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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram (1) determinar as taxas de atresia em foliculos pré-antrais, (2)
verificar a expressao de EGF e seu receptor em foliculos ovarianos caprinos, bem como (3)
avaliar a eficiéncia de MEM, SBAC, (4) FSH ¢ EGF sobre a ativagao in vitro de foliculos
primordiais caprinos. As taxas de atresia em foliculos primordiais, primdrios e secundarios foram
determinadas utilizando-se histologia classica e microscopia eletronica de transmissdo. Para
investigar o envolvimento do sistema EGF/EGF-R no controle da atresia e crescimento folicular,
a expressao das respectivas proteinas e RNA mensageiros em foliculos ovarianos caprinos foram
utilizadas as técnicas de imunohistoquimica e RT-PCR. Fragmentos de cortex ovariano foram
cultivados in vitro por cinco dias para avaliar a eficiéncia de cinco meios de cultivo (MEM,
SBAC e MEM adicionado de 25, 50 ou 75% de SBAC) e dois tipos de suplementacdo (auséncia
ou presencga de ITS, piruvato, glutamina, hipoxantina e BSA). Apds definir um meio de cultivo de
base, os efeitos de FSH e/ou EGF sobre a ativacdo de foliculos primordiais caprinos foram, em
seguida, testados. O ntimero de foliculos primordiais, intermedidrios, primarios e secundarios
normais bem como o niumero de foliculos atrésicos antes e ap6s o cultivo in vitro foi avaliado. Os
resultados mostraram que a percentagem de foliculos primordiais, primarios e secundarios com
sinais de atresia foi 8,5, 14,3 e 16,8%, respectivamente. A proteina e 0 RNA mensageiro para
EGF e seu receptor foram encontrados em foliculos primordiais, primarios e secundarios, bem
como em pequenos e grandes foliculos antrais. Os resultados dos estudos in vitro mostraram que
os meios testados foram igualmente eficientes em promover a ativagao de foliculos primordiais,
mas a SBAC reduziu significativamente a viabilidade folicular enquanto que a adi¢do de
suplementos aumentou o numero de foliculos viaveis. O FSH e/ou EGF ndo influenciaram as
taxas de ativacdo de foliculos primordiais, mas promoveram crescimento oocitario apos cultivo
in vitro. Em conclusao, a atresia folicular ¢ observada em baixos niveis durante a fase pré-antral
da foliculogénese e o sistema EGF/EGF-R ¢ expresso em foliculos ovarianos caprinos. O MEM ¢
mais eficiente do que a SBAC para o cultivo de foliculos primordiais caprinos, enquanto que

FSH e/ou EGF promovem crescimento oocitario durante o cultivo de coértex ovariano caprino.



ABSTRACT

The aims of this study were (1) to determine the rate of atresia in preantral follicles, (2) to verify
the expression of EGF and its receptor in goat ovarian follicles, as well as (3) to evaluate the
effectiveness of MEM, CWS, (4) FSH and EGF on in vitro activation of goat primordial follicles.
The rate of atresia in primordial, primary and secondary follicles was evaluated by classical
histology and transmission electron microscopy. To investigate the involvement of the
EGF/EGF-R system in the control of follicular growth and atresia in goats, protein and mRNA
expression for EGF and EGF-R were evaluated in goat follicles using immunohistochemistry and
RT-PCR. Then, fragments of ovarian cortex were cultured in vitro for five days to investigate the
effectiveness of five different media (MEM, SBAC and MEM added of 25, 50 or 75% of CWS)
and two supplements (absence or presence of ITS, pyruvate, glutamine, hypoxanthine and BSA).
The best medium was, then, used to test the effects of FSH and/or EGF on in vitro activation of
goat primordial follicles. The number of healthy primordial, intermediate, primary and secondary
follicles, as well as the number of atretic follicles before and after culture was evaluated. The
distribution of atretic follicles as primordial, primary and secondary follicles was 8.5, 14.3 and
16.8%, respectively. Proteins and mRNAs for EGF and its receptor were found in primordial,
primary and secondary follicles, as well as in small and large antral follicles. /n vitro studies
showed that all media tested were equally effective in promonting primordial follicle activation,
but CWS significantly reduced follicular viability while the presence of supplements in the media
increased the number of healthy follicles. The presence of FSH and/or EGF did not affect
primordial follicle activation, but did promote oocyte growth after in vitro culture. In conclusion,
follicular atresia is observed during early folliculogenesis, and the EGF/EGF-R system is
expressed in goat ovarian follicles. To culture goat primordial follicles, MEM is more effective
than CWS, and FSH and/or EGF pormote oocyte growth during in vitro culture of goat ovarian

cortex.
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1. Introducao

Os caprinos sdo considerados animais economicamente atrativos por serem
importantes fontes de carne, leite e pele (DEBEUF et al., 2004). Além de estarem
presentes em todos os continentes, no Brasil eles desempenham importantes papéis
econOmico ¢ social, especialmente na regido nordeste do pais. Nas ultimas décadas, uma
quantidade significativa de pesquisas tem sido realizada na éarea de reproducdo animal
visando aumentar o potencial reprodutivo de caprinos de alto valor zootécnico ou em via
de extin¢do. Para machos, j4 ¢ possivel obter milhares de descendentes de um tUnico
animal; mas para fémeas, um numero relativamente pequeno tem sido obtido. Neste
contexto, torna-se prioritario o desenvolvimento de pesquisas que contribuam para uma
melhor compreensdao dos processos relacionados com a formacdo, crescimento e

maturagdo dos odcitos inclusos em foliculos ovarianos caprinos.

Ao nascimento, o ovario dos mamiferos geralmente contém milhares de foliculos
primordiais, os quais sdo considerados o pool de estoque de foliculos ovarianos. No
entanto, poucos foliculos primordiais desenvolvem-se at¢ o estigio de foliculo pré-
ovulatério, pois a grande maioria morre por atresia apds iniciar o crescimento in vivo
(EPPIG & O’BRIEN, 1996). Estudos em diferentes espécies tem demonstrado que a
atresia ocorre predominantemente em foliculos antrais (HIRSFIELD, 1988), mas
DRIANCOURT et al. (1985) relataram que aproximadamente 50% dos foliculos pré-
antrais de ovelhas desaparecem antes de formarem a cavidade antral. Durante os estagios
iniciais da foliculogénese, os fatores de crescimento localmente produzidos exercem um
papel determinante na manutencao da viabilidade e do crescimento folicular (FORTUNE,
2003). Apds a formagdo de antro, os foliculos tornam-se progressivamente dependentes
das gonadrotofinas (FSH e LH) e os fatores de crescimento locais atuam inibindo ou
potencializando a agdo destes hormodnios. Desta forma, a identificagdo de fatores

produzidos localmente em ovarios caprinos, associado com estudos in vitro podera
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contribuir para uma melhor compreensao dos diversos componentes implicados na

foliculogénese e no processo de atresia folicular nesta espécie.

Para um maior esclarecimento da importancia deste trabalho, a revisao de literatura
a seguir aborda aspectos relacionados ao ovario mamifero, as caracteristicas morfologicas
e cronologia da formagdo folicular, ao controle da foliculogénese por gonadotrofinas e
fatores de crescimento, a atresia folicular, bem como aos modelos utilizados para estudo
da foliculogénese in vitro. Os beneficios oriundos de uma melhor compreensdo do
desenvolvimento folicular para a melhoria da eficiéncia reprodutiva dos caprinos também
¢ enfatizado. Finalmente, sera mostrada a contribuicao deste trabalho sob a forma de

quatro artigos cientificos referentes ao estudo da foliculogénese inicial em caprinos.

2. Revisao de literatura

2.1. O ovario mamifero

O ovario mamifero ¢ um 6rgao complexo composto de varios tipos celulares que
incluem odcitos, cé€lulas da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da superficie
ovariana. Estes tipos celulares estdo localizados na regido cortical do ovario e
posteriormente se diferenciam em vérios subtipos. Por exemplo, as células da granulosa
diferenciam-se em células do ciimulus, murais ou luteais, enquanto que as células da teca
desenvolvem-se em camadas internas e externas (ERICKSON & SHIMASAKI, 2003). A
regido medular € localizada na por¢do mais interna do ovario, com exce¢do dos eqiiideos,
sendo constituida por tecido conjuntivo (fibroblastos, fibronectina e fibras colagenas do
tipo I e II), nervos, vasos sangiiineos e linfaticos responsaveis pela nutri¢ao e sustentacao

do ovario (Figura 1). Além dos nutrientes e hormonios provenientes da corrente
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sangiiinea, outros fatores produzidos pelos diferentes tipos celulares descritos contribuem
para a formacdo de um sistema bastante complexo que regula as fungdes do ovario, que

incluem a producao de gametas e hormdnios.

2.2. Foliculogénese: aspectos morfoldgicos e cronologia da formacao folicular

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formacao, crescimento e
maturacao folicular, iniciando com a formacgao do foliculo primordial € culminando com o
estagio de foliculo pré-ovulatorio (SAUMANDE, 1991). Em ruminantes, a folicugénese
tem sido bastante estudada em ovinos e bovinos, mas poucas informagdes sao disponiveis
em caprinos. A seguir, serdo descritas as alteragcdes morfologicas observadas durante o
desenvolvimento de foliculos primordiais até o estagio de foliculos pré-ovulatorios. Estas
caracteristicas morfoldgicas sdo bastante importantes, pois elas sdo utilizadas para
descrever os efeitos de hormonios e fatores de crescimento sobre diferentes tipos
foliculares. Além disso, a cronologia do aparecimento de cada categoria folicular em

ovarios de ruminantes domésticos sera descrita.

Durante a vida fetal, a formag¢ao dos foliculos primordiais em ovarios de caprinos,
ovinos € bovinos ¢ observada aos 62, 75 e 120 dias, respectivamente (BEZERRA et al.,
1998; McNATTY et al., 1999; RUSSE, 1983). Apds a colonizagio dos ovarios pelas
células germinativas primordiais e posterior diferenciagdo em oogonias € 06citos, uma
camada de células somaticas planas, conhecidas também como células da pré-granulosa,
circundam os odcitos formando assim os foliculos primordiais. A maioria das células da
pré-granulosa sdo recrutadas das células mesoteliais oriundas do epitélio da superficie
ovariana que tem alta atividade proliferativa. Apds circundarem os oocitos, as células da
pré-granulosa param de se multiplicar e entram num periodo de quiescéncia (Figura 2,

SAWYER et al., 2002). A proliferagao celular ¢ retomada somente quando um foliculo
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Epitélio superficial

Corpo luteo

Foliculo antral

Células da teca
Foliculo atrésico

Células da
granulosa murais

Figura 1. Esquema ilustrando o ovario mamifero com suas principais estruturas.
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primordial quiescente comeca a crescer, dias, meses ou anos apds a sua formagdo

(HIRSHFIELD, 1991).

células epiteliais da
superficie ovariana

foliculo priXordial

Figura 2. Esquema ilustrando a origem das células da pré-granulosa durante a formagao

dos foliculos primordiais. Fonte: adaptado de JUENGEL et al., 2002

As caracteristicas morfologicas que marcam o inicio do crescimento de foliculos
primordiais sdo: aumento do didmetro oocitario, proliferacdo das células da granulosa e
transformacao do formato destas cé€lulas de achatado para ctibico. Durante esta fase, os
foliculos que apresentam células da granulosa com ambos formatos achatado e cubico sao
denominados intermediarios. Quando o odcito € circundado por uma camada completa de
células da granulosa de formato cubico, os foliculos sao classificados como primarios. Em
caprinos, ovinos € bovinos, o aparecimento de foliculos primarios, em fetos, ocorre aos
71, 100 e 140 dias de gestacdo, respectivamente (BEZERRA et al., 1998; McNATTY et
al., 1999; RUSSE, 1983). A medida que os foliculos iniciam o crescimento, as proteinas

que irdo formar a zona pelicida comecgam a ser sintetisadas (LEE, 2000). A zona pelucida
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¢ uma matriz extracelular glicoprotéica localizada entre o odcito e as células da granulosa
e consiste de trés glicoproteinas sintetisadas pelo o6cito, ou seja, zona pelacida 1 (ZP-1),
ZP-2 e ZP-3 (BECKERS et al., 1996). A multiplicacdo das células da granulosa dos
foliculos primarios leva a formacao de varias camadas destas células ao redor do odcito,
formando os foliculos secundarios. Neste estigio, a zona pelucida ¢ claramente
identificada ao redor do oocito. Quando os foliculos possuem de duas a trés camadas de
células da granulosa, os precursores das células da teca sdo recrutados do estroma
ovariano (PARROT & SKINNER, 2000). Apés formagdo, a camada de células da teca
permanece separada das células da granulosa pela membrana basal (PETERS, 1969). Os
foliculos secundarios sdo observados em ovarios de fetos caprinos, ovinos € bovinos aos
80, 120 e 210 dias de gestacao, respectivamente (BEZERRA et al., 1998; McNATTY et
al., 1999; RUSSE, 1983).

Com a intensa proliferacdo das células da granulosa, uma &rea preenchida por
fluido folicular ¢ identificada na camada granulosa e, a partir de entdo, os foliculos
passam a ser classificados como antrais. A formagdo dos foliculos antrais em caprinos,
ovinos e bovinos ¢ observada aos 110, 135 e 230 dias, respectivamente (BEZERRA et al.,
1998; McNATTY et al., 1999; RUSSE, 1983). A partir deste estagio, o didmetro folicular
aumenta acentuadamente devido ao crescimento do odcito, multiplicagdo das células da
granulosa, da teca e aumento da cavidade antral. As células da teca sofrem alteracdes
morfologicas e funcionais a aquelas células localizadas proximas da membrana basal sao
denominadas teca interna enquanto que as localizadas perifericamente sao classificadas
como teca externa. No ultimo estagio do desenvolvimento folicular, o foliculo pré-
ovulatério € caracterizado por um od6cito circundado por células da granulosa
especializadas que sdo denominadas de células do camulus (PEDERSON & PETERS,
1968). Tanto o oocito como as células do cumulus estdo conectados com a parede
folicular e sdo banhados pelo fluido folicular. As células da granulosa de foliculos pré-
ovulatorios param de se multiplicar em resposta ao hormdnio luteinizante (LH) e iniciam

o programa final de diferenciacdo. A ovulacdo do odcito e células do cimulus ocorre em
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resposta ao pico de LH. Em todas as espécies, a formacao de foliculos pré-ovulatorios
ocorre geralmente durante a puberdade (LUCY et al., 1992). As caracteristicas
morfologicas das categorias foliculares descritas, bem como seus didmetros sao mostrados

na Figura 1 e na Tabela 1, respectivamente.

Tabela 1: Diametros foliculares em ovarios de caprinos, ovinos e bovinos.

Espécies
Categoria folicular Caprina Ovina Bovina
Foliculo primordial 33,0 pm 35,0 pm 35,2 pym
Foliculo intermediario 40,7 um 41,0 pm 42,0 um
Foliculo priméario 49,8 um 52,0 pm 55,1 pm
Pequeno foliculo secundério 83,0 pm 73,0 pm 81,0 pm
Inicio da formacao de antro 130,0 pm 119,0 um 250,0 pm
Foliculo pré-ovulatorio 7,0 mm 7,0 mm 18,0 mm

Fontes: BEZERRA et al., 1998, BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997; LUCCI et al., 1999a;
LUSSIER et al., 1987; MCNATTY et al., 2000; MONNIAUX et al., 1993

2.3. Importancia do FSH e do LH na regulacio da foliculogénese

A foliculogénese ¢ um processo altamente regulado por fatores de crescimento
produzidos pelo odcitos, células da granulosa e da teca. Além disto, as gonadotrofinas
FSH e LH, produzidas pela glandula pituitdria, desempenham fung¢des cruciais para
promover o desenvolvimento folicular. Apesar das gonadotrofinas ndo exercerem efeitos

diretos sobre a ativagdo e crescimento de foliculos primordiais, efeitos indiretos t€ém sido
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descritos. Por outro lado, o FSH estimula a proliferacdo de células da granulosa e
crescimento de foliculos primarios e secundéarios (WANDII et al., 1996a). Apds a selecao
folicular, os foliculos antrais tornam-se dependentes de FSH para sobrevivéncia,
crescimento e maturacao oocitaria (MONNIAUX et al., 1997). Nas se¢des seguintes serao

descritos, de forma mais detalhada, os efeitos de FSH e LH sobre a foliculogénese.

2.3.1. Ativagao de foliculos primordiais e desenvolvimento folicular inicial

Os foliculos primordiais sdo recrutados do pool de reserva e iniciam o crescimento
em direcdo a ovulacdo ou atresia. Alguns foliculos primordiais iniciam o crescimento
imediatamente apoOs a sua formacao, mas a maioria permanecem em estagio de dorméncia
por meses ou anos. O FSH nao ¢ um fator determinante para o inicio do crescimento de
foliculos primordiais, ja que camundongos transgénicos que nao produzem FSH possuem
foliculos em crescimento (KUMAR et al., 1997). Além disso, experimentos in vitro
demonstraram que o FSH ndo estimula o recrutamento ou ativacdo de foliculos em
diferentes espécies (murinos: EPPIG & O’BRIEN, 1996; MAYERHOFER et al., 1997;
bovinos: BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997, FORTUNE et al., 1998; DERRAR et al.,
2000). Estes resultados sdo suportados pelas observacdes de que os receptores de FSH e
LH nao sdo encontrados em foliculos primordiais (RANNIKKI et al., 1995; OKTAY et
al., 1997).

Apesar do FSH ndo exercer um efeito direto sobre o recrutamento de foliculos
primordiais, um efeito estimulatorio indireto de FSH e LH tem sido descrito. Baixos
niveis de FSH e LH apos hipofisectomia ou tratamento com antagonistas do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) resulta na manutencdo do pool de reserva de
foliculos primordiais e reducdo do nimero de foliculos em crescimento (WANG &
GREENWALD, 1993; ATAYA et al., 1995). Além disso, altos niveis séricos de FSH e
LH estimulam o recrutamento de foliculos para o grupo de foliculos em crescimento

(humanos: FADDY et al., 1992; GOUGEON et al., 1994; murinos: FLAWS et al., 1997).
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Estes efeitos do FSH e do LH sao indiretos, provavelmente via foliculos secundérios ou
antrais que expressam receptores para ambos os hormdnios. Estes foliculos podem
produzir um ou mais fatores de crescimento que exercem efeitos diretos sobre o inicio do

crescimento de foliculos primordiais.

Foliculos primarios e secundarios expressam receptores para FSH (ovinos:
TISDALL et al., 1995; roedores: OKTAY et al., 1997) e estudos in vivo € in vitro tém
demonstrado que o FSH estimula o crescimento destes foliculos em roedores
(CORTVRINDT et al., 1997, 1998), embora ndo seja essencial. Em animais domésticos,
o FSH promove aumento do didmetro oocitario e crescimento de foliculos pré-antrais,
bem como estimula a formagdo de antro e secrecao de estrogeno (bovinos: HULSHOF et
al., 1995; GUTIERREZ et al., 2000; ovinos: CECCONI et al., 1999; suinos: MAO et al.,
2002). Em caprinos, foliculos pré-antrais cresceram in vitro em meio contendo FSH, mas
apenas uma pequena percentagem atingiu a formagdo de antro (HUANMIN & YOUNG,
2000). Alguns estudos demonstraram que o LH também estimula o crescimento de
foliculos pré-antrais cultivados in vitro (roedores: CORTIVRINDT et al., 1998; WU et
al., 2000; bovinos: ITOH et al., 2002).

2.3.2. Desenvolvimento folicular na fase antral

O desenvolvimento folicular na fase antral ocorre em trés fases: recrutamento,
selecdo e dominancia. Apenas foliculos dependentes de gonadrotofinas podem ser
recrutados. A dependéncia de gonadodrofinas e recrutamento ocorre quando os foliculos
atingem 0,2 mm em camundongos, 2 mm em ovinos € primatas € 3 mm em caprinos e
bovinos (DRIANCOURT, 2001; RUBIANES & MENCHACA, 2003). Antes de
atingirem este estagio, o crescimento folicular é controlado principalmente por fatores de
crescimento locais. O FSH ¢ o hormdnio responsavel pelo recrutamento, pois uma estreita
relagdo entre o aumento dos niveis de FSH e recrutamento folicular tem sido demonstrada

em bovinos (GINTHER et al., 1996). Em caprinos, as informacgdes sobre a relacao entre
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FSH e dindmica folicular sdo bastante limitadas, mas tem sido mostrado que o tratamento
com FSH estimula o recrutamento folicular (RUBIANES & MENCHACA, 2003). Em
bovinos, quando a secre¢do de FSH ¢ bloqueada, observa-se o desaparecimento de
foliculos maiores que 4 mm, enquanto que a aplicagdo de FSH exdgeno reinicia o
recrutamento (CROWE et al., 2001). O LH estd minimamente envolvido no controle
deste processo, pois o recrutamento folicular ocorre normalmente em animais com baixas
freqiiéncias de pulsos de LH (DRIANCOURT, 2001). Por outro lado, o estrogeno pode
estar envolvido, j4 que em caprinos, um aumento das concentracdes deste hormonio
durante a fase luteal inicial ¢ associado com o recrutamento folicular (DE CASTRO et al.,

1999).

O processo de selecdo ocorre quando os foliculos atingem um didmetro de 5 mm e
existem duas teorias para explicar os mecanismos envolvidos. A primeira teoria afirma
que a selecdo ¢ controlada apenas por mecanismos enddcrinos, ou seja, uma redugdo do
suprimento de FSH para os foliculos. J4 a segunda teoria diz que o(s) maior(es)
foliculo(s) produzem alguns componentes que inibem diretamente o crescimento dos
foliculos menores. Como ambas as teorias ndo sao mutuamente exclusivas, € provavel que
em espécies com possibilidade de mais de uma ovulagdo (caprinos e ovinos), somente o
mecanismo dependente de FSH pode estar em agdo, enquanto que em espécies mono-
ovulares (bovinos), com rigoroso controle da taxa de ovulagdo, os dois mecanismos
podem estar atuando (DRIANCOURT, 2001). A primeira teoria ¢ suportada por alguns
estudos que demonstraram que na maioria das espécies, uma redug¢do nas concentragdes
de FSH ¢ associada com o processo de sele¢do folicular. Esta reducdo de FSH ¢ causada
pela acdo de inibina e estrégeno, ambos produzidos por foliculos maiores do que 5 mm
que desenvolvem mecanismos intracelulares para amplificar a acdo do FSH (FORTUNE
et al., 2001). Ao contrario, aqueles foliculos menores que 5 mm, que possuem alta
dependéncia de FSH, sofrem atresia (MIHM et al., 1999). No entanto, outros fatores

produzidos localmente no ovario podem estar envolvidos, ja que em vacas imunizadas
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contra GnRH, ¢ bastante dificil manipular as taxas de ovula¢des somente com FSH e LH

(CROWE et al., 2001).

A existéncia de dominancia folicular em pequenos ruminantes era um assunto
pouco elucidado até recentemente (DRIANCOURT et al., 1999). Entretanto, pesquisas
em caprinos demostraram a presengca de dominancia folicular, especialmente durante a
primeira ¢ a Gltima onda de crescimento folicular (DE CASTRO et al., 1999). E
geralmente aceito que o maior foliculo de uma onda ¢ provavelmente selecionado para
ovulacdo (GINTHER et al., 1996), mas o processo € bastante complexo, pois todos os
foliculos de uma onda sdo funcionalmente diferentes. O LH ¢ o hormodnio chave
envolvido no crescimento final do foliculo dominante, enquanto que os outros foliculos
sofrem atresia. De um modo geral, um aumento do suprimento sangiiineo no foliculo
dominante, causado pelo fator de crescimento do endotélio vascular, aumenta o

suprimento de gonadotrofinas para este foliculo (ZELEZNIK et al., 1981).

2.4. Importancia dos fatores de crescimento na regulacio da foliculogénese

Os hormonios FSH e LH sao extremamente importantes para o desenvolvimento
folicular no estagio antral, mas eles ndo sdo as Unicas substancias envolvidas. Como
descrito anteriormente, o desenvolvimento folicular até o estdgio antral inicial pode
ocorrer na auséncia de gonadotrofinas e isto mostra que os fatores de crescimento locais
desempenham um papel crucial nesta etapa. Diversos fatores de crescimento, produzidos
pelo odcito, células da granulosa e células da teca, freqiientemente atuam modulando os
efeitos de FSH e LH, e a foliculogénese pode ser desregulada quando um determinado
fator estd ausente (EPPIG, 2001). Desta forma, nas segdes seguintes serdo descritos os

efeitos dos principais fatores de crescimento envolvidos no processo de foliculogénese.

2.4.1. Fatores de crescimento pertencentes a familia EGF
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Os fatores de crescimento pertencentes a familia EGF que participam do controle
dafoliculogénese sdo: o proprio EGF, o fator de crescimento transformante-a (TGF-a), o
heparin binding EGF-like growth factor (HB-EGF), a anfiregulina, a betacelulina e a
epiregulina. O EGF € uma proteina de 6 kDa que tem sido demonstrada em odcitos e
células da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais (humano: MARUO et al., 1993;
BENNETT et al., 1996, hamster: ROY & GREENWALD, 1990; suino: SINGH €t al.,
1995a) enquanto que o RNA mensageiro para EGF tem sido demonstrado em odcitos e

células da granulosa de foliculos antrais em suinos (SINGH et al., 1995a).

A acdo do EGF nos foliculos ovarianos ¢ mediada por um receptor presente na
membrana celular, ErbB1, que pertence a superfamilia ErbB (RIESE & STERN, 1998).
Este receptor de EGF (EGF-R) funciona como receptor para os membros da familia EGF
que atuam no controle da foliculogénese (RIESE & STERN, 1998). O RNA mensageiro e
a proteina para o EGF-R tém sido identificados em odcitos e células da granulosa de
foliculos pré-antrais e antrais (camundonga: HILL et al., 1999; rata: CHABOT et al.,
1986; FENG et al., 1987; hamster: GARNETT et al., 2002, vaca: LONERGAN et al.,
1996; porca: SINGH et al., 1995a; mulher: MARUO et al., 1993; BENNETT et al., 1996;
QU et al., 2000).

Todas estas evidéncias sugerem que o EGF exerce um papel central no controle da
atividade ovariana em mamiferos. Realmente, in vitro, o EGF tem promovido
multiplicagdo de células da granulosa oriundas de foliculos pré-antrais suinos
(MORBECK et al., 1993) e aumenta o crescimento de foliculos pré-antrais de bovinos
(GUTIERREZ et al., 2000), hamsters (ROY, 1993), camundongos (BOLAND &
GOSDEN, 1994), e humanos (ROY & KOLE, 1998). O EGF também reduz os niveis de
atresia em foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro (WANDIJI ef al., 1996a). Em
foliculos antrais, o EGF tem estimulado a maturag¢do oocitaria in vitro (murinos: SMITZ

et al., 1998; DE LA FUENTE et al., 1999; ovinos: GULER et al., 2000; bovinos:
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LONERGAN et al., 1996; humanos: GOUD et al., 1998; suinos: PROCHAZKA et al.,
2003; LI et al., 2002), expansao das células do cimulus (camundongo: O’DONNELL et
al., 2004), proliferagdo das células da granulosa (suinos: MAY et al., 1992) e producao de
estrogeno (humano: MISAJON et al., 1999). Por outro lado, experimentos in vivo
sugerem um possivel papel do EGF na inducao de atresia (MONNIAUX et al., 1997). No
entanto, o efeito do EGF na indu¢do de atresia em condicdes fisiologicas € questionavel,
pois um efeito anti-apototico do EGF tem sido demonstrado durante o cultivo de células
da granulosa de foliculos pré-ovulatorios de ratas (TILLY et al., 1992). Além disso, o
EGF pode atuar localmente no ovario controlando a acdo de FSH e LH, pois alguns
estudos mostraram que o EGF inibe a producao de receptores de LH (HATTORI et al.,
1995) e aumenta a expressao de receptores de FSH (LUCIANO et al., 1994).

Os outros fatores de crescimento pertencentes a familia EGF que tém agdo direta
no ovario sdo: TGF-a, HB-EGF, anfiregulina, betacelulina e epiregulina. A expressao de
TGF-a tem sido demonstrada em odcitos, células do cimulus, células da granulosa e da
teca em todos os estdgios do desenvolvimento folicular (humanos: BENNETT et al.,
1996; REEKA et al., 1998). In vitro, o TGF-a tem estimulado a proliferacao de células da
granulosa e da teca em bovinos (SKINNER & COFFEY, 1988). O TGF-a também atua
modulando a expressdo de receptores de FSH (FINDLAY & DRUMMOND, 1999), pois
este fator tem inibido a a¢ao estimulatoria do FSH sobre a atividade da enzima aromatase
(ADASHI et al., 1987). Com relagdo aos outros membros da familia EGF, o HB-EGF tem
sido recentemente demonstrado em células da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais,
mas esta ausente em foliculos pré-ovulatorios (PAN et al., 2004). Isto sugere que o HB-
EGF pode ser um fator mitogénico para as células da granulosa e que a reducdo da sua
expressao pode ser necessaria para a maturagao folicular (PAN et al., 2004). Anfiregulina,
betacelulina e epiregulina foram também recentemente demonstrados em células da
granulosa de foliculos pré-ovulatérios. A expressao destes fatores ¢ estimulada pelo LH, e

in vitro, anfiregulina, betacelulina e epiregulina estimulam a expansdo das células do
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cumulus e a maturacdo oocitaria, sugerindo que eles funcionam como mediadores

paracrinos que propagam a a¢do do LH em foliculos pré-ovulatérios (PARK et al., 2004).

2.4.2. Fatores de crescimento pertencentes a familia TGF-[3

A familia de fatores de crescimento TGF-3 é composta por mais de 40 membros
que sdo agrupados de acordo com homologia estrutural (CHANG et al., 2002). Estudos
com fatores de crescimento desta familia tem demonstrado que eles exercem suas agoes
bioldgicas por meio da ligagdo com dois tipos de receptores (tipos 1 e 2). Diversos
estudos e revisdes (DRUMMOND et al., 2003; KNIGHT & GLISTER, 2003) tém
mostrado que varias proteinas pertencentes a familia TGF-f sdo expressas em o0dcitos,
células da granulosa e da teca e funcionam como reguladores intraovarianos dos
processos de ativacao de foliculos primordiais, proliferacdo de células da granulosa e da
teca, esteroidogénese e maturacdo oocitaria, bem como no processo de atresia. A
localizagao, sitios de agdo e efeito bioldgico de alguns dos principais membros da familia
TGF-[3, como por exemplo, bone morphogenetic proteins-2 (BMP-2), BMP-4, -6, -7, -15
e fator de diferenciacdo do crescimento-9 (GDF-9) sdo ilustrados resumidamente na
Tabela 2. A Tabela 3 mostra informacdes sobre ativina, inibina, hormonio anti-Miilleriano
(AMH), TGF-B e folistatina. Finalmente, a localizagdo dos receptores para os principais

fatores desta familia é mostrada na Tabela 4.
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Tabela 2. Localizagdo, sitio de acao e efeito biologico de BMP-2, -4, 6, -7, -15 ¢ GDF-9 em ovarios mamiferos. (CG: células

da granulosa)

Fator Localizagdo Acdo Efeito
BMP-2 CG/teca  oocito /CG - estimula a produgdo de inibina e de estrogeno induzida por FSH em CG
- promove a ativacgao de foliculos primordiais
BMP-4 teca CG - inibe a diferenciacdo e luteinizagao promovida pelo FSH em CG
- manutencdo da viabilidade de foliculos e CG
BMP-6 o6cito/ CG  oocito /CG - inibe a expressdo de receptores para FSH (FSH-R)
- produgdo de progesterona promovida pelo FSH
BMP-7 teca Oocito /CG - promove a ativacao de foliculos primordiais e crescimento de foliculos antrais
- inibe a luteiniza¢dao promovida pelo FSH em CG
- inibe a produgdo de progesterona promovida pelo FSH e aumenta a sintese de
estrogeno em CG
BMP-15 odcito oo6cito/ CG - estimula a proliferagdao de CG e a expressdao de KL; e atua na ovulagdo
- inibe a expressao de FSH-R, diferenciagdo e producdo de progesterona
promovida pelo FSH
GDF-9 odcito oo6cito/ CG = promove o crescimento de foliculos primarios e recrutamento de células da teca

estimula a manutencao da viabilidade folicular e a proliferagao de CG; e exerce
um efeito sinérgico com o FSH
inibe a expressdo de receptores de LH (LH-R) e a sintese de progesterona e

estrogeno, mas estimula a produ¢do de inibina. Inibe a diferenciacdo folicular
induzida por FSH
participa da ovulagdo regulando a expansdo do cimulus e liberacao do oocito
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Fonte: DONG et al., 1996; ELVIN et al., 1999; HREINSSON et al., 2002; JAATINEN et al., 1999; LEE et al., 2001;
NILSSON & SKINNER, 2002, OTSUKA et al., 2000, 2001; OTSUKA & SHIMASAKI, 2002; SHIMASAKI ef al., 2004;

SOUZA et al., 2002; VITT et al., 2000ab; YAN et al., 2001.
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Tabela 3. Localizagao, sitio de acdo e efeito bioldgico da ativina, inibina, AMH, TGF-[3 e folistatina em ovarios mamiferos.

(CG: células da granulosa)

Efeito

Fator Localizagao Acao
Ativina Oocito / oocito / CG/
CG teca
Inibina CG oocito / CG/
teca
AMH CG oocito / CG
TGF-f3 CG oocito / teca

Folistatina Oocito / oocito/ CG/
CG teca

estimula o crescimento de foliculos pré-antrais
aumenta a expressdo de FSH-R bem como a de LH-R induzida por FSH e

promove a maturagdo oocitaria
regula a esteroidogénese em CG e reduz a produgao de androgenos em células
da teca

estimula a producao de andrégenos em células da teca
antagoniza a acao da ativina e possivelmente dos BMPs

inibe a ativacao de foliculos primordiais
reduz a sensibilidade de foliculos antrais ao FSH

promove o crescimento folicular
promove a sintese de inibina e estradiol

liga-se a ativina de forma quase que irreversivel e a neutraliza
antagoniza a acao bioldgica do BMP-15

Fonte: DE WINTER et al., 1996; DURLINGER et al., 1999, 2001, 2002; FINDLAY, 1993; LI et al., 1995; LIU et al.,
1998, 1999; MIZUNUMA et al., 1999; XIAO et al., 1992; YOKOTA et al., 1997.
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Tabela 4. Localizagdo dos receptores para os principais fatores de crescimento da familia

TGF-B.
Fator Tipo 2 / localizagdo Tipo 1/ localiza¢ao Referéncia
BMP-2 BMPR-2 / o6cito, CG BMPR-1A / o6cito, CG (1)
BMP-4 BMPR-1B / o6cito, CG (2)
BMP-6 BMPR-2 / odcito, CG ActR-1A / 06cito, CG (3)
BMP-7 ActR-2A / 06cito, (G BMPR-1B / 06cito, CG )
ActR-2B / oocito, CG ()
BMP-15 BMPR-2 / oécito, CG BMPR-1B / o6cito, CG (2,6)
GDF-9 BMPR-2 / o6cito, CG TBR-1 / odcito 2,7,8)
ActR-1A / odcito, CG (2)
AMH AMHR-2 / oécito, CG, teca BMPR-1A / o6cito, CG (6)
BMPR-1B / o6cito, CG
Ativina ActR-2A / o6cito, CG ActR-1B / oocito, CG, 4)
ActR-2B / obcito, CG teca ©)
TGF-f3 TBR-2 / oocito, CG, teca TBR-1 / o6cito (6,10)

Fonte: (1) SHIMASAKI et al., 1999; (2) ERICKSON & SHIMASAKI, 2003; (3) SIDIS
et al., 1998; (4) DRUMMOND et al., 2002; (5) KNIGHT & GLISTER, 2003; (6)
SHIMASAKI et al., 2004; (7) VITT et al., 2002; (8) MAZERBOURG et al., 2004 (9)
PANGAS et al., 2002; (10) TEN DUKE et al., 1994

2.4.3. Fatores de crescimento pertencentes ao grupo FGF

O grupo de fatores de crescimento fibroblasticos (FGF) é composto de pelo menos
20 membros estruturalmente relacionados (POWERS et al., 2000). No entanto, apenas
trés fatores deste grupo (FGF-1, FGF-2 e FGF-7) exercem importantes fungdes no
controle da foliculogénese. Os FGF-1 e -7 sdo expressos em células da granulosa e da teca
de foliculos antrais (BERISHA et al., 2004) enquanto que o FGF-2 tem sido demonstrado

em odcitos de foliculos primordiais e primarios e também em células da granulosa de
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foliculos secundarios e antrais (VAN WEZEL et al., 1995). Existem quatro tipos de
receptores de FGF (FGFR-1, -2, -3, -4) que t€ém sido demonstrados em foliculos ovarianos
(BERISHA et a., 2004). O FGF-2 ¢ um importante regulador da fun¢do ovariana, pois ele
promove inicio do crescimento de foliculos primordiais (NILSSON et al., 2001), bem
como a proliferacio de células da granulosa (ROBERTS & ELLIS, 1999) e
esteroidogénese (VERNON & SPICER, 1994) em foliculos antrais. O FGF-7 também
exerce importantes fungdes na regulagdo das atividades de células da granulosa

(PARROTT et al. 1994).

2.4.4. 1GF e proteinas de ligagao de IGF

Diversas evidéncias tém mostrado que um sistema formado pelos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF) e proteinas de ligacdo de IGF (IGFBP) exercem
importantes funcdes no controle do desenvolvimento folicular e atresia em animais
domésticos (MONGET et al., 2002). O sistema IGF ¢ composto de diferentes elementos,
ou seja, IGF-1 e IGF-2, dois tipos de receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e seis IGFBP
(IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 ¢ -6). O IGFR-1 funciona como receptor para os dois tipos de IGF
enquanto que o IGFR-2 tem maior afinidade para IGF-2 (JONES & CLEMMONS, 1995).
As IGFBP estao presentes nos fluidos biologicos e atuam inibindo ou potencializando a
acdo dos dois tipos de IGF nas células alvo (MONGET et al., 2002). Em ovarios de
suinos e roedores, o IGF-1 tem sido localizado nas células da granulosa de foliculos
antrais saudaveis enquanto que o IGF-2 ¢ encontrado nas células da granulosa de foliculos
saudaveis e atrésicos (ZHOU et al., 1996). Ambos os receptores de IGF estdo presentes
em células da granulosa de foliculos primdrios, secundarios e antrais (MONGET et al.,
1989; WANDII et al., 1992). A acdo do IGF consiste em estimular a proliferagao e
diferenciacao das células da granulosa e da teca (GIUDICE, 1995). Durante o crescimento
de pequenos foliculos antrais para o estidgio de foliculos pré-ovulatérios observa-se uma
reducdo progressiva dos niveis de IGFBP devido principalmente a alteragdes nos

processos de sintese e/ou degradacio (MONGET et al., 2002). Por outro lado, em
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foliculos que estdao sofrendo atresia, os niveis de IGFBP sdo altos, principalmente devido
a uma redu¢do no processo de degradagdo (BESNARD et al., 1997). Com o aumento dos
niveis de IGFBP ocorre uma reducdo da disponibilidade de IGF livre no ambiente

folicular.

2.4.5. Kit ligand e fator inibidor de leucemia

O Kit ligand (KL) ¢ um fator de crescimento produzido localmente que
desempenha importantes fun¢des no controle da foliculogénese (YOSHIDA et al., 1997).
O KL tem sido demonstrado em cé¢lulas da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais em
diferentes espécies estudadas (murinos: MANOVA et al, 1993; MOTRO &
BERNSTEIN, 1993; ISMAIL et al, 1996, humanos: LAITINEN et al., 1995, ovinos:
TISDALL et al., 1997, 1999). O receptor para KL, c-Kit, é expresso em odcitos de
foliculos em todos os estadgios de desenvolvimento, pelo menos em roedores (HORIE et
al., 1991; MANOVA et al., 1993; MOTRO & BERNSTEIN, 1993) e ovinos (CLARK et
al., 1996). O receptor c-Kit também ¢ encontrado nas células da teca de foliculos antrais
em murinos € ovinos (MANOVA et al., 1993; MOTRO & BERNSTEIN, 1993, CLARK
et al., 1996). Recentes estudos tém demonstrado que KL promove o inicio do
crescimento de foliculos primordiais (PARROTT & SKINNER, 1999), crescimento
oocitario (DRIANCOURT et al., 2000), proliferacido das células da granulosa e
esteroidogénese (murinos: REYNAUD et al., 2000, 2001; suinos: BRANKIN et al.,
2003), bem como crescimento e diferenciacdo das células da teca (PARROTT &
SKINNER, 1997).

O fator inibidor de leucemia (LIF) esta presente em células da granulosa de
foliculos em todos os estagios de desenvolvimento, bem como em odcitos de foliculos
secundérios e antrais (murinos. NILSSON et al., 2002). O LIF também foi demonstrado
no fluido folicular em humanos e 0s seus niveis sdo regulados de acordo com o estagio do
desenvolvimento folicular (GEARING et al., 1987). O receptor para LIF (LIF-R) tem
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sido localizado em odcitos de foliculos antrais humanos (VAN EIK et al., 1996). Estudos
in vitro mostraram que o LIF promove o crescimento de foliculos primordiais e estimula a
producdo de KL pelas células da granulosa (NILSSON et al., 2002).

Como descrito acima, os fatores de crescimento produzidos localmente no ovario
exercem agoes diretas e / ou indiretas no controle do crescimento folicular. Além disso, os
fatores de crescimento também exercem atividades importantes no controle do processo
de atresia. As caracteristicas morfologicas e os fatores envolvidos no processo de atresia

serdo abordados no proximo topico.

2.5. Atresia folicular

A grande maioria dos foliculos primordiais presentes nos ovarios, cerca de 99,9%,
nao chega até a ovulagdo, mas sofre um processo degenerativo ou apoptotico conhecido
por atresia, fazendo com que o ovario seja um 6rgdo de baixissima produtividade
(IRELAND, 1987). A atresia folicular ndo ¢ igualmente prevalente em todos os estagios
de desenvolvimento folicular (FORTUNE, 1994). Em ratos, foliculos pré-antrais atrésicos
sdo raros, sendo a atresia predominante em foliculos antrais (HIRSHFIELD, 1988). No
entanto, em ovelhas, DRIANCOURT et al. (1985) demonstraram que aproximadamente
50% dos foliculos presentes nos ovarios desaparecem durante a fase pré-antral da
foliculogénese. Embora estes dados suportem a idéia de que as perdas oocitarias também
ocorrem em foliculos primordiais, primarios e secundarios, informagdes concisas em

outras espécies de animais domésticos ainda nao sao disponiveis.

2.5.1. Caracteristicas morfoldgicas e apoptose

Ainda na década de 80, foi postulado que a atresia ocorre por um processo de

morte celular programada conhecido por apoptose (TSAFIRI & BRAW, 1984).
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Recentemente, um grande nimero de evidéncias tem demonstrado que a apoptose,
realmente, ¢ o mecanismo bioquimico responsavel pela atresia folicular (TILLY, 1996;
REYNAUD & DRIANCOURT, 2000; MARKSTROM et al., 2002). A apoptose ¢ um
programa de suicidio celular ativo encontrado em todas os organismos multicelulares e
ocorre em tecidos que estdo sofrendo alteracdes de desenvolvimento ou respondendo a
um estimulo fisiologico. A alteragdo tipica observada ¢ a condensacdo da cromatina,
resultando na formacdo de zonas densas de heterocromatina sobre a membrana nuclear
(HUGHES & GOROSPE, 1991; TILLY, 1996). Independentemente da condensagdo da
cromatina, endonucleases dependentes de calcio e magnésio sao ativadas, resultando na
clivagem do DNA entre as unidades nucleosomais, a cada 180-200 pares de bases
(HUGHES & GOROSPE, 1991; TILLY, 1996). O citoplasma de células apoptoticas €
caracterizado pela agregacdo e desorientagdo das organelas citoplasmaticas.
Concomitantemente, a membrana plasmatica mostra sinais de retracdo e finalmente, a
célula rompe-se em diversos fragmentos conhecidos por corpos apoptoticos (KAIPIA &
HSUEH, 1997). Os corpos apoptdticos sdo, entdo, fagocitados pelas células da
vizinhanca. Este processo usualmente inicia-se antes que a membrana plasmatica perca
completamente sua integridade, desta forma ndo ocorre extravasamento dos componentes

citoplasmaticos e ndo ¢ observada reacao inflamatéria (HSUEH et al., 1994).

Durante a atresia, muitas caracteristicas morfologicas da apoptose t€ém sido
demonstradas em odcitos e células da granulosa de foliculos atrésicos. O processo de
atresia usualmente difere entre foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios)
e antrais. Em foliculos pré-antrais, as primeiras alteragcdes indicativas de atresia ocorrem
no oocito, como por exemplo, retragdo da cromatina nuclear e fragmentagao oocitaria, o
que desencadeia o processo de eliminagdo irreversivel dos foliculos ovarianos neste
estagio de desenvolvimento (MORITA & TILLY, 1999). Em foliculos pré-antrais,
alteragdes nas células da granulosa sio raramente observadas (JORIO ef al., 1991). E
importante ressaltar que ap6s a formagdo da cavidade antral, ocorre uma alteracdo na

sensibilidade do oocito e das células da granulosa. A partir deste estagio, o odcito torna-se
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altamente resistente e as primeiras alteracdes indicativas de atresia sdo observadas nas
células da granulosa. O aparecimento de células da granulosa com nucleos picndticos,
onde se observa condensacdo da cromatina e retracao nuclear, podem ser considerados
como os primeiros sinais morfoldgicos de atresia, que sdo observados predominantemente
em cé¢lulas da granulosa em proximidade da cavidade antral. Posteriormente, fragmentos
de nticleos picndticos ou corpos apoptoticos sao observados na cavidade antral (HUGHES
& GOROSPE, 1991; TILLY, 1996). Com a progressdo da atresia, observa-se uma
reducdo do niimero de camadas das células da granulosa e invasdo do foliculo por
fibroblastos e macréfagos. Apos estas drasticas mudangas na camada granulosa, o oocito
freqiientemente sofre pseudomatura¢do, fragmenta-se, e finalmente ¢ removido pelas

células invasoras durante os estagios finais de atresia (BYSKOV, 1974).

2.5.2. Papel de gonadotrofinas e fatores de crescimento no controle da atresia

A atresia folicular e os fatores que influenciam este processo sdo extensivamente
estudados e tem sido demonstrado que muitos hormonios e fatores de crescimento estao
envolvidos. Durante o inicio do desenvolvimento de foliculos primordiais, recentes
estudos tém demonstrado que fatores de crescimento, como por exemplo: kit ligand, EGF,
FGF-2, BMP-4 e GDF-9 sdo extremamente importantes para a manutengao da viabilidade
destes foliculos (REYNAUD & DRIANCOURT, 2000; MARKSTROM et al., 2002;
NILSSON & SKINNER, 2003). Com relagdo a foliculos primarios e secundarios, alguns
estudos tém reportado que o FSH reduz as taxas de atresia (WANDIJI et al., 1996a)
durante cultivo in vitro, mas neste estagio, sdo os fatores de crescimento produzidos
localmente que exercem um papel fundamental. Em estudos in vitro, o fator de
crescimento queracinocitico (KGF), o FGF-2 e o EGF promovem manutengdo de
viabilidade e inibem os niveis de atresia (REYNAUD & DRIANCOURT, 2000;
MARKSTROM et al., 2002). Por outro lado, WANDIJI et al. (1996a) demonstraram que o
TGF-B exerce um efeito deletério sobre a viabilidade de foliculos pré-antrais cultivados in

Vitro.
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Em foliculos antrais, as gonodotrofinas FSH e LH atuam como importantes
inibidores da apoptose (MARKSTROM et al., 2002) a partir do estdgio em que eles estdo
aptos a serem recrutados (em camundongos: 0,2 mm; ovinos e primatas: 2 mm e caprinos
e bovinos: 3mm). Os efeitos anti-apoptdticos do FSH e do LH sdo provavelmente
mediados pelo IGF-1 (CHUN et al., 1994). A acdo anti-apoptotica das gonadotrofinas
podem também ser mimetizadas quando os foliculos sdo expostos a neurotrofinas, tais
como peptideo intestinal vasoativo (VIP) e ativadores da proteina quinase A (FLAWS et
al., 1995). Fatores localmente produzidos, como por exemplo, EGF, FGF-2 e ativina
também sdo importantes para manutencao da viabilidade de foliculos antrais (CHUN et
al., 1996). O estrégeno também exerce um papel anti-apoptotico (BILLIG et al., 1993),
mas outros diversos fatores, tais como proteinas semelhantes ao GnRH (BILLIG et al.,
1994), interleucina-6 (GOROSPE & SPANGELO, 1993), andrégenos (BILLIG et al.,
1993), fator de necrose tumoral-o (TNF-a, KAIPIA et al., 1996) e Fas-ligand
(HAKUNO et al., 1996) podem desencadear o processo de apotose em células da
granulosa apés a interagdo com receptores especificos. Ja os foliculos em estagios finais
de maturacdo passam a expressar receptores de LH e tornam-se aptos para responder
diretamente aos estimulos deste hormonio (MARKSTROM et al., 2002). Em roedores,
tanto o FSH como o LH reduzem os niveis de apoptose em foliculos pré-ovulatorios
cultivados in vitro (CHUN et al., 1994). DANILOVICH et al. (2000) demonstraram que o
hormoénio do crescimento (GH) também reduz os niveis de apoptose nestes foliculos.
Fatores de crescimento localmente produzidos, como IGF-1, EGF, FGF-2, TGF-a e KGF
atuam intermediando a a¢do das gonadrotofinas ou reduzindo diretamente os niveis de
apoptose em foliculos pré-ovultorios e em células da granulosa isoladas e cultivadas in

vitro (CHUN et al., 1994; TILLY et al., 1992; McGEE et al., 1999).

Conforme observado, a progressdo da apoptose em foliculos ovarianos ¢
dependente de uma regulacdo cooperativa de diferentes fatores endocrinos, paracrinos e

autdcrinos, e € possivel que nenhum destes fatores, isoladamente, seja essencial para o
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controle do crescimento folicular ou atresia. E mais provavel que o balango entre os
fatores que promovem sobrevivéncia e aqueles que induzem a apoptose decidira se um
determinado foliculo continuard o seu desenvolvimento ou sofrerd atresia (HSU &

HSUEH, 2000).

Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos varios modelos in vitro que
possibilitam o estudo dos fatores que controlam a atresia e crescimento folicular. Nas
segOes seguintes serdo mostrados os principais modelos para o estudo do inicio do

crescimento folicular e atresia em animais de laboratorio e domésticos.

2.6. Modelos in vitro para o estudo da ativagao de foliculos primordiais

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos para o estudo da ativacdo de foliculos
primordiais. Em roedores, a pequena dimensao dos ovarios possibilita o cultivo do 6rgao
inteiro, o que tem sido bastante util para o estudo da foliculogénese inicial em pequenos
mamiferos. EPPIG & O’BRIEN (1996) obtiveram grande sucesso com a ativagao de
foliculos primordiais in vitro e, a partir de entdo, este modelo tem sido utilizado por
diferentes grupos de pesquisadores. Por outro lado, em animais domésticos de médio e
grande porte, devido as grandes dimensdes dos ovarios nao ¢ possivel utilizar este
modelo. Para estes animais, o cultivo de pequenos fragmentos de cortex ovariano, rico em
foliculos primordiais, tem sido realizado para estudar a ativagdo de foliculos primordiais
de bovinos (WANDIJI et al., 1996b; BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), babuinos
(FORTUNE et al., 1998) e humanos (HOVATTA et al., 1997). O cultivo de pequenos
fragmentos de cortex ovariano tem a vantagem de manter o contato celular e facilitar a
perfusdo do meio para o tecido ovariano (TELFER, 1998).

2.7. Técnicas utilizadas para comprovar a ativacio e o crescimento de foliculos

primordiais
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Apoés a ativagdo dos foliculos primordiais, ocorrem importantes mudancas no
od6cito e nas cé¢lulas da granulosa. Conseqlientemente, o sucesso dos estudos sobre o inicio
do crescimento de foliculos primordiais depende da disponibilidade de marcadores
sensiveis para detectar o principio do crescimento folicular (WANDII et al., 1996b). O
antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) ¢ uma proteina produzida por células em
multiplicacdo, o que esté relacionado com o inicio de crescimento folicular (WANDII et
al., 1996b). Neste contexto, FORTUNE et al. (1998) demonstraram que o PCNA pode ser
utilizado com sucesso como marcador para detectar o inicio do crescimento de foliculos
primordiais de bovinos e babuinos. Por outro lado, a incorporagdo de marcadores
radioativos (H’-timidina) ou ndo radioativos (Bromodesoxiuridina — BrdU) no DNA de
células com atividade proliferativa também tem sido utilizada com bastante éxito para
comprovar o inicio do crescimento de foliculos primordiais bovinos (H’-timidina —

BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997) e felinos (BrdU — JEWGENOW, 1998).

2.8. Importancia da composicio do meio sobre o desenvolvimento folicular in vitro

A composi¢ao do meio de cultivo ¢ um importante fator para obtengdo de sucesso
durante o cultivo de foliculos ovarianos in vitro. FIGUEIREDO et al. (1994a)
descreveram que a sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais bovinos in vitro foi reduzida na
auséncia de hipoxantina e substratos energéticos, tais como piruvato e glutamina. Foi
demonstrado também que a adi¢do de uma mistura de piruvato (0,23 mM), glutamina (2
mM) e hipoxantina ao meio de cultivo de base, denominado controle (Meio Essencial
Minimo - MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e ITS (insulina — 6,25 Y
g/mL, transferrina — 6,25 ng/mL e selénio — 6,25 ng/mL) aumentou significativamente a
percentagem de foliculos morfologicamente normais durante o cultivo. JEWGENOW
(1998) também mostrou que a adi¢do de piruvato, glutamina e hipoxantina ao meio de
cultivo (MEM) ¢ essencial para o crescimento de foliculos pré-antrais felinos in vitro. No

mesmo trabalho, JEWGENOW (1998) demonstrou que o MEM foi mais eficiente do que
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0 Meio de Cultura de Tecidos 199 (TCM 199) durante o cultivo de foliculos pré-antrais
felinos. Além disso, o completo desenvolvimento de oo6citos inclusos em foliculos

primordiais até estarem aptos a maturacdo e fecundacdo in vitro foi obtido quando

foliculos de camundongas foram cultivados em MEM (EPPIG & O’BRIEN, 1996).

A solucao a base de agua de coco (SBAC) ¢ outro meio rico em nutrientes e de
baixo custo que tem sido utilizada com sucesso para a maturagdo de odcitos (BLUME et
al., 1997a) e cultivo de embrides bovinos (BLUME et al., 1997b) e murideos (BLUME &
MARQUES JR,1994). A solucdo a base de agua de coco ¢ composta de duas partes de
agua de coco filtrada, uma parte de citrato de sodio a 5% e uma parte de dgua ultrapura
(NUNES, 1998). COMBARNOUS & FERREIRA-NUNES (1995) isolaram uma
molécula pertencente ao grupo das auxinas, o acido 3-Indol-Acético, substancia com
atividade hormonal estimuladora do crescimento de vegetais, que demonstrou atividade
sobre o0 metabolismo dos espermatozdides aumentando a motilidade e taxa de
fecundidade, além de permitir sua conservagdo durante periodos mais longos. Assim, a
solucdo a base de agua de coco tem sido eficientemente utilizada para conservagao de
sémen caprino (NUNES & SALGUEIRO, 1999), ovino (GUERRA & NUNES, 1999),
suino (TONIOLLI et al., 1998), canino (CARDOSO et al., 2002) e humano (NUNES,
1998). A Tabela 5 apresenta a composi¢do da dgua de coco de frutos da variedade praia

aos 150 dias de idade.

Tabela 5. Composicao da agua de coco de frutos da variedade praia aos 150 dias de idade.

Componentes mg/ 100 mL
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Sulfatos (SO )
Fosfatos (PO, )
Magnésio
Calcio

Sadio

Potassio
Glicose
Frutose
Sacarose
Proteinas
Inulina

21,8
34,1
6,5
12,0
14,2
162,2
1.645,0
2.380,0
405,0
87,0
165,0

Fonte: Laguna & Nunes, 1997
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3. Justificativa

Conforme descrito na revisao de literatura, as informagdes sobre a foliculogénese
em caprinos ainda sdo bastante escassas. A atresia folicular ¢ o fendmeno responséavel
pela perda de 99,9% dos foliculos presentes em ovarios mamiferos ao nascimento, no
entanto, as informagdes sobre este processo sao oriundas principalmente de estudos com
foliculos antrais. A determinagdo das taxas de atresia em foliculos pré-antrais ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento de estudos visando minimizar a perda
folicular que pode ocorrer nesta fase do desenvolvimento folicular. Outra etapa
importante para otimizar o aproveitamento de foliculos primordiais caprinos seria
identificar as substancias que podem atuar no controle da atresia e do desenvolvimento
folicular. Estudos com bovinos e animais de laboratorio mostraram que o EGF promove
crescimento e reduz os niveis de atresia in vitro. No entanto, em caprinos, ainda nao
foram realizados estudos para identificar a presenga do EGF e seu receptor em foliculos

ovarianos.

O enfoque principal do presente trabalho foi o estudo da populacdo de foliculos
pré-antrais, com énfase nos foliculos primordiais, os quais constituem o pool de reserva
de foliculos quiescentes e compreendem cerca de 90 a 95% de toda populacdo folicular
presente no ovario mamifero. No entanto, para que os foliculos primordiais possam entrar
em fase de crescimento (primario, secundario, antral e pré-ovulatério), € preciso que
sejam ativados, ou seja, retomem a proliferacdo das células da granulosa, bem como
aumentem o volume citoplasmatico do odcito. Neste contexto, ¢ de vital importancia o
desenvolvimento de um sistema de cultivo de base capaz de ativar esses foliculos e
assegurar seu posterior crescimento in vitro. Assim, uma etapa essencial para iniciar estes
estudos ¢ testar eficiéncia de meios de cultivo comerciais (MEM) e alternativos, como por
exemplo, a solugdo a base de agua de coco, que ¢ um meio rico em nutrients e de baixo

custo. Além disso, estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos na regulagao
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da ativacdo in vitro dos foliculos primordiais em caprinos ainda ndo foram realizados,

especialmente os efeitos de FSH, EGF e suas interagdes.

Tendo em vista que os caprinos desempenham mundialmente uma importante
funcdo econdmica por meio da produgdo de carne, leite e pele, a compreensdo da
foliculogénese inicial nesta espécie podem possibilitar o desenvolvimento de meios de
cultivo que permitissem o crescimento de foliculos primordiais in vitro. Futuramente,
o6citos provenientes destes foliculos poderiam ser usados para fecundacdo in vitro e
produzir um grande numero de embrides, sendo um fator determinante para otimizar a
multiplicacdo de cabras de alto valor zootécnico e/ou em via de extingdo, o que poderia
trazer beneficios econdmicos para as populagdes que utilizam esta espécie como fonte de

proteina e de renda.
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4. Hipoteses cientificas

Diante do exposto, formularam-se as seguintes hipoteses:

1) A atresia ndo afeta de forma eqiiitativa as diferentes categorias foliculares durante a

fase pré-antral do desenvolvimento.

2) O EGF e seu receptor podem ser expressos em foliculos ovarianos caprinos € podem

exercer um importante papel no controle da atresia e do crescimento folicular.

3) A SBAC pode ser utilizada como meio de cultivo para o estudo da ativacdo e

crescimento de foliculos primordiais in vitro.

4) EGF e FSH podem influenciar a transi¢ao de foliculos primordiais para primarios.
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5. Objetivos

Esta tese foi dividida em quatro capitulos e os objetivos gerais e especificos sao

descritos abaixo.

Gerais:

* Determinar a taxa de degeneragdo em foliculos pré-antrais caprinos.

» Verificar a expressdo do RNA mensageiro e da proteina para o EGF e seu receptor em

foliculos ovarianos caprinos.

* Desenvolver um meio de cultivo de base para o estudo da ativagdo de foliculos

primordiais.

« Avaliar o efeito da adicdo do FSH e do EGF ao meio de cultivo sobre o crescimento e
atresia de foliculos pré-antrais caprinos in vitro.

Especificos:

* Verificar a distribui¢do da atresia em cada categoria folicular (primordial, primario e
secundario) utilizando as técnicas de histologia classica e microscopia eletronica de

transmissao.

* Avaliar, em foliculos primordiais, primarios e secundarios, a sensibilidade de odcitos e

células da granulosa ao processo de atresia.
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* Descrever os compartimentos foliculares (oocito, células da granulosa ou da teca) que
expressam a proteina e o RNA mensageiro, para o EGF e seu receptor, durante o

desenvolvimento folicular.

e Avaliar os efeitos da SBAC e do MEM, bem como testar o efeito da adicdao de
insulina, transferrina, selénio, piruvato, glutamina, hipoxantina e albumina sérica

bovina (BSA) ao meio de cultivo sobre ativacao e atresia folicular.

« Determinar as percentagens de foliculos pré-antrais com células da granulosa em

multiplicacdo apds cultivo in vitro, utilizando o PCNA como marcador.

A seguir, serd mostrada a contribui¢do deste trabalho na forma de quatro capitulos
referentes a quatro artigos cientificos internacionais, sendo que trés ja foram publicados e

um encontra-se em fase de julgamento.
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6. Capitulo 1

Taxa de Degeneracao de Foliculos Pré-

Antrais em Ovarios Caprinos

Small Ruminant Research 43:203-209, 2002
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de degeneragcdo em foliculos pré-antrais
caprinos, bem como a distribuicdo em cada categoria folicular (primordial, primario e
secundario). Com esta finalidade, ovarios de cabras adultas foram coletados em
abatedouros locais. Para avaliar a morfologia dos foliculos pré-antrais caprinos, os ovarios
foram fixados em Carnoy por 12 h, seccionados seriadamente em intervalos de 7 pm e
corados com acido periddico de Schiff e hematoxilina. Em cada categoria, os foliculos
foram individualmente classificados como morfologicamente normais, degenerados do
tipo 1 (alteragdes observadas somente no odcito), ou do tipo 2 (alteracdes observadas
tanto no oocito como nas células da granulosa). Além disso, foi realizada uma analise
ultraestrutural em foliculos classificados como normais ou degenerados. Para andlise
ultraestrutural, pequenos fragmentos de cortex ovariano foram fixados em uma solucao
contendo 2% de paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio.
Em seguida, os fragmentos foram pos fixados em tetroxido de 6smio, desidratados em
acetona e inclusos em resina epoxi. Sec¢des ultra-finas foram preparadas somente quando
o nucleo do oocito estava visivel nas secgoes semi-finas. As sec¢oes semi-finas foram
coradas com azul de toluidina enquanto que as ultra-finas foram contrastadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo. As percentagens de foliculos degenerados, em cada
categoria, foram comparadas pelo teste do qui-quadrado (P < 0,05). Um total de 235
foliculos primordiais, 195 foliculos primarios e 101 foliculos secundarios foram
analisados utilizando a técnica de histologia classica. A percentagem de foliculos
primordiais, primarios ¢ secundarios com sinais de degeneracgao foi de 8,5, 14,3 ¢ 16,8 %,
respectivamente. Quando os tipos de degeneracdo 1 e 2 foram agrupados, a percentagem
de foliculos secundarios degenerados foi significativamente maior do que a de primordiais
e primarios. Considerando cada tipo de degeneracdo, em cada categoria folicular, uma
maior percentagem de degeneragdo do tipo 1 foi observada em foliculos primordiais e
primarios. Ao contrario, foliculos secundarios foram mais afetados pela degeneragdao do

tipo 2. Na avaliagdo ultraestrutural, os foliculos degenerados tipo 1 apresentavam retracao
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nuclear e um grande nimero de vactiolos no citoplasma do odcito enquanto que as células
da granulosa apresentavam morfologia normal com um grande nimero de mitocondrias
alongadas e reticulo endoplasmatico bem desenvolvido. Ja os foliculos degenerados tipo 2
continham odcitos extremamente vacuolizados, o que dificultava a identificacdo de
organelas. As células da granulosa apresentavam-se desorganizadas e com perda de
conexao com o oocito. Em conclusdo, uma baixa percentagem de foliculos pré-antrais
degenerados foi observada, porém, a medida que os foliculos crescem para o estagio de

foliculos secundarios tornam-se mais afetados pelos processos degenerativos.

Palavras chave: caprinos, foliculos pré-antrais, morfologia, ultraestrutura, degeneragao
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Degeneration Rate of Preantral Follicles in the Ovaries of Goats
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® Department of Cell Biology, University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Abstract

The degeneration rate of ovarian preantral follicles in goats, and the distribution in the
follicular classes (primordial, primary or secondary) was assessed. Ovaries from adult
goats were collected at a local slaughterhouse. To evaluate the morphology of the caprine
preantral follicles in situ, one fragment from each ovary was fixed individually in Carnoy
for 12 h, sectioned serially at a thickness of 7 um and stained with Periodic Acid Schift-
hematoxylin. Preantral follicles were then classified according to the stage of
development. Preantral follicles were classified individually either as morphologically
normal; as Type 1 degenerated follicles (only the oocyte was degenerated); or as Type 2
degenerated follicles (when degeneration occurred at both oocyte and granulosa cells).
The total examined was 235 primordial, 195 primary and 101 secondary follicles. The
distribution of degenerated follicles as primordial, primary and secondary follicles was
8.5, 14.3 and 16.8%, respectively. When Types 1 and 2 degenerated follicles were pooled,
secondary follicles were significantly more degenerated than primordial and primary
follicles. When degeneration Types 1 and 2 was compared in each follicular class, a
higher (P<0.05) percentage of Type 1 degeneration was observed in primordial and

primary follicles. Conversely, secondary follicles were significantly more affected by
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Type 2 degeneration. When the follicular classes were taken together, a significantly
higher percentage of Type 1 degenerated preantral follicles was observed when compared
with Type 2 degenerated follicles (P<0.05). In conclusion, a low percentage of
degenerated preantral follicles was observed and secondary follicles were more affected
by degeneration than primordial follicles. Thus, primordial follicles constitute a large and
potentially valuable source of oocytes for reproductive programs after in vitro growth and

maturation.

Keywords: Goat; Preantral follicle; Degeneration; Morphology

1. Introduction

The ovarian preantral follicles represent 90% of the follicular population
(SAUMANDE, 1991). The mammalian ovary contains thousands of follicles at birth, but
the vast majority (99.9%) become atretic during their growth and maturation (CARROL
et. al., 1990). Some investigators (BYSKOV, 1974; SADRKHANLOO et al., 1987;
HUGES & GOROSPE, 1991) maintain that atresia can occur at any stage of
development, suggesting that those follicles which ultimately ovulate have escaped atresia
many times during the course of development. Others maintain that the phenomenon of
atresia is limited to a particular stage of development (GRIMES et al., 1987;
HIRSFIELD, 1988), and that there is a single period of vulnerability during the
development of antral follicles. Quantitative data pertinent to this is scarce. Of the few
studies, most reports relate only on atresia in antral follicles (OSMAN, 1985;
HIRSFIELD et al., 1986). Others fail to define atretic follicles into classes, indicating
only the overall incidence of atresia (BYSKOV, 1974). Only a few studies provide
detailed data (HIRSFIELD, 1988) on the size distribution of atretic follicles in laboratory
species. Some of these studies indicate that atresia is restricted to a discrete

developmental period that occurs near the final stages of follicular growth (HIRSFIELD,
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1988). Conversely, in goats, BEZERRA et al. (1998) and LUCCI et al. (1999a) showed
that atresia also occurs in preantral follicles, but to our knowledge there is no information
available about what class of preantral follicles (primordial, primary or secondary
follicles) is more sensitive to atretic changes. The knowledge of the quality of preantral
follicles in each class is of importance to understand follicular atresia at the preantral
stage as well as to provide healthy oocytes for in vitro studies. The in vitro growth of
preantral follicles in combination with in vitro maturation promises to be a powerful
technology for use in assisted reproductive programs (TELFER et al., 2000). The aim of
the present study was to investigate the degeneration rate in goat preantral follicles and to
determine what class of preantral follicles (primordial, primary and secondary follicles) is

more sensitive to degenerative changes in vivo.

2. Materials and methods

Ovaries (n=45) from adult (1-3 years) cross-bred goats were collected at a local
slaughterhouse. The animals were cycling and in good body condition. The ovaries were
stripped of surrounding fatty tissue and ligaments, washed in a 70% alcohol solution for
approximately 10 s, and then twice in a 0.9% saline solution and immediately processed

as described below.

To evaluate the morphology of the caprine preantral follicles in situ, one fragment
from each ovary was fixed individually in a Carnoy solution for 12 h. The fragments were
then dehydrated in a graded series of ethanol dilutions, treated with xylol and embedded
in paraffin wax. The ovarian tissue was then sectioned serially (at a thickness of 7 pm)
and stained with Periodic Acid Schiff-hematoxylin (LUCCI et al., 1999a). Each section

was deparaffinized with xylol and rehydrated in graded alcohol. Sections were examined
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by light microscopy (Zeiss, Germany). The nucleus of the oocyte was used as a marker

for analyzing the follicles.

Preantral follicles were classified in three classes according to the stage of
development as primordial (one layer of flattened or flattened-cuboidal granulosa cells
around the oocyte); primary (a single layer of cuboidal granulosa cells around the oocyte);
or, secondary (oocyte surrounded by two or more layers of cuboidal granulosa cells)
(HULSHOF et al., 1994). Follicular morphology was evaluated based on the integrity of
the basement membrane, cellular density, presence or absence of pyknotic bodies and
integrity of the oocyte. Based on these parameters, primordial, primary and secondary
follicles were classified individually as morphologically normal; as Type 1 degenerated
follicles (only the oocyte was degenerated) or as Type 2 degenerated follicles (when

degeneration occurred at both oocyte and granulosa cells).

Ultrastructural analysis was performed using normal and degenerated follicles.
Briefly, small pieces of ovarian cortex from four ovaries were fixed in a solution
containing 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in a 0.1 M sodium cacodylate
buffer (pH 7.2). After fixation, specimens were rinsed in the buffer and post-fixed in 1%
osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM CaCl, in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer (SILVA et al., 2001). Subsequently, the samples were dehydrated in
acetone and embedded in Spurr's epoxy resin. Thin sections (60 nm) were prepared when
the oocyte nucleus was present in the semi-thin sections. Semi-thin sections (3 jtm) were
stained with toluidine blue while thin sections were then contrasted with uranyl acetate
and lead citrate, and examined using Jeol 100 C or Zeiss 912 transmission electron

microscope.

Data of degenerated preantral follicles from ovarian fragments were pooled. The

percentage of degenerated primordial, primary and secondary follicles was compared
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using a x’-test (Instat for Macintosh). Values were considered statistically significant at

0.05 or less.

3. Results

Normal preantral follicles exhibited a healthy spherical or oval oocyte with a large
central or eccentrically located nucleus. Granulosa cells, well organized in layers, without
pyknotic nucleus were observed surrounding the oocyte (Fig. 1a). Type 1 degenerated
follicles exhibited an oocyte with a pyknotic nucleus and well-organized granulosa cells
without pyknotic nuclei (Fig. 1b). A retracted oocyte and swollen granulosa cells
detached from basement membrane were observed in Type 2 degenerated follicles (Fig.
Ic). It is important to note that neither pyknotic bodies in the granulosa cells nor rupture

of the basement membrane were observed in degenerated follicles.
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