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Introducao

»Histdria do conhecimento;
*Padréao de onda;
»Classes de foliculos;
»Gonadotrofinas

*Eixo hipotalamico-gonadal-hipofisiario
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Introducao

=»Sumarizacao dos conhecimentos — Workshop 1991

Consenso




Introducao

»Avancos nas ultimas décadas

v'Ultrassonografia
v'"Métodos de dosagens hormonais
v'Biologia molecular

v'Cultivo celular

Teorias confirmadas Teorias refutadas Duvidas



Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos

= Classes de foliculos

v'Primordial - quiescéncia

v'Primario
v'Pré-antral (secundario) — responsivo a gonadotrofinas
v'Pequeno-médio antral

\/I\/Iédio-grande antral — pré-ovulatério — gronadotrofina dependente



Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos

Ovelhas

*Formacao dos foliculos na vida fetal logo apos a
diferenciacao sexual. ~ 35 dias ap0s a concepcao.

*Expressao génica nos foliculos durante essa fase.



Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos 7

PEES

*Regiao Cortical

*Atividade mitotica das oogonias
*C-Kit
*Interacdao com céls. Mesonéfricas (Kit ligand)

*Formacao do cordao ovigero

*Oogobnia forma pré-celulas da granulosa
*Céls. Epitélio de superficie

*Céls mesonéfricas



Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos 7
nupeec




Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos

e ~ 2500 sequéncias de genes expressas no 00cito
* Funcoes sinalizadoras

* Receptores para estradiol

* Receptores para fatores de crescimento (TGF-B3)
* Inibicao e estimulacao do crescimento

* Foliculos primordiais in vitro

* Hormonio Anti-Mulleriano (inibicao)



Formacgao dos foliculos primordiais e comprometidos

* Foliculos comprometidos

* Independentes de gonadotrofinas

= Classes de foliculos
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* Alteracdes nas células da granulosa

* Foliculos comprometidos  * Crescimento do odcito

» Zona pelucida



Formacao dos foliculos pré-antrais

* Desenvolvimento dos foliculos até pré-antrais

e Multiplas camadas de células da granulosa (1000-3500 céls)
* Oocito com 70-120 um

* Zona pelucida e teca interna com LH-R

* Aquisicao de enzimas para sintese de andrégenos (teca)

* Baixa taxa de atresia

» 7-8 duplicacoes da populacao da granulosa antes de formar o antrum



Formacao dos foliculos pré-antrais

Growth
150

100

50

100
10

0.1
0.01

10

1.0

0.1

Oocyte diameter (um)

/’ ‘

Granulosa cells (< 10%)

/

Follicular diameter (mm)

/

Emergence of follicular waves
and granulosa cell LH receptors /




Preantral Small-medium antral

*Remodelacao vascular da granulosa para formar o antrum

* Necessidade de manutencao da comunicacao granulosa-oocito



Interagdes foliculo-o6cito

Desenvolvimento do od6cito — Visao tradicional

* Odcito é passivo
* Regulacao enddcrina

e Células foliculares

Errado!

Fatores de crescimento
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produzidos pelo odcito.




Interagdes foliculo-o6cito

O foliculo como regulador do desenvolvimento do 00cito

* Competéncia meiodtica e de desenvolvimento — evolucao do
foliculo
* Diferenciacao da granulosa — parede e cumulus

* Pouco conhecimento a respeito



Interagdes foliculo-o6cito

O odcito como requlador do desenvolvimento do foliculo

 Fatores de crescimento secretados pelo odcito
* Granulosa

* Diferenciacao das células do cumulus

* Taxa de ovulacao

e Tamanho do foliculo



Interagdes foliculo-o6cito

O oocito como requlador do desenvolvimento do foliculo

» Regulacéo do oocito na diferenciacao das células da

granulosa

* Luteinizacao da granulosa (LH)
e Células do cumulus ???

* Funcao critica do odcito

* Experimentos in vitro

 Qualidade embrionaria




Interagdes foliculo-o6cito

O oocito como requlador do desenvolvimento do foliculo

» Regulacéo do oocito na diferenciacao das células da

granulosa

* Growth differentiation factor 9 (GDF-9)
* Bone morphogenetic protein 15 (BMP-15)
*Super familia TGF-3

e Sinalizam céls. do cumulus e granulosa



Interagdes foliculo-o6cito

O oocito como requlador do desenvolvimento do foliculo

» Regulacéo do oocito na diferenciacao das células da

granulosa

GDF-9 we) BN\|P-RI| (granulosa) === Activin-like kinase 5 (ALK-5)

+ fosforilacao \

translocagao associagao




Interagdes foliculo-o6cito

Fatores derivados do odcito que afetam a foliculogénese

v’ Mutacdes no BMP15, GDF9 e ALK6 afetam a taxa de ovulacido

(ovinos)



Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF

= O papel do IGF na foliculogénese

v Organogénese ovariana
v’ Recrutamento de foliculos primordiais
v’ Crescimento de foliculos gonadotrofina

independentes

IGF nao é necessario



Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF

» O papel do IGF na foliculogénese

v’ Sensibilidade a gonadotrofina em foliculos antrais
pequenos

v’ Estimula a transicdo de foliculo gonadotrofina
responsivo para dependente

v’ Esteroidogénese — Teca

v’ Proliferacdo e diferenciacdo — Granulosa

v’ Esteroidogénese — Granulosa

v’ Estagio de desenvolvimento



Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF-I

" As IGF binding proteins (IGFBPs) como moduladores da

atividade do IGF no foliculo

v IGF fundamental na esteroidogénese e foliculogénese
v’ Concentracio

v Regulacdo do IGF

v’ Fatores intra ovarianos — IGFBPs

v’ Se liga ao IGF

v Impede a ligacdo do IGF ao seu receptor



Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF-I

" As IGF binding proteins (IGFBPs) como moduladores da

atividade do IGF no foliculo

v’ Concentragdo de IGFBPs v/ Foliculos em crescimento

v’ Foliculos em atresia
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Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF-I

» A funcdo da pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) na

regulacao do sistema IGF

v Concentracdo de IGFBPs

v’ Protedlise

Gonadotrofinas  e————) Expressdo de PAPP-A



Regulacao da foliculogénese atraves

do sistema IGF-I

= A funcao da pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) na

regulacao do sistema IGF

v Acdo do FSH nos foliculos dominantes

I Atividade de PAPP-A

Detectado antes de diferencas no diametro, [estradiol] e [IGFBPs]

I'"Em bovinos!!



Regulacao da foliculogénese atraves
do sistema IGF-I

Estagios do
desenvolvimento folicular

Primordial Primario Secundario Pré.antral

=PAPP-A °|GF
.EZ
Diametro

= |GFBPs




Nutricdo e foliculogénese

v'Acdo direta através de nutrientes

v Acdo através de metabdlitos intermediarios

Em nivel hipotalamico

—

Hipocalcemia

— H P ope L
BEN Inibicao da pulsatilidade de LH

*Pouco reversivel a curto prazo |
*Energia

*BEP




Nutricdo e foliculogénese

Em nivel de ovario

v/Situac3o reversivel
v' Aumento de energia estimula a foliculogénese
v Nutrientes e sinalizadores metabdlicos

v’ Sensibilidade intra folicular aos nutrientes



Nutricdo e foliculogénese

dPontos a considerar...

v Energia demandada na foliculogénese

v’ Status energético como regulador

v’ Papel do efeito estimulatdrio da energia — efeito quadratico
v’ Efeito da nutricdo é ligado ao peso corporal

v' N3o hd um unico fator com efeito isolado - sinergia

27777



Nutricdo e foliculogénese

= Sistema de sensibilidade metabdlica no foliculo

v Existe

v Qual o mecanismo?

v’ Identificacdo de mediadores
metabdlicos e nutricionais da

foliculogénese




Nutricdo e foliculogénese

= O sistema leptina nos foliculos

v'Bovinos — leptina e seu RNA em células da teca e no odcito
v Fracamente expressa nas células da granulosa

v’ Receptor nas céls. da teca, granulosa e odcito



Nutricdo e foliculogénese

= O sistema leptina nos foliculos

v’ Estimulo ovulatério

v Diminuicdo da secrecdo de estradiol

v’ Imunizacdo contra IGF-I X secrecdo de estradiol

v’ Leptina — IGF-I — Granulosa — Estradiol AN

v ina — IGF-I — Esti — X
Leptina — IGF-1 — Estimulo do LH — Teca ?“\)e

v’ Efeito enddcrino




Sistema glicose-insulina no foliculo

Sistema de insulina-glicose totalmente funcional
0

L l/ == v' Proteinas do substrato receptor de
; insulina, fosfatases

v' GLUTA4 (sugere absorcao de glicose mediada pela insulina)

v Células da granulosa e teca: proteinas de transporte de glicose
Insulino-dependentes



Sistema glicose-insulina no foliculo

Qual é o papel do sistema glicose-insulina na
foliculogénese e no desenvolvimento do 06cito? ?

S o

Hipoteses...

v Sistema ou s6 a insulina: funcdes ndo especificas na
manutencao da saude e da integridade celular

v Funcdes especificas que afetam células da granulosa e a teca

o Estimula o kit-ligante
o Regula a sintese de neurotransmissores de GnRH
o Controla a transic&o de foliculo primordiais para primarios
o Controla a liberacéo de LH pela hipdfise



Adenosina monofosfato quinase ativada - AMPK

Ativada em resposta a uma mudanca na homeostase energética

Suprimento reduzido de nutrientes
(estresse nutricional e ambiental)

Transporte de glicose Sintese de ac. Graxos
Ativa a glicélise Colesterol
Ativa ox. acidos graxos Proteinas

v' Células da teca, células da granulosa e o4citos
v’ Oviério:influéncia metabdlica na foliculogénese e maturacao do oocito
v" Modulador de interacfes entre BEN e foliculogénese



Vias de integracao local e crosstalk e

sinalizacao de gonadotrofina

InteracOes entre as vias de sinalizacao

Gonadotrofinas estimulam células foliculares:
Ativacao de uma cascata divergente de vias de sinalizacao intracelular

Estimulacao nutricional de curto prazo pode modificar a funcao
folicular estimulada por gonadotrofina

Infusao de glicose 10mM/h:

total de foliculos > 1mm de diametro

v Diminuicdo da AMPK

v' Diminuicdo da AKT (aumenta a proliferacéo e sobrevivéncia celular,
estimulando o desenvolvimento do odcito)



Endocrinologia Sistémica

e ————————————
v 1991: padrdes temporais de secrecao bem definidos
v Descricdes mais precisas do padrao de secrecao

Inibinas: Feedback negativo — inibe FSH

v Estudos iniciais: inibina como regulador do
sistema endocrino de FSH

v' Aumenta a producéao de LH



Questbes técnicas: medicao de inibina e FSH @

Falta de dados sobre o efeito da nutricido sobre a inibina
Sensibilidade e especificidade baixa dos testes hormonais

Papel do feedback ovariano na mediacao de efeitos nutricionais...?
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2 )f Sufeiii__= Nutricdo estimula a
___% ks | secrecdo de inibina




Paradoxo do feedback da taxa de ovulacao

Eixo hipotalamico-hipoéfisario-gonadal:. sistema homeostatico
tende a neutralizar efeitos de fatores externos na foliculogénese

Iy 7]

»

+ foliculos ovulatorios
> taxa de secre¢ao de hormonios foliculares

> feedback inibitorio

| secrecao de gonadotrofinas

J crescimento folicular



Paradoxo do feedback da taxa de ovulacao

Se 0 n°de foliculos ovulatérios aumenta a inibicao das <
Gs necessarias ao crescimento...levando areducgdo do .,
crescimento folicular...como esses foliculos ovulam?

Hipoteses mutuamente incompativeis (1991):

 E necessario um aumento na secrecdo de FSH para
estimular a foliculogénese

« O aumento da foliculogénese leva a baixas
concentracoes de FSH




Paradoxo do feedback da taxa de ovulacao
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AMH e transicao de foliculos gonadotrofina-

responsivos para gonadotrofina-dependentes

Hormonio anti-mulleriano

v Bloqueia/inibe a ativacéo do foliculo primordial e o
crescimento do foliculo antral

v Ausente em foliculos primordiais
v' Presente em foliculos comprometidos e responsivos (antrais peq.)
v' Ausente em gonadotrofina-dependentes

Foliculos em crescimento: feedback inibitorio sobre
os primordiais

Regula a resposta dos foliculos ao FSH
(reduz receptores de LH?)




Modelo de foliculogénese em 1991 m

Comprometidos : LH e FSH n&o essenciais;
baixa atresia

—~ & Gonadotrofina-responsivos: teca — LH/céls da
th-§.® granulosa FSH; aumento da atresia; aumento da

= /’6\' exigéncia de gonadotrofinas
)

S :'K\: /j” ’I .’K@, \\;/'
D)

( ;\f‘n Gonadotrofina-dependentes: atresia em baixa

A\ ,’/LN{\(j//' [ ] de FSH; granulosa com receptores para LH
e vl ) =

) | b\ =

,: / \ ‘ Ovulatério: Sobrevive com [ ] baixas

Q) de FSH; necessita do pico de LH

- # Ovulacdo: Induzida pelo pico
de LH apos e emergéncia do
foliculo ovulatério

| Atréslé




AdicOes ao modelo

1. InteracOes oocito/células da granulosa

2. Inicio do crescimento e desenvolvimento do foliculo primordial
(desenvolvimento de foliculos comprometidos)

3. Fisiologia e crescimento de foliculos antrais
Diferenciacao dos foliculos:

gonadotrofina responsivos - dependentes - ovulatorios

4. Confirmacao: fatores metabolicos podem influenciar diretamente o
desenvolvimento folicular e assim a taxa de ovulacéao



Novo modelo
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v O04cito: maior regulador do
crescimento folicular antral e
precoce pre-antral

v' Ovulatério: capaz de ovular

dado o ambiente enddcrino
(alto estradiol, baixa

progesterona, picos de LH)

v" Dominante: Descricao
morfoldgica (foliculo maior)
Duvidosa em peguenos
ruminantes: nem sempre o0 maior
é ovulatério (atresico)



Modelo para a regulacao da taxa de ovulacao

Portdo: foliculos gonadotrofina-dependentes “entram”, evitam atresia e ovulam

Portdo = periodo de tempo durante a onda folicular em que o FSH permanece
acima do limiar requerido pelos GD para evitar atresia
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Portao estreito
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evita atresia e em

condicOes corretas
ovula



Modelo para a regulacao da taxa de ovulacao

Portao largo
Permite multiplas ovulacoes

(b) -
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Modelo para a regulacao da taxa de ovulacao

Portao de largura fixa
NUmero de foliculos aptos e no mesmo momento

(@ /" \
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of FSH
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Aumento do numero de foliculos ovulatoérios

Existe forma de aumentar o numero de foliculos pré-ovulatérios?

1. “Alargamento do portao — aumentando o FSH”
(D) - . ..
& / \ Threshoi Mantendo [FSH] acima do limiar
- ' por mais tempo
I - '
Duration of mndﬂw ----------------
T . . .~ ey ege
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Aumento do numero de foliculos ovulatoérios

2. Alargamento do portdo através da reducao do limiar de FSH

Foliculos mais sensiveis ao FSH: desenvolvimento precoce
Evidéncia direta: nao existe...limiar de FSH nao é bem definido

Cada ovelha tem seu proéprio limiar...? Raca, idade, genotipo

Evidéncias indiretas: Insulina e IGF-I

Alteracao da sensibilidade de células da granulosa para uma producao de

estradiol estimulada por FSH

Reduzem a dose de FSH necessaria para a maxima estimulacao da
producéao de estradiol



Aumento do numero de foliculos ovulatoérios

3. Aumento do numero de foliculos dependentes de gonadotrofinas

Reducao do tamanho em que eles se tornam GR (Boroola)

Aumento da populacéao de
foliculos GR e GD sem
alteracao do tamanho
(raca Romanov)

3x + foliculos em crescimento
> Populacéo de cél. da granulosa
[ ] 3X maiores

(c)

Flasma FSH

Ovulatory
follicle

Follicle

‘cohort’ ||

’f -\\n Threshaold
/ n of FSH

2N

Duration of ‘window’ i -------
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Modelo para as influéncias nutricionais

e metabolicas na foliculogénese

O Central nervous system P
Body weight EnRH, GHAH, somatostatin - nutrition
Adiposity l !
I
I e

e Pituitary gland
cH FSH, LH . Small intestine

Glucose .ﬂ- | E—
Integdratdld@ncias  weae

feedback 'C'\)

nutrigipngEs e de w.r o .

Adipose fissue Pancreas

g T = PR
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ﬁ 888 “Sovival |

catl OS
|C|ona

follculogenese?
2 efeitos nutricionais _

Odcito é alvo

Cell pyde Anti-afpoiosis

i .
; N egati'.:e Reduced Increased Increased Reduced
feedback pestradiol  inhibin? folliculogenesis atresia




Limitacdes técnicas

Reagentes biologicamente ativos, relevantes e confiaveis

v Inibina, FSH, fatores de crescimento...

Aprimoramento das tecnologias

v' Tecnologias de imagem (acompanhamento do desenvolv. folicular)
v Microarranjo, analise gendmica, protebmica

Aprimoramento dos sistemas in vitro

v" Foliculos individuais e células do ovéario



Conclusodes

Ooocito

> /A TOLICULOCENESE

cumulus

granulosa

v' Equipamentos
v' Técnicas

v Metabolismo celular

v GenOmica funcional



Excellent try, my dear Watson, but . ..

covld Y ov bV)an Mme 23 M;VVoV, old boy?
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Muito Obrigado!



