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Resumo: Esta revisao tem como objetivo discutir os principais fatores envolvidos no desen-
volvimento de foliculos antrais iniciais até a dependéncia de gonadotrofinas. Essa fase foli-
cular é caracterizada por intensa proliferacdo de células da granulosa, formacdo de uma ca-
vidade preenchida por liquido, diferenciacdo morfolégica das células do cumulus, células da
granulosa murais e recrutamento de células da teca. A interacao entre odcito, células da gra-
nulosa e da teca é determinante para o crescimento folicular e produ¢ao hormonal. Fatores
de crescimento produzidos pelo odcito, fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9) e
proteina morfogenética éssea-15 (BMP-15), regulam a prolifera¢ao e diferenciacdo de células
da granulosa, e o desenvolvimento da cavidade antral, bem como estimulam a produgao de
receptores do hormonio foliculo estimulante (FSH) nas células da granulosa. Em resposta ao
FSH, as células da granulosa secretam o peptideo natriurético tipo C (CNP), que atua através
de seu receptor para aumentar a producdao de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e
consequentemente o desenvolvimento folicular. As células da granulosa também produzem
o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e aumentam a atividade da enzima
aromatase, o que resulta em maior sensibilidade as gonadotrofinas e esteroidogénese foli-
cular. A auséncia de sinalizacao do IGF-1 causa cessacao do crescimento folicular no inicio do
estagio antral. Muitos outros fatores locais estao envolvidos na regula¢cdo do desenvolvimen-
to folicular. Por tanto essa revisao traz dados relevantes para uma melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos no controle do crescimento de foliculos antrais iniciais, enfatizando
0 papel dos fatores enddcrinos e paracrinos, a interagdo odcito-células da granulosa e os
processos de atresia folicular. Os desafios para o estabelecimento de sistemas de cultivo
eficientes para o crescimento in vitro de foliculos antrais iniciais também sao discutidos.
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Abstract: This review aims to discuss the main factors involved in the development of early
antral follicles until gonadotropin dependence. This follicular phase is characterized by inten-
se proliferation of granulosa cells, formation of a fluid-filled cavity, morphological differen-
tiation of cumulus cells, mural granulosa cells and recruitment of theca cells. The interaction
between oocyte, granulosa and theca cells is crucial for follicular growth and hormone pro-
duction. Growth factors produced by the oocyte, such as growth and differentiation factor-9
(GDF-9) and bone morphogenetic protein-15 (BMP-15), regulate granulosa cell proliferation
and differentiation and antral cavity development, as well as stimulate the production of
follicle-stimulating hormone (FSH) receptors in granulosa cells. In response to FSH, granulo-
sa cells secrete C-type natriuretic peptide (CNP), which acts through its receptor to increase
cyclic guanosine monophosphate (cGMP) production and consequently follicular develop-
ment. Granulosa cells also produce insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and increase aroma-
tase enzyme activity, which results in greater sensitivity to gonadotropins and follicular ste-
roidogenesis. The absence of IGF-1 signaling causes cessation of follicular growth at the early
antral stage. Many other local factors are involved in the regulation of follicular development.
Therefore, this review brings relevant data for a better understanding of the mechanisms
involved in the control of early antral follicle growth, emphasizing the role of endocrine and
paracrine factors, the oocyte-granulosa cell interaction and the processes of follicular atresia.
The challenges for the establishment of efficient culture systems for in vitro growth of early
antral follicles are also discussed.
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1. Introdugao

A competéncia oocitaria se refere a capacidade do gameta feminino atingir a matura-
cao, ser fertilizado e sustentar o desenvolvimento embrionadrio até o estagio de blastocis-
to . De acordo com Dode et al. @, esta competéncia é adquirida gradualmente durante o
crescimento folicular pré-antral e antral inicial. Para reforgar esta informagdo, odcitos de
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foliculos antrais de 3,0 mm sdo capazes de completar a maturacdo nuclear in vitro, enquanto
aqueles de foliculos menores (1,0 e 2,0 mm) apresentam competéncia reduzida 4. Essa ndo
competéncia dos odcitos de pequenos foliculos antrais se deve a reducdo da expressao de
genes que ativam vias de sinaliza¢do para aumentar a capacidade do odcito de responder ao
aumento das gonadotrofinas ©. A capacidade de resposta as gonadotrofinas permite que os
foliculos crescam até a selecao e dominancia ©7.

No curso do desenvolvimento folicular, a proliferacdao e diferenciacao morfolégica das
células da granulosa sao de grande importancia para preparar o foliculo para responder as
gonadotrofinas e para criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento do odcito ©. As cé-
lulas da granulosa produzem varios fatores autdcrinos e paracrinos que podem estar envol-
vidos no crescimento do odcito e na formacdo do antro ©. Além disso, os fatores derivados
do odcito estimulam a expressao dos receptores do horménio foliculo estimulante (FSHR)
nas células da granulosa, para permitir que elas se tornem responsivas as gonadotrofinas
19, O hormonio foliculo estimulante (FSH) induz a proliferacdo e viabilidade do complexo
odcito-cumulos-granulosa e também pode induzir a diferencia¢do das células da granulosa
(1, Além disso, fatores derivados de odcitos também estimulam a formac¢do da cavidade an-
tral, aumentando a expressao de proteoglicanos, como resultado da interacdo com o FSH ©.
Assim, a compreensdo dos mecanismos endocrinos, paracrinos e autdcrinos que controlam
a interacdo entre as células foliculares e o o6cito em foliculos antrais iniciais favorece o de-
senvolvimento de estratégias para promover o seu desenvolvimento in vitro @2,

A presente revisdo fornece uma visao geral dos principais fatores que controlam o de-
senvolvimento de foliculos antrais iniciais até a dependéncia de gonadotrofinas, ou seja, re-
gulacdo da proliferagdo de células da granulosa, esteroidogénese, atresia, intera¢do entre
o0citos e células da granulosa, bem como as estratégias para promover o desenvolvimento
de foliculos antrais precoces in vitro.

2. Controle endécrino do desenvolvimento do foliculo antral inicial

O desenvolvimento folicular desde o estagio pré-antral até o estagio antral inicial é con-
trolado principalmente por reguladores intraovarianos, mas pode ser estimulado pelo FSH. Os
receptores especificos para FSH sdo expressos nas células da granulosa dos foliculos secunda-
rios e antrais iniciais ¥. Quando os foliculos secundarios sao formados, as células da granulosa
expressam FSHR e as células da teca expressam o receptor do horménio luteinizante (LHR) 4.
Nas espécies domésticas e humanas, a formacdo do antro € observada quando os foliculos
tém cerca de 0,2mm (5 e tornam-se dependentes de gonadotrofina quando atingem 3,0mm
na vaca 1, 4,0mm na ovelha ", 3,0mm na cabra "®e 5,0 mm em humanos 9. O crescimento
e maturacao folicular além deste estagio, que inclui recrutamento, selecao, dominancia e ovu-
lacao, é dependente de gonadotrofinas ©%2". A aquisi¢do da dependéncia de FSH durante este
intervalo de crescimento é crucial para determinar o destino folicular, isto &, crescimento ou
atresia. O peptideo natriurético tipo C (CNP) é secretado pelas células da granulosa dos folicu-
los secundarios e antrais em resposta a estimula¢dao do FSH. O CNP atua através do seu recep-
tor (NPRB) expresso nas células da granulosa dos foliculos secundarios e aumenta a producao
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de guanosina 3',5-monofosfato ciclico (cGMP) para estimular o desenvolvimento folicular ©3.
Andlises de expressdo génica indicaram aumentos nos transcritos para receptores CNP (NPP
e NPRB) durante a foliculogénese inicial em camundongos, em associagdo com aumentos nos
peptideos CNP ovarianos ©? (Figura 1).

O fator de crescimento e diferenciagdo 9 (GDF-9) e a proteina morfogenética éssea 15
(BMP-15), ambos secretados pelo odcito, promovem a proliferacdo de células da granulosa
e o recrutamento de células da teca, eventos necessarios para a transicao dos foliculos do
estagio primario ao secundario 4, Fatores produzidos pelos foliculos secundarios, incluindo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformante (TGF),
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento de fibroblastos 2 e -7
(FGF-2 e FGF-7), BMPs e a ativina sdo necessarias para a sobrevivéncia e desenvolvimento
folicular adicional. Na fase antral, os peptideos sintetizados localmente desempenham um
papel fundamental na regulacdo do desenvolvimento folicular, através de mecanismos en-
décrinos e paracrinos (739, Dentre esses peptideos, aqueles do sistema IGF, incluindo IGF-1,
IGF-2 e as proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBPs) e alguns membros da familia FGF, como FGF-2,
FGF-7 (ou KGF), FGF- 8 e FGF-10 ©>3%, parecem ser criticos para o desenvolvimento folicular
em estagio avancado (Figura 1).

Fushii et al. 2 mostraram recentemente que complexos cumulus-odécitos (CCOs) cul-
tivados com FSH apresentam formacao de cavidade antral um dia antes daqueles que nao
receberam esse hormdnio, mostrando a importancia do FSH no desenvolvimento folicular.
Reguladores intraovarianos, IGF, ativina, fatores derivados de odcitos e proteinas das jun-
¢des comunicantes desempenham um papel central na aquisicao da dependéncia de FSH
no estagio antral inicial do desenvolvimento folicular 3. Os andrégenos derivados da teca
ligam-se aos receptores de andrdgenos (ARs) nas células da granulosa ©?, induzindo assim a
expressdo de FSHR e o crescimento folicular durante a transicao pré-antral para antral (424
29, A deficiéncia de AR no ovario de camundongos induz a apoptose das células da granulosa,
interrompe o crescimento do foliculo antral e resulta em faléncia ovariana prematura @428,
Assim, os androgenos desempenham um papel importante no crescimento, sobrevivéncia e
aquisicao da dependéncia de FSH nos foliculos antrais iniciais ¥ (Figura 1).

O horménio anti-Mulleriano (AMH) é um produto das células da granulosa a partir de
pequenos foliculos antrais que tem papel inibitério ou retardador no desenvolvimento dos
foliculos antrais. O AMH reduz a sensibilidade folicular ao FSH, diminuindo a expressdo do
FSHR. Inibe o recrutamento ciclico dependente de FSH e parece desempenhar um papel em
todo o crescimento folicular independente de gonadotrofinas. Apesar de existir uma relacao
regulatdria entre andrégenos e AMH, ndo é possivel garantir que seus efeitos sejam media-
dos pelo estradiol, via aromatizacao da testosterona @ (Figura 1).

A melatonina é encontrada no fluido folicular dos foliculos antrais humanos e tem pa-
péis importantes no controle do desenvolvimento folicular . Seus receptores foram previa-
mente detectados em células da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais ©¢". Em relacao
aos efeitos da melatonina, Barros et al. ¥2 demonstraram que esse hormonio esta associa-
do a competéncia meidtica de odcitos de foliculos antrais iniciais. A melatonina mantém a
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sobrevivéncia folicular, estimula a formacdo da cavidade antral e o subsequente crescimento
folicular e oocitario, bem como aumenta os niveis de glutationa e de mitocéndrias metaboli-
camente ativas apos cultura in vitro de foliculos secundarios de ovelhas 2.

FSH e fatores pariacrinos

Foliculo pré-antral Foliculo antral

BMP-15/GDF-9
IGF-1, KGF,
VEGF, FGF-2, FGF-8,
FGF-7 e FGF-10

—

CNP, VEGF, TGF,
IGFBPs, Melatonina,
AMH

Figura 1. Fatores que regulam o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais até os estagios depen-
dentes de gonadotrofinas.

3. Interacao odcito-célula da granulosa durante o desenvolvimento de foli-
culos antrais iniciais

E bem sabido que durante o desenvolvimento folicular; membros da familia do fa-
tor de crescimento transformante beta (TGF() e seus receptores estdao envolvidos no
controle do crescimento de odcitos e proliferacao de células da granulosa. Membros da
familia TGFB derivados de odcitos, como GDF-9 e BMP-15, regulam a proliferacdo e dife-
renciacao de células da granulosa, bem como o desenvolvimento da cavidade antral 334,
Além disso, estudos recentes indicam que estes fatores regulam a expressao de RNAm
para LHR em células do cumulus ©°, O GDF-9 derivado de o6citos promove o crescimento
de complexos cumulus-odcitos (CCOs), enquanto a BMP-15 induz a expressao do RNAm
do receptor de coriogonadotrofina (LHCGR) nas células do cumulus e a expressao do re-
ceptor de FSH nos foliculos. Tais fatores contribuem para o desenvolvimento folicular e
maturacdo oocitaria >3, GDF-9 e BMP-15 ligam-se ao receptor BMP tipo Il ¢” e recrutam
quinases semelhantes a ativina do tipo 5 (ALK5) ®® e 6 (ALK6) ¢ para, em seguida, regular
proteinas SMAD em células da granulosa. Estudos indicam que o GDF-9 aumenta o cres-
cimento e a diferenciacdo dos foliculos pré-antrais em cultivo “® e promove a biossintese
e proliferacdo de andrégenos nas células da teca @Y. Além desses fatores, a proteina
R-espondina2 também é um importante fator paracrino que pode promover a prolife-
racao de células da granulosa “?. O FGF-2 e seus respectivos receptores também estao
envolvidos no desenvolvimento inicial dos foliculos antrais ¢& 4344, O FGF-2 sozinho ou em
associacdo com VEGF-A influencia a esteroidogénese e a proliferacdao de células da gra-
nulosa de bufalos, regulando a expressao de RNAm do citocromo P450 19A1 (CYP19A1),
antigeno nuclear de proliferacdo célular (PCNA) e proteina X associada a Bcl-2 (BAX) “44%)
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(Figura 2). Além disso, Mattar et al. “® relataram que o VEGF-A e o FGF-2 promovem a
formacao de redes de células endoteliais durante o cultivo in vitro de células da teca, tais
estruturas apoiam o desenvolvimento folicular sucessivo até o estagio pré-ovulatoério.

As células da granulosa desempenham um papel no desenvolvimento dos foliculos
antrais, promovendo o desenvolvimento do complexo odcito-células da granulosa e forne-
cendo trifosfato de adenosina (ATP) aos odcitos “®. Além disso, Yang et al. “® demonstra-
ram a influéncia do BPM-4, derivado de células da teca, na esteroidogénese em foliculos
antrais iniciais. O CNP também é um fator estimulante para foliculos antrais iniciais ©9
(Figura 2). Em associacao com as células da granulosa, as células da teca contribuem para
a sintese da inibina a; que é um horménio que inibe a produg¢do de FSH “9. Yang et al. “®
demonstraram a influéncia do BPM-4, proveniente das células da teca, na esteroidogénese
e nos foliculos antrais iniciais.

Fatores derivados de oocito

-GDF-9 Expansio das células do cumulus
-BMP-15 Receptores de LT e FSTI
-FGF-2 CYP19A1 e PCNA

Fatores derivados das células da granulosa

-ATP Fontes de energia
Crescimento folicular

-R-spondin2 Proliferacio de células da granulosa

Fatores derivados das células da teca
| -BMP-4 fEsteroidogénese

Figura 2. Interac¢des odcito-células da granulosa durante o desenvolvimento inicial dos foliculos antrais.

4. Controle da proliferacao de células da granulosa e producao de estradiol
durante o desenvolvimento de foliculos antrais iniciais

Nos foliculos antrais iniciais, as células da granulosa sao altamente proliferativas, mas
suscetiveis a apoptose. Os fatores secretados pelo odcito, como GDF-9 e BMP-15, regulam
a proliferacdo e sobrevivéncia das células da granulosa ©. Além disso, a prolifera¢cdo de
células da granulosa depende da ciclina D2 para ativar os membros da familia CDK2, CDK4 e
CDK®6 da quinase dependente de ciclina (CDK) ©2. Nos foliculos em desenvolvimento, o FSH
estimula a proliferacdo das células da granulosa e a aromatizacao de andrégenos em estro-
génios. Os estrogénios também estimulam a proliferacdo das células da granulosa ©3, Um
aumento no estradiol esta associado a um aumento na expressao de genes para aromatase,
3B-HSD e receptores para FSH e LH nas células da granulosa (Figura 2)©4.

O neuropeptideo neuronal Y (NPY) esta fortemente presente nas células da granulosa e
a abundancia de mRNA para o NPY é maior nos foliculos antrais iniciais do que nos foliculos
antrais tardios. Além disso, o NPY aumenta a proliferacdo de células da granulosa através do
receptor NPY Y5 (NPY5R) e da proteina quinase ativada por mitégeno (MEK) ©>. Baddela et al.
68 relataram que, nas células da granulosa, o fator 1 indutivel por hipdxia (HIF1) regula trans-
cricionalmente genes associados a esteroidogénese, como proteina reguladora aguda da es-
teroidogénese (StAR), 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B) e CYP19A1) e proliferacao
(CCND2 e PCNA). O inicio da expressao do mRNA do StAR ocorre em foliculos antrais iniciais
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de 1,0 mm de diametro ©”. Além disso, FSH e LH, juntamente com citocinas intraovarianas,
induzem a expressao de enzimas esteroidogénicas em células da granulosa, incluindo StAR,
CYP11a1, 3BHSD e CYP19a1, como mostra a Figura 3 8, A expressao de RNAm para LHR é
encontrada em células da granulosa de foliculos menores que 5 mm ©9),

O potencial esteroidogénico folicular envolve uma série extensa e altamente coordena-
da de estagios de desenvolvimento. Durante esse processo, apds intensa proliferacao das
células da granulosa e da teca (até 100 vezes), elas se diferenciam em células enddcrinas es-
pecializadas. Os esteroides ovarianos sao sintetizados pela cooperac¢do dessas células. As cé-
lulas da teca sintetizam andrdgenos através da atividade enzimatica do citocromo P450 17A1
(CYP17A1) ©3. Foliculos maiores que 2 mm de diametro expressaram fortemente mRNAs de
LH-R e CYP17A1 na maioria das células da teca ©®°. Os andrégenos sdo entdo convertidos
em estrogénios pela aromatase (CYP19) produzida pelas células da granulosa. Além disso, a
progesterona € produzida pelas células da granulosa e utilizada pelas células da teca para
sintetizar andrégenos @9, StAR, CYP11a1 e CYP19a1 sao as principais enzimas no processo de
sintese hormonal ©" (Figura 3).

As células da granulosa expressam o receptor de estradiol, que contribui para o de-
senvolvimento folicular 2, As atividades autdcrinas e paracrinas do estradiol nas células da
granulosa estimulam a atividade da enzima aromatase, aumentando a sensibilidade a gona-
dotrofina e a expressao do IGF-1 ®9. No ovario, o IGF-l estimula a esteroidogénese folicular e
aumenta a producao de estradiol. A auséncia de IGF-I resulta na interrup¢ao do crescimento
folicular na fase pré-antral/antral inicial, uma vez que estes foliculos nao respondem a gona-
dotrofina ©%¢", Nas células da granulosa, o efeito estimulador do FSH no CYP19 e na proteina
quinase B (AKT) depende do IGF-I e da expressao e ativacao do IGF-IR (61). Além disso, o FSH
induz a producdo de estradiol através da sinalizacao dependente de FSHR-cAMP para induzir
a transcri¢cdo do gene CYP19A1 7). Apds o recrutamento folicular, as gonadotrofinas redu-
zem gradativamente a proliferacao das células da granulosa e induzem sua diferenciacdo
para produzir estradiol ©® (Figura 3).

Foliculo
antral inicial

Expressio de genes para aromatase, 38-HSD e
receptores para FSH e LH

L]

Produciio de estrogénio

Célula da granulosa

FSH ) _, Proliferagao —[

Aromatizagio androgénica
Expressao enzimatica

Cyp19al) EsteroldogéneseJ

FSHeLII | >3 * (StAR,Cyplial, 3pHSD e ~
Sensibilidade as gonadotrofinas
g s _~

Estradiol ) " U Enzima aromatase

. Estimula o efeito do FSH na CYP19
IGF-1 ’ =2
e na proteina quinase B (AKT)

Figura 3. Influéncia do FSH, LH estradiol e IGF-I nas células da granulosa na promocao da prolifera-
¢ao e producao de enzimas envolvidas na esteroidogénese.
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5. Atresia folicular durante o desenvolvimento de foliculos antrais iniciais

Ao nascer, os ovarios contém milhares de foliculos, mas apenas uma pequena propor-
¢do se desenvolve até a ovulacdo, enquanto a grande maioria (~99,9) é perdida por atresia. A
atresia folicular ndo ocorre igualmente durante o desenvolvimento folicular, diferindo entre
foliculos pré-antrais e foliculos antrais ©®. Spanel-Borowski et al. ©9 relataram dois tipos de
padrbes atrésicos em foliculos ovarianos, nomeadamente o tipo A, no qual o odcito dege-
nera enquanto as células da granulosa permanecem intactas, e o tipo B, no qual as células
da granulosa mostram sinais de degeneracao extensa enquanto o odcito permanece inicial-
mente nao afetado. O tipo A é a forma predominante de atresia nos foliculos pré-antrais 79,
enquanto nos foliculos antrais tardios apenas se observa o tipo B, sendoa apoptose das cé-
lulas da granulosa na presenca a principal caracteristica da atresia em foliculos antrais gran-
des ©°. Nos foliculos antrais iniciais, as primeiras altera¢des que indicam atresia ocorrem no
00cito, como retracao da cromatina nuclear e fragmentacao do odcito, enquanto altera¢des
nas células da granulosa nesses foliculos sdo raramente encontradas 9.

Quando o ambiente paracrino ou enddécrino ndo é adequado para suportar o cresci-
mento dos odcitos e/ou a proliferacdo e diferenciacdo de células foliculares, a atresia pode
ocorrer através das vias de necrose, necroptose, autofagia e apoptose “"(Figura 4). A via de
necrose e necroptose apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes e sao caracte-
rizadas por aumento do volume celular, permeabiliza¢do e ruptura da membrana plasma-
tica, que levam a morte celular “". Geralmente, a necrose é iniciada por mecanismos nao
celulares, como isquemia, deficiéncia nos niveis de ATP e trauma, levando a danos celulares
irreversiveis “". A necroptose é iniciada pelo fator de necrose tumoral-a (TNFa) e operada
através da proteina quinase-1 e 3, que interagem com seus receptores serina / treonina-pro-
teina quinase 1 e quinase 3, respectivamente, bem como pelo dominio semelhante proteina
de linhagem mista quinase (MLKL) “". Zhou et al. "2 mostraram que o processo de autofagia
esta envolvido com atresia em foliculos secundarios e antrais iniciais. A autofagia é uma for-
ma evolutivamente conservada de processo intracelular que envolve proteinas e organelas
danificadas para degradacao e reciclagem (Figura 4).

Acredita-se que a apoptose das células da granulosa nos foliculos antrais tardios seja
desencadeada por niveis insuficientes de FSH ou numero reduzido de receptores de FSH 3.
A auséncia de LH e o declinio do FSH circulante fazem com que os foliculos subordinados di-
minuam o seu crescimento e, eventualmente, resulta em atresia 4. O FSH protege as células
da granulosa do dano oxidativo e resgata as células da granulosa da apoptose. Acredita-se
que o FSH resgate as células da granulosa dos foliculos antrais da apoptose por meio da
ativa¢do da via de transducdo do sinal fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K)-AKT. A ativacao da
fosfoinositideo 3-quinase (PI3K)/Akt através da ligacdo do FSH ao seu receptor leva a fosfori-
lacao da subfamilia box O dos fatores de transcricao forkhead (FOXO), que influencia, entre
outros processos, a sobrevivéncia das células da granulosa 73,
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Apoptose de células da granulosa
resultante da redugéo de FSH ou
de seus receptores.

__— Apoptose —

— Necrose | Mecanismos néo celulares:
isquemia e deficiéncia de ATP

N
| Autofagia
Necroptose N Processo intracelular de
’ ~ degradagéo e reciclagem de

proteinas e organelas.

Iniciado pelo TNFa e operado pelas
proteinas quinase-1 e 3 interagindo
com RIPK1, RIPK3 e MLKL.

Figura 4. Mecanismos envolvidos na atresia em foliculos antrais iniciais.

6. Estratégias para o desenvolvimento in vitro de foliculos antrais iniciais

Varios estudos investigaram a relagdo entre o tamanho folicular e oocitario com a aqui-
sicao de competéncia de desenvolvimento oocitaria in vitro, e muitos estudos concentraram-
-se no desenvolvimento de protocolos de cultivo que podem apoiar o desenvolvimento de
oocitos a partir de foliculos antrais iniciais (Figura 5). Harada et al. ¥ demonstraram pela pri-
meira vez que odcitos de 90,0 a 99,0 um de foliculos antrais iniciais (0,5 a 0,7 mm) de bovinos
podem crescer e adquirir competéncia de desenvolvimento in vitro, na presenca de hipoxan-
tina e FSH. Da mesma forma, Yamamoto et al. ”” demonstraram que, além de serem capazes
de crescer e adquirir competéncia de desenvolvimento in vitro, odcitos (90,0 a 99,0um) de
pequenos foliculos bovinos eram capazes de produzir descendentes apds passarem por ma-
turacao, fertilizacao e posterior cultivo in vitro.

Ao cultivar foliculos antrais isolados com diametro entre 0,2 e 0,5 mm, observou-se que,
assim como os CCOs (0,4 e 0,7), os foliculos também podem crescer durante o cultivo in vitro,
e 0s 00citos atingem competéncia meidtica ?®. Na espécie caprina, além de obter melhora na
maturagao oocitaria in vitro, foi relatada a produc¢do de embrides a partir de odcitos prove-
nientes de pequenos foliculos antrais cultivados in vitro 9. Cadenas et al. ® mostraram que
foliculos antrais iniciais de cabras cultivados em meio contendo insulina (10 ng/mL) associa-
da ao hormonio do crescimento (50 ng/mL) sao capazes de manter o crescimento e a matu-
racao de odcitos in vitro em niveis semelhantes aos que cresceram in vivo. Da mesma forma,
ao observar o efeito da estimulacdo do FSH humano recombinante (hrFSH) nos foliculos
antrais iniciais de cabra, o hrFSH melhorou o desenvolvimento do foliculo antral de maneira
dependente da concentracao V. Lopes e al. ® também demonstraram que foliculos antrais
inicias isolados de estroma ovariano caprino sao capazes de crescer e sobreviver in vitro por
um curto periodo de tempo, apds passarem por um processo de vitrificacdo. Em bovinos,
recentemente Cordeiro et al. ® relataram que a presenca de N-acetilcisteina (NAC) no meio
de cultivo de foliculos antrais iniciais reduz os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
mantém a integridade dos odcitos durante o cultivo.

O cultivo in vitro de CCO e foliculos isolados garante a comunicacao bidirecional entre
odcitos e células da granulosa através de projec¢des transzonais (TZPs), o que é crucial para a
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ocorréncia de eventos moleculares necessarios ao desenvolvimento folicular e oocitario até
a ovulagdo. Tais eventos envolvem, além da separacdo cromossémica, a caracterizagdao da
matura¢ao nuclear, envolvem também a distribuicao de organelas citoplasmaticas, o esto-
que de RNAm, proteinas e outros fatores, que sdo cruciais para que o ovocito consiga reto-
mar a meiose e apoiar a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario 4.

Alguns estudos ja relataram o nascimento de bezerros vivos a partir de odcitos recu-
perados de foliculos antrais iniciais, mas a viabilidade e a competéncia de desenvolvimento
destes odcitos in vitro podem ser melhoradas 788, Assim, nosso grupo de pesquisa tem
se concentrado no desenvolvimento de protocolos de cultivo que favorecam a aquisi¢ao de
competéncia oocitaria in vitro. Bezerra et al.®” demonstraram que hemissecc¢des foliculares
em associa¢do com cilostamida apresentam efeito sinérgico na manutencao de odcitos na
vesicula germinativa durante cultivo in vitro. Barrozo et al. ® mostraram que a presenca des-
se NAC no meio de cultura aumenta a porcentagem de retomada meiodtica e a distribuicdo
de TZPs, bem como reduz os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS), indicando que a
inclusao de antioxidantes é importante para otimizar os sistemas de MIV. Este e outros auto-
res 89 sugeriram que o sistema de cultura bidimensional (2D) é mais adequado para culturas
de odcitos de foliculos antrais precoces com duragdo de até 4 dias, enquanto em periodos de
cultura superiores a 4 dias, o sistema tridimensional (3D) € mais adequado.

A cultura de foliculos antrais iniciais isolados também pode representar uma alternativa
promissora para o fornecimento de odcitos competentes para utilizacdo em protocolos de
maturacao in vitro ©%, uma vez que esta comunicagao entre ovocitos e células da granulosa
é mantida. Porém, a escolha do tamanho folicular é fundamental para a aquisi¢do de com-
peténcia no desenvolvimento oocitario. Ja foi demonstrado que odcitos de foliculos antrais
inicias (1 e 2mm) apresentam competéncia significativamente reduzida em comparagao com
odcitos de foliculos antrais maiores (>3mm) G4, Bezerra et al. ®® demonstraram que os ni-
veis de RNAm para transcritos envolvidos no processo de desenvolvimento do o6cito, como
histona com ligante especifico do odécito (H1FOO), GDF-9 e ribonuclease poli (a) especifica
(PARN), aumentam em odcitos quando os foliculos crescem de foliculos antrais secundarios
para pequenos, médios e grandes.

Os odcitos (90 a 99um) foram capazes de
crescer, adquirir competéncia de
desenvolvimento in vitro e, apos passarem pela
maturagdo, fertilizagdo e posterior cultivo in
vitro, produziram descendentes (76

Foliculos antrais cultivados em meio base com insulina
associada ao hormdnio do crescimento, sdo capazes de
manter o crescimento e a maturagdo dos odcitos in vitro
em niveis semelhantes aos in vivo (0,

—

Vaca .20(;6

Odcitos (90 a 99 um) de foliculos Foliculos antrais (0,2 e 015 mm) e do estroma ovariano sdo capazes
antrais iniciais sio capazes de CCOs de foliculos antrais (0.4 e de crescer e sobreviver a cultura in
crescer ¢ adquirir competéncia de 0,7 mm) podem crescer in vitro, e vitro por um curto periodo de
desenvolvimento in vitro.7” . os  odcitos  podem  atingir tempo ap0ds a vitrificagdo (2.

competéncia meidtica %, - ;
P A primeira produgdo de embrides

foi obtida a partir de odcitos de
foliculos antrais iniciais cultivados
in vitro 7).

Figura 5. Representacdo esquematica dos principais avan¢os no cultivo in vitro de foliculos
antrais precoces.
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7. Conclusoes

O desenvolvimento de foliculos antrais inicias até a dependéncia de gonadotrofinas en-
volve uma ampla gama de processos, que podem ser decisivos para o crescimento folicular,
esteroidogénese e aquisi¢cdo de competéncia oocitaria. A interacdo mutua entre odcitos e cé-
lulas foliculares influencia diretamente o destino folicular e do odécito. Além disso, o cultivo in
vitro de foliculos antrais iniciais abre novas perspectivas para utilizacdo de seus odcitos para
fertilizacao in vitro e proporciona uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos no
controle de foliculos antrais iniciais.
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