture of goat preantral follicles for 18 days in
both PDGF concentrations (50 and 100 ng/ml) in the presence of FSH resulted in a
significant increase in follicular diameter compared to the control. Moreover, the
association between FSH and PDGF 50 (PDGF 50 + FSH) was more efficient in
promoting follicular growth compared to the same PDGF concentration in the absence
of FSH (PDGF 50). Several studies have shown a positive effect of PDGF on follicular
growth. Sleer & Taylor (2007a) reported that rat preantral follicles cultured in vitro in
the presence of PDGF showed a diameter significantly higher than control follicles. In
addition, when an inhibitor of PDGF receptors (tyrphostin AG1296) was added to the
control medium, there was no significant increase in follicular diameter, demonstrating
that PDGF may be involved in the in vitro growth of preantral follicles (Sleer & Taylor
2007a). Many researchers have also demonstrated a role for PDGF in cell proliferation.
In granulosa cell cultures from rats, PDGF has helped to maintain cell growth and
proliferation and appears to be necessary for subsequent states of differentiation

(Anderson & Lee 1993). In pigs, May et al. (1990) suggested that PDGF can greatly
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amplify granulosa cell proliferation mediated by growth factors, such as EGF. Also in
pigs, the potent mitogenic effects of PDGF on theca cells grown in vitro were observed
(Duleba et al. 1999; Taylor 2000; May et al. 1992).

In agreement with our findings, Knecht & Catt (1983) demonstrated that PDGF
may influence the follicular growth by synergizing with FSH and enhancing cellular
responsiveness to FSH. In addition, other studies have confirmed the importance of this
gonadotropin in promoting increased follicular diameter. In cattle, the presence of FSH
in the in vitro culture of preantral follicles stimulated their growth and also the survival
and antrum formation (Wandji et al. 1996; Gutierrez et al. 2000). In goats, the addition
of FSH to the culture medium of preantral follicles enclosed in ovarian tissue was
responsible for the preservation of follicular viability, the increase in follicular diameter,
and the maintenance of the ultrastructural integrity of follicles (Matos et al. 2007).

In conclusion, the results obtained in this work demonstrated for the first time
the importance of PDGF in caprine folliculogenesis. The presence of mMRNA for PDGF
receptors was identified in all follicular categories. Furthermore, it was verified that
PDGF associated with FSH stimulated the growth of goat secondary follicles cultured in
vitro. Therefore, this study provided important information that will contribute to the
understanding of the mechanisms that regulate ovarian folliculogenesis in this species.
However, further studies are necessary to obtain more evidence regarding the role of
PDGF in follicular development, since the action of this growth factor still remains

poorly studied.
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Figure 2. Steady-state levels of PDGFR-oo mRNA in goat ovarian follicles. (A)
Primordial, primary, and secondary follicles, (B) COCs from small and large antral

follicles, (C) granulosa/theca cells from small and large antral follicles, (D) COCs and
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granulosa/theca cells from small antral follicles, and (E) COCs and granulosa/theca cells

from large antral follicles. *° (P<0.05).
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Figure 3. Steady-state level of PDGFR-f mRNA in goat ovarian follicles. (A)
Primordial, primary, and secondary follicles, (B) COCs from small and large antral
follicles, (C) granulosa/theca cells from small and large antral follicles, (D) COCs and
granulosa/theca cells from small antral follicles, and (E) COCs and granulosa/theca cells

from large antral follicles. * ° (P<0.05).
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Figure 4. Percentage of surviving follicles after 18 days of in vitro culture with PDGF

and/or FSH. There was no significant difference among treatments (P>0.05).

A
Figure 5. Analysis of goat follicle viability after 18 days of culture. (A)

Morphologically normal follicle, visualized under a stereomicroscope; (B) Viable

follicle labeled in green with calcein-AM, observed by fluorescence microscopy.



Table 1: Primer pairs used for real-time PCR analysis.
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Sense ()
Target ) o . . Genbank
Primer sequence (5" >3") Anti-sense Position )
gene accession n°
(as)
ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT (s 188-211
B- actin G1:28628620
TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC | as 363-386
TTCATTGGCAACAGCACAGCCA s 1100-1121
B-tubulin Gl: 114052730
TCGTTCATGTTGCTCTCAGCCT as 1229-1250
AGATTCCTTGGTCATCGTGGAGGA | s 35-59
PDGFR-a G1:194318547
TGACCGTGGCCTCACAGATATAGA | as 213-237
ACATCATGCGGGACTCGAACTACA | s 2941-2965
PDGFR-B G1:282721145
AGATCTCCCAGAGCAAGATGCCAA | as 3081-3105

S, sense; as, antisense
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Table 2. Percentage of antrum formation during in vitro culture of caprine preantral
follicles in different PDGF concentrations (50 ng/ml or 100 ng/ml) in the absence or

presence of FSH.

Antrum formation (%)

Days of culture

Treatments n Day 0 Day 6 Day 12 Day 18
Control 47 0.00 70.21b 89.36a 91.49a
PDGF 50 45 0.00 71.11b 95.56a 97.78a
PDGF 100 49 0.00 71.43b 95.92aa 97.96aa
FSH 46 0.00 52.17c 76.09b 91.30a
PDGF 50 + FSH 49 0.00 42.86b* 93.88a* 97.96a
PDGF 100 + FSH 49 0.00 55.10b 83.67ap 89.80ap

*: differs significantly from the control (P<0.05). a,b,c: indicates significant differences
among days of culture into the same treatment (P<0.05). *:differs significantly from
FSH alone (P<0.05). o, B: indicates significant differences between the same PDGF
concentrations in the absence or presence of FSH (P<0.05). There was no significant
difference among the concentrations of PDGF in the absence or presence of FSH

(P>0.05).



Table 3. Diameter of caprine preantral follicles after in vitro culture for 18 days in different PDGF concentrations (50 ng/ml or 100 ng/ml) in the

absence or presence of FSH.

Follicular diameter (pum)

Days of culture

Treatments n Day 0 Day 6 Day 12 Day 18

Control 47 222.47 + 38.67¢c 323.09 £ 87.49b 425.01 + 103.62a 456.56 + 120.47a
PDGF 50 45 242.06 £ 51.63b 357.26 + 95.80b 480.40 + 101.46a 506.09 = 115.66ap
PDGF 100 49 240.94 + 59.38c 384.11 + 102.04b* 502.19 + 122.59a* 521.14 +131.01a
FSH 46 228.59 £ 55.58d 330.30 + 105.21c 439.47 + 148.38b 521.82 + 159.45a
PDGF 50 + FSH 49 244.69 + 71.42c 374.32 + 106.41b 523.95 + 131.88a** 575.74 £ 152.38a0*

PDGF 100 + FSH 49

234.38 + 57.95¢

354.85 + 95.88b

488.75 + 117.14a

539.54 + 140.23a*

*: differs significantly from the control (P<0.05). a,b,c: indicates significant differences among days of culture into the same treatment (P<0.05).

*: differs significantly from FSH alone (P<0.05). o, B: indicates significant differences between the same PDGF concentrations in the absence or

presence of FSH (P<0.05). There was no significant difference among the concentrations of PDGF in the absence or presence of FSH (P>0.05).

S0T
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7 CONCLUSOES

A presenca de RNAmM para PDGFR-a e f foi identificada em todas as categorias
foliculares. Além disso, verificou-se que 50 ng/ml de PDGF associado ao FSH na forma
sequencial estimula a formacdo de antro e o crescimento de foliculos secundarios

caprinos cultivados in vitro.
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8 PERSPECTIVAS

A aplicacdo da biotécnica de MOIFOPA, atualmente, permite demonstrar o
papel de diversas substancias envolvidas na foliculogénese ovariana. Os bons resultados
obtidos neste trabalho utilizando PDGF associado ao FSH podem ser de grande valia
para elaboracdo de meios de cultivo de base visando a obtencdo de odcitos maturos a
partir de foliculos pré-antrais cultivados in vitro. Entretanto, estudos adicionais sobre a
influéncia da interacdo entre o PDGF e outras substancias (hormonios e fatores de
crescimento) que interferem no desenvolvimento folicular e atresia ainda s&o

necessarios para a compreenséao da foliculogénese em caprinos.
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ABSTRACT

Background: The platelet-derived growth factor (PDGF) is expressed in a wide variety of cell types, exerts a potent mitogenic
role and acts on the growth, differentiation and cell chemotaxis. Studies have shown that during folliculogenesis, PDGF and
their receptors are expressed in cocytes, granulosa cells and thecal cells of ovarian follicles at different developmental stages
in several species. Although exist many information about its expression sites, as well as about its action in different cells types,
the role of PDGF on ovarian folliculogenesis remains understudied. Thus, this article aims to review issues related to PDGF,
suggesting the involvement of this mitogenic factor during follicular development.

Review: Along this work, it was shown aspects related to structural characterization of PDGF and its receptors, as well as PDGF
expression in different cells types. emphasizing its importance to follicular development. PDGF family is composed by four
polypeptide chains (each encoded by a different gene). which are synthesized in the form of inactive pro-proteins. After a
proteolytic processing. these chains undergo homo or heterodimerization. resulting in five isoforms (PDGF-AA. -BB.-AB. -CC
e -DD). The cellular effects of these different PDGF isoforms are mediated by binding, with different specificities, to three
transmembrane receptors isoforms of type tyrosine kinase generated by the association of subunits e f (PDGFR- au, - af, -
BB). PDGF was initially purified from platelets, being later verified its production by many varieties of cell types. It acts as an
important mitogenic factor, especially to cells of mesenchymal origin as fibroblasts and smooth muscle cells, and also exerts
arole on cellular migration and survival. Studies with PDGF and its receptors have demonstrated its importance as a paracrine
growth factor for normal embryo development and angiogenesis. Although the action of this growth factor has been shown in
several cellular responses, its role in ovarian folliculogenesis of mammals is understudied. Folliculogenesis, event initiated at
pre-natal life in most species, can be defined as the process of follicular formation, growth and maturation, beggining with the
primordial follicle formation and resulting in preovulatory stage. Until the present moment. the different PDGF types and their
receptors were detected in ovarian follicles of murines. rodents, swines and humans according to developmental stage.
Evidences suggest that this growth factor may acts as a potent regulator of ovarian function, increasing DNA synthesis in
granulosa cells and stimulating theca cells growth in swines. In addition, PDGF has shown benefic effects in in vitro maturation
of bovine cocytes when associated with follicle stimulating hormone (FSH).

Conclusion: Nevertheless, the specific actions of PDGF on ovarian follicles development have not been described due to lack
of data available in the literature about this subject. Therefore, this review was performed to clarify the involvement of this
growth factor in the regulation of ovarian function in mammals. However, it is necessary to perform additional studies that may
provide a greater understanding about the importance of PDGF during folicullogenesis.

Kevwords: PDGEF, folliculogenesis, mammalian, platelet, fator de crescimento, atructural characterization.
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