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RESUMO - Diversos processos celulares, tais como a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciagdo, adesdo e
migracdo celular, sdo controlados por uma variedade de fatores de crescimento. Dentre estes fatores destaca-se a
familia do fator de crescimento epidermal (EGF), que é constituida de pelo menos oito membros, descritos como
importantes mediadores da fungdo ovariana. Sua a¢do no desenvolvimento folicular e embriondrio é mediada por
receptores transmembrandrios do tipo tirosina quinase, capazes de interagir com pelo menos seis diferentes
membros desta familia. O presente trabalho tem como objetivo abordar o papel da familia EGF no
desenvolvimento folicular e embriondrio em mamiferos.
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ABSTRACT - Several cellular processes, such as cell survival, proliferation, differentiation, adhesion and
migration, are controlled by a variety of growth factors. Among these factors it is possible to highlight the
epidermal growth factor (EGF) family, which is constituted of at least eight members, described as important
mediators of ovarian function. Its action on the follicular and embryo development is mediated by tyrosina kinase
transmembrane receptors that are able to interact with at least six different members of this family. This paper
aims focus on the role of EGF family on follicular and embryonic development in mammals.

Keywords: EGF, tyrosine kinases receptor, ovarian follicle.

INTRODUCAO controlam o crescimento e a diferenciagdo celular
(Lafky et al., 2008).

A maioria dos eventos biolégicos relacionados a
fisiologia ovariana em mamiferos, como a No foliculo ovariano, o EGF estimula a mitose nas
proliferacio das células da granulosa, a células foliculares (granulosa/teca) (Celestino et al.,
esteroidogénese e a maturagdo do odcito, & 2009), induz o crescimento do odcito (Gall et al.,
influenciada por diversos fatores de crescimento 2004), mantém a viabilidade folicular (Celestino et
(Van den Hurk & Zhao, 2005), incluindo aqueles al., 2009), favorece a produgdo de esterdides
pertencentes a familia do fator de crescimento (Jamnongjit et al., 2005), promove a expansdo das
epidermal (EGF) (Riese & Stern, 1998; Silva et al., células do cumulus (Bolamba et al., 2006) e ainda
2006). A familia EGF ¢é composta por vdrios exerce um papel determinante na maturacio nuclear
membros, a saber: o fator de crescimento oocitaria (Farin et al., 2007; Hatoya et al., 2008) e
transformante-o. (TGF-a)), o fator de crescimento citoplasmatica (Merlo et al., 2005; Rossi et al.,
semelhante ao EGF ligado a heparina (HB-EGF), a 2006). Além disso, possui um importante papel no
anfiregulina  (AR), a epiregulina (EPR), a desenvolvimento embrionario inicial (Klonisch et al.,
betacelulina (BTC) e as neuregulinas (NRG1-4) 2001). Diante das fortes evidéncias do papel do EGF
(Park et al., 2004; Conti et al., 2006). A atividade e dos demais membros de sua familia no controle da
biolégica dos membros desta familia é mediada por foliculogénese ovariana, o presente trabalho tem
receptores do tipo tirosina quinase, localizados na como objetivo abordar o papel da familia EGF no
superficie da membrana plasmadtica, responsaveis por desenvolvimento folicular e embriondrio em
iniciar e manter uma complexa rede de eventos que mamiferos.

* Autor para correspondéncia. E-mail: gomesvet@hotmail.com.
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FATORES DE CRESCIMENTO
PERTENCENTES A FAMILIA EGF

A maioria dos fatores de crescimento possui
precursores soliveis que sdo biologicamente inertes,
cuja existéncia se limita aos compartimentos
citoplasmdticos onde o processamento de proteinas
secretoras normalmente ocorre (Singh & Harris,
2005). Por outro lado, alguns fatores de crescimento,
como os membros da familia EGF, sdo sintetizados
como proteinas ancoradas a membrana celular
(Massague & Pandiella, 1993). Estudos t&€m
demonstrado que mesmo ligados a membrana
celular, momento em que sdo denominados de proé-
fatores, estas protefnas ji podem produzir sinais
mitogénicos, através do contato célula-célula
(Iwamoto & Mekada, 2000). Contudo, o principal
estimulo mitogénico induzido por estes fatores
ocorre quando estas protefnas estdo livres e
biologicamente ativas (Massague & Pandiella,
1993).

As informagdes a respeito dos precursores dos
membros da familia EGF sido excassas, no entanto,
sabe-se que precursores proEGF, sdo glicoproteinas
que pesam entre 140 e 170 kDa. Quando expressos,
os proEGF sdo normalmente liberados dentro de
poucas horas no espaco extracelular por clivagem
proteolitica no dominio C-terminal do EGF, gerando
um fragmento soldvel similar ao tamanho do seu
precursor (Massague & Pandiella, 1993). Os
mecanismos moleculares responsaveis por ativar os
proEGF ainda ndo estdo completamente elucidados.
Contudo, algumas metaloproteinases
transmembrandrias dependentes de zinco tém sido
implicadas neste processo (Sanderson et al., 2006).

A familia de fatores de crescimento semelhante ao
EGF ¢ constituida pelos ligantes EGF, AR, TGF-a,
BTC, HB-EGF, EPR e ainda pelas neuroregulinas 1,
2, 3 e 4 (NRGI1-4). Esses ligantes possuem em
comum um dominio de 45-55 aminoacidos incluindo
seis residuos de cisteina que interagem
covalentemente formando trés alcas, responsdveis
pela especificidade de ligacdo aos respectivos
receptores (Casalini et al., 2004).

FAMILIA DE RECEPTORES EGFR/ERBB

Os fatores de crescimento da familia EGF podem se
ligar a  diferentes tipos de  receptores
transmembrandrios conforme mostrado na Figura 1.
A molécula do receptor de EGF € uma glicoproteina
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de 170 kDa (Herbst, 2004), cujo gene esta localizado
no brago curto do cromossomo 7 (Davies et al.,
1980). Atualmente, os receptores dos membros da
familia EGF sido conhecidos como EGFR/ERBB,
sendo constituido por quatro representantes: (a)
EGFR/ERBB1/HERI; (b) ERBB2/HER2/NEU; (c)
ERBB3/HER3 e (d) ERBB4/HER4. Estes receptores
sdo do tipo tirosina quinase e possuem um dominio
transmembrandrio que separa a regido tirosina
quinase intracelular da porgdo extracelular, onde
ocorre a ligagdo do ligante ao receptor (Roskoski,
2004), também mostrado na Figura 1.

A regido extracelular € composta por quatro
dominios (I-IV) com alta homologia estrutural
(Warren & Landgraf, 2006). Os dominios I e IIT sdo
ricos em leucina e sdo importantes para a ligacdo dos
fatores de crescimento, enquanto os dominios Il e IV
sdo ricos em cistefnas. O dominio II é responsivel
pela dimerizagdo dos receptores EGFR/ERBB (Citri
& Yarden, 2006), que pode ocorrer entre receptores

iguais  (homodimeros) como, por exemplo,
ERBB1/ERBB1 ou entre receptores diferentes
(heterodimeros) como, por exemplo,
ERBBI/ERBB2, tendo como consequéncia a

internalizacdo do receptor (Citri & Yarden, 2006).

A ativagdo dos receptores EGFR/ERBB pelos
ligantes induz a dimerizacdo destes, seguida de
fosforilagdo de residuos de tirosina, responsavel por
iniciar a transdugdo de sinais e consequente cascata
de eventos intracelulares, e internalizacio do
complexo ligante-receptor. Apds a internalizag@o, o
ligante € degradado nos lisossomos e o receptor é
reciclado a partir do compartimento endossomal e
retorna para o mesmo dominio da membrana
plasmética onde se originou, iniciando novamente o
processo de sinalizagdo (Figura 2). Esse mecanismo
é semelhante entre os diferentes ligantes da familia
EGF (Yarden, 2001; Singh & Harris, 2005; Citri &
Yarden, 2006).

O processo de internalizacdo do EGFR desempenha
importantes funcdes no ciclo de vida do receptor,
podendo induzir a diminuicdo da sua expressdo na
membrana plasmdtica (downregulation) e, ainda,
contribuir como mediadores da sinalizagdo
mitogénica (Kim et al., 2003). Esses eventos
controlam uma variedade de respostas bioldgicas
como proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e a
modulagdo da apoptose (Roskoski et al., 2004).
Entretanto, mutacdes e super-expressoes envolvendo
esses fatores tém sido frequentemente citadas e
correlacionadas com doengas hiperproliferativas
como o cancer (Hynes & Lane, 2005).
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Figura 1. Familia de ligantes semelhantes ao fator de crescimento epidermal — EGF (TGF-a: fator de crescimento
transformante-o, HB-EGF: fator de crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina, AR: anfiregulina, EPR: epiregulina,
BTC: betacelulina e NRGI-4: neuregulinas 1 a 4) e seus receptores (EGFR/ERBB1/HER1; ERBB2/HER2/NEU;
ERBB3/HER3; ERBB4/HER4). Cada receptor é composto por quatro dominios extracelulares, um dominio intracelular
tirosina quinase e um sitio de fosforilizagdo C-terminal. Os dominios de liga¢do I e III do ERBB2, bem como o sitio de
fosforilacdo da tirosina quinase do receptor ERBB3 (HER3) inativos estdo representados por X. Fonte: Adaptado de
Roskoski (2004).
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Figura 2. Regulac@o do processo de sinalizacdo dos membros da familia EGF. (1) Formagdo de homo ou heterodimeros. (2)
Endocitose e internalizagdo do complexo ligante-receptor. (3) Dissociacdo do complexo ligante-receptor no compartimento
endossomal. (4a) Degradacdo do ligante nos lisossomos. (4b) Expressao do receptor reciclado na superficie da membrana
celular. Adaptado de Citri & Yarden (2006).

PRINCIPAIS VIAS DE SINALIZACAO dimerizacdo do receptor, levando ao aumento da
atividade quinase e autofosforilagdo dos residuos de
tirosina (Greenfield et al., 1989). Esses residuos de
tirosina fosforilados servem como sitios para
moléculas adaptadoras e sinalizadoras responsdveis

por iniciar uma série de cascatas de eventos

Em condicdes fisioldgicas de expressdo do receptor,
a associacdo do ligante ao dominio extracelular
provoca uma mudanga conformacional que induz a
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intracelulares. Dependendo do ligante, a familia de
receptores ERBB pode formar quatro homodimeros
ou seis heterodimeros. O ERBB2 ¢ o receptor mais
comum na formagdo de heterodimeros, sendo os
mais frequentemente encontrados ERBB1-ERBB2,
ERBB2-ERBB3 ¢ ERBB2-ERBB4 (Graus-Porta et
al., 1997; Zaczek et al., 2007). Essa caracteristica
pode ser explicada pela estrutura de sua regido
extracelular (Hynes & Lane, 2005), cujos dominios
de ligacdo I e III sdo inativos (Figura 1 - Roskoski,
2004). A heterodimerizagdo aumenta a diversidade
de ligantes reconhecidos pelos receptores
individuais, além de permitir o recrutamento de
diferentes moléculas adaptadoras e sinalizadoras,
que ativam diferentes vias de sinalizacdo (Yarden,
2001; Roskoski, 2004).

A cascata de transducdo do sinal via ativagdo do
EGFR/ERBB ¢ bastante complexa e envolve
indmeras vias de sinalizagdo celular. Contudo,
algumas vias que auxiliam na transmissdo de sinais
dos receptores tirosina quinases ao nicleo ja foram
identificadas, sendo as principais: (a) via
RAS/RAF/MAPK, (b) via fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e (c) via STAT, que podem ser
visualizadas na Figura 3, tendo como base a ligagdo
do EGF.

A ativacdo das proteinas RAS/RAF pelos receptores
tirosina quinase possui meia vida muito curta,

tornando este estimulo insuficiente para induzir a
proliferacdo ou diferenciac@o celular. Na tentativa de
tornar esses eventos mais duradouros, um sistema de
transmissdo composto por multiplas cascatas de
sinalizacdo € ativado (Alberts et al., 1997). As
proteinas RAS e RAF ativadas fosforilam as MEK
(quinase ativadora da MAPK), as quais ativam as
proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK)
(Moraes, 2008). A ativagdo da MAPK é um evento
chave para muitos processos celulares, incluindo
proliferacdo, diferenciag@o e apoptose (Davis, 1993).

A via PI3-quinase (PI3K) é considerada um padrdo
de sinalizacdo “cldssico” consistindo de vdrias
moléculas  sinalizadoras  incluindo  quinases,
fosfatases e fatores transcricionais que estabelecem
cascatas de sinalizacdo intracelular fundamentais
para  regulacdo da  proliferacdo  celular,
sobrevivéncia, migragdo e metabolismo (Blume-
Jensen & Hunter, 2001; Cantley, 2002). Das trés
classes de PI3-Ks conhecidas, somente a classe Ia é
ativada pelos receptores do tipo tirosina quinase. A
interacdo entre PI3-K e os receptores EGFR/ERBB ¢
requerida para ativacdo desta via (Carpenter et al.,
1993). O principal mediador da ac¢do da via PI3-K na
sobrevivéncia e proliferacio € a molécula
sinalizadora Akt, também conhecida como proteina
quinase B (PKB), e pode ainda ser o principal
mediador dos efeitos antiapoptdticos da ativagdo do
EGFR.

Complexo ligante-receptor

CITOPLASMA
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Progresséao do ciclo celular
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Sobrevivéncia || Proliferagdo ” Apoptose ” Metastase

Figura 3. Ativagdo do ciclo celular (sobrevivéncia, proliferagdo, apoptose e metdstase) por diferentes vias de sinalizagdo,
decorrente da fosforilagdo dos residuos de tirosina quinase induzida pela ligacao do ligante (EGF) ao receptor EGFR.
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As proteinas STAT, tém sido implicadas na
sinalizacio do EGFR. Entretanto, o modo de
ativacdo parece ser significativamente diferente
daqueles utilizados por receptores de citocinas, que
sdo mediados pela familia JAK quinases (revisado
por Leonard, 2001). Estudos apontam que as STAT
sdo constitutivamente associadas com EGFR
(Olayioye et al., 1999; Xia et al., 2002). Em adigao,
estudos t€m implicado a Src quinase na ativagdo de
STAT dependente de EGF (Olayioye et al., 1999;
Kloth et al., 2003), ndo estando ainda claro nesse
caso se a Src atua aumentando ou diminuindo a
ativagdo do EGFR.

LOCALIZACAO E EXPRESSAO DO LIGANTE
EGF E RECEPTOR EGFR NO OVARIO

Indmeros estudos tém demonstrado que o EGF é um
potente fator mitogénico, capaz de estimular a
proliferacdo de diferentes tipos celulares, incluindo
as células somaticas ovarianas (Toyoda et al., 1997).
Dessa forma, diversos estudos tém examinado a
localizacdo de ligantes especificos aos receptores
ERBB/EGFR  durante as varias fases da
foliculogénese em diferentes espécies (hamster: Roy
& Greenwald, 1990; humano: Maruo et al., 1993;
suino: Singh et al., 1995; caprino: Gall et al., 2004).
No entanto, o padrio de expressdo dos ligantes, bem
como dos receptores desses fatores tem gerado
resultados conflitantes durante o desenvolvimento
folicular. Em relagdo ao EGF, Lafky et al. (2008)
sugerem que as discrepancias no padrio de
expressdo desse ligante, bem como de seu receptor
durante o desenvolvimento folicular, podem ser
atribuidas ao uso de diferentes técnicas, bem como a
espécie estudada.

Estudos na drea de biologia molecular tém
demonstrado a expressido da proteina e RNAm para
EGF e seu receptor no odcito e células da granulosa
de foliculos pré-antrais e antrais de ratas (Feng et al.,
1987), porcas (Singh et al., 1995), vacas (Lonergan
et al.,, 1996), camundongas (Hill et al., 1999),
mulheres (Qu et al., 2000), hamsters (Garnett et al.,
2002) e macacas (Fru et al., 2007), além de células
luteais de ratas (Tekpetey et al., 1995), porcas
(Singh et al., 1995) e macacas (Fru et al., 2007).

Especificamente na espécie humana, a presenga de
EGF e EGFR foi confirmada em todas as fases do
desenvolvimento folicular, exceto em foliculos
primordiais e corpus albicans (Maruo et al., 1993).
Nesta mesma espécie, Reeka et al. (1998)
observaram que a marcagdo para EGF foi detectada
em células da granulosa e da teca interna de foliculos
em desenvolvimento, porém durante a maturagdo
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folicular essa marcacdo é reduzida. Além disso, Qu
et al. (2000) verificaram uma fraca marcag¢do para
EGF em odcitos tanto de foliculos primordiais como
de primdrios e, em células da teca de foliculos
maduros. Contudo, sua presenca ndo foi detectada
nas células da granulosa de nenhuma categoria
folicular. Em contrapartida, Tamura et al. (1995) ndo
detectaram marcacio para EGF em qualquer fase do
crescimento folicular e durante a regresséo luteal.

Em outras espécies, tanto a proteina como o RNAm
para o EGF, tém sido demonstrados durante o
desenvolvimento folicular. Na espécie caprina, Gall
et al. (2004) demonstraram que a expressdo de
RNAm para EGFR estd presente nos odcitos
meioticamente competentes e ndo competentes, além
das células da granulosa murais e células do cumulus
de foliculos pré-ovulatérios. Nesta mesma espécie,
Silva et al. (2006) verificaram que o EGF e seu
receptor sdo expressos nos foliculos ovarianos em
todos os estddios de desenvolvimento, no corpo
liteo, bem como na superficie do epitélio ovariano
(Figura 4).

EFEITO DO EGF SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

Diversos estudos tém demonstrado que a
foliculogénese ovariana € regulada por varios fatores
de crescimento e hormonios (Fortune, 2003; Van
Den Hurk & Zhao, 2005). A regulacdo via fatores de
crescimento ocorre principalmente na fase pré-antral,
que consiste na fase inicial de crescimento folicular,
incluindo os foliculos primordiais, de transicao,
primédrios e secunddrios. Enquanto a regulagdo
hormonal ocorre predominantemente na fase antral —
fase final de desenvolvimento folicular, isto €, em
foliculos tercidrios e pré-ovulatérios (Campbell,
2009).

Foliculos pré-antrais

Estudos in vitro com foliculos pré-antrais de
diferentes espécies tém demonstrado que o EGF
promove o crescimento (bubalinos: Gupta et al.,
2002; ovinos: Hemamalini et al, 2003), a
proliferacio das células da granulosa (suino:
Morbeck et al. 1993; Demeestere et al., 2005), reduz
a taxa de atresia folicular (bovinos: Gutierrez et al.,
2000; suinos: Mao et al., 2004; caprinos: Zhou &
Zhang, 2005) e mantém a viabilidade folicular
(ovinos: Andrade et al., 2005). Além disso, o EGF
parece regular positivamente a expressio de
receptores para TGF-8 e gonadotrofinas em foliculos
pré-antrais de hamsters (Yang & Roy, 2001; Garnett
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Figura 4. Expressio de RNAm para a proteina EGF e seu receptor EGFR em diferentes tipos de células no ovdrio caprino,
incluindo cada compartimento de pequenos e grandes foliculos antrais, utilizando RT-PCR. Fonte: Silva et al., 2006.

et al.,, 2002), bem como a expressdo da proteina
conexina 43 em suinos (Bolamba et al., 2002) e
coelhos (Kennedy et al., 2003).

Em suinos, o EGF (10 ng/mL) inibiu a apoptose das
células da granulosa e promoveu a formagao de antro
em foliculos secunddrios isolados cultivados in vitro
(Mao et al., 2004). Além disso, também foi
demonstrado que o EGF associado ao hormonio
foliculo estimulante (FSH) melhorou a qualidade dos
obcitos promovendo uma maior taxa de
desenvolvimento embrionario (Wu & Tian, 2007).
Na espécie bovina, o EGF (10 ng/mL) ndo exerceu
efeito sobre a ativagdo e sobrevivéncia de foliculos
pré-antrais cultivados in situ, ou seja, inclusos em
fragmentos de tecido cortical ovariano (Derrar et al.,
2000). No entanto, os efeitos positivos do EGF sobre
foliculos pré-antrais isolados do ovério bovino tém
sido freqiientemente relatados. Wandji et al. (1996)
verificaram que ap0s seis dias de cultivo na presenga
de 50 ng/mL de EGF, foliculos primdrios e
secunddrios (60-179 pum), isolados enzimaticamente
do ovdrio de fetos bovinos, aumentaram o didmetro,
a sobrevivéncia folicular, bem como a secrecdo de
progesterona e estradiol. Além disso, Gutierrez et al.
(2000) isolaram foliculos pré-antrais secunddrios
bovinos e, ap6s 28 dias de cultivo, observaram que o
EGF promoveu o crescimento folicular e aumentou
as taxas de formacdo de antro. Estudos realizados na
espécie caprina mostraram que o EGF na
concentragdo de 50 ng/mL estimulou a viabilidade
odcitdria (Zhou & Zhang, 2005). Por outro lado, um
estudo realizado com foliculos in situ, a
concentragdo de 100 ng/mL promoveu efeito
benéfico no crescimento de odcitos de foliculos pré-
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antrais primadrios (Silva et al., 2004). Celestino et al.
(2009) relataram que baixas concentracdes de EGF
(1 ou 10 ng/mL), mantiveram a viabilidade folicular
e a transi¢do de foliculos primordiais caprinos para
primdrios apés sete dias de cultivo.

Foliculos antrais

Estudos recentes tém fornecido subsidios adicionais
para a compreensdo da complexa rede EGF no
ovéario dos mamiferos. Durante a fase antral tardia,
sobretudo no periodo pré-ovulatério, o EGF estimula
a retomada da meiose em odcitos de diferentes
espécies (bovinos: Lonergan et al., 1996; humanos:
Goud et al., 1998; ovinos: Guler et al., 2000; suinos:
Prochazka et al., 2003; caprinos: Gall et al., 2004 e
roedores: Reizel et al., 2010). Além disso, o EGF em
foliculos antrais parece ser fundamental na
manutengdo da viabilidade (ovinos: Hemamalini et
al., 2003), expansdo das células do cumulus
(camundongas: O’Donnell et al., 2004), proliferagdo
das células da granulosa (suinos: May et al., 1992;
caprinos: Rajarajan et al., 2006) e produgdo de
esterdides (humanos: Misajon et al., 1999). Esse
conjunto de agdes parece ocorrer através de
receptores funcionais expressos em diversos
compartimentos foliculares (Silva et al., 2006).

Em porcas e camundongas, as concentragdes
fisiolégicas de EGF presente no fluido folicular &
cerca de 1 (Hsu et al, 1987) e 10 ng/mL
(Demeestere et al., 2005), respectivamente.
Recentemente, foi demonstrado que esse fator além
de atuar sozinho, parece interagir positivamente com
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as gonadotrofinas, esteréides e fatores de
crescimento durante a fase final de desenvolvimento
folicular (Reizel et al., 2010). O efeito benéfico
dessa interacdo tem sido correlacionado com o
acimulo gradativo de RNAm para essas substancias
a medida que o foliculo cresce, preparando o
complexo cumulus-oécito (COC) para completar a
maturagdo (Gall et al., 2004). Todos esses achados
sugerem que o EGF é um dos principais fatores
responsdvel por estimular o crescimento folicular,
bem como a maturacdo oocitdria (Lonergan et al.,
1996). O resumo das principais a¢des do EGF sobre
o desenvolvimento folicular, tanto em foliculos pré-
antrais como antrais, pode ser observado na Tabela
1.

EFEITO DO EGF SOBRE A MATURACAO IN
VITRO (M1V)

As condicdes de maturagdo oocitdria in vitro ainda
sdo menos efetiva do que as condigdes in vivo
(Gongalves et al., 2008). Com a finalidade de
melhorar essas condic¢des, diversos experimentos
vém sendo realizados com o intuito de determinar o
papel de diferentes fatores de crescimento durante a
maturacdo dos complexos cumulus-odcito (CCO) em
vérias espécies (cabras: Gall et al., 2004, 1985;
mulheres: Goud et al., 1998; porcas Prochazka et al.,
2003). Dentre esses fatores, destacam-se alguns
membros da familia EGF, como o EGF, AR, EPR e
BTC (Conti et al., 2006). Apesar desses fatores

Tabela 1. Resumo das principais implicacdes do EGF no desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais e antrais em

diferentes espécies.

Espécie Foliculos pré-antrais Referéncias Foliculos antrais Referéncias
1 Expansio das células Reizel f al. (2010)
1t Difimetro folicular do cumulus aizel el at.
Roedores 1 Multiplicagiio CG Demeestere et al. (2005)
1 Retomada da meiose O 'Donnell et al. (2004)
{t Didmetro folicular beck et al
2 Multiplicagio CG Morbeck et al. (1993)
. A B Ao 1 Retomada da meiose Prochazka et al. (2003)
uinos 1 Desenvolvimento de primarios . .
parasecundiios Mao et al_ (2004) 1 Proliferagdo CG May et al. (1992)
U Atresia folicular
U Apoptose
1 Retomada da meiose Guler et ai. (2000)
Ovinos 1 Viabilidade folicular Andrade et al_ (2005)
1t Sobrevivéncia folicular Hemamalini ef al. (2003)
U Atresia folicular
1} Viabilidade oocitaria Zhou & Zhang (2005) 1t Retomada da meiose Gall ef al. (2004)
Caprinos . .
1 Viabilidade folicular 1 Proliferagio CG Rajarajan ef al. (2006)
1t Transigdo de primordiais Celestino et al. (2009)
para primarios
1t Difimetro folicular
1t Progesterona ¢ estradiol ‘Wandji et al. (1996)
1 Viabilidade folicular
Bovinos 1 Retomada da meiose Lonerganet al. (1996)
U Atresia folicular
1 Formagéo de antro Gutierrez et al. (2000)
1 Taxa de crescimento
1 Retomada da meiose Goudef al. (1998)
1t Didmetro folicular
Humanos oy futtiplicagiio CG Roy & Kole (1998)  Profiferagiio CG Misajon ef al. (1999)

CG - células da granulosa; 1 - aumento; & - diminuigio
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estarem expressos em diferentes compartimentos
foliculares durante a foliculogénese, acredita-se que
o nivel de expressdo em foliculos pré-ovulatérios
seja estimulado pela a¢do do horménio luteinizante
(LH - Reizel et al., 2010). Ashkenazi et al. (2005)
demonstraram que a inibicdo do EGFR através de
anticorpos especificos, como o galardin, promoveu
o bloqueio da retomada da meiose em odcitos de
camundongas tratados com LH, aumentando assim a
propor¢cdo de odcitos em estddio de vesicula
germinativa. Além disso, Prada et al. (2009)
verificaram que a expressdo de RNAm para fatores
de crescimentos semelhantes ao EGF em células do
cumulus de odcitos de macacas rhesus, apos
tratamento com LH, aumentou significativamente em
odcitos que atingiram o estaddio de metafase I (MII).

Em canideos domésticos, Bolamba et al. (2006)
demonstraram que o EGF sozinho ndo exerceu efeito
sobre a expansdo das células do cumulus, bem como
na maturagdo nuclear de odcitos maturados in vitro.
Entretanto, quando este fator foi adicionado ao meio
de cultivo contendo FSH e LH, verificou-se um
aumento significativo na expansido dessas células.
Em felideos, o EGF ndo induziu a maturagdo
nuclear, porém melhorou a maturagdo citoplasmatica
e a competéncia de desenvolvimento oocitdrio, com
conseqiiente aumento na taxa de fertilizacdo e
desenvolvimento embriondrio in vitro (Merlo et al.,
2005). Por outro lado, em bovinos Lonergan et al.
(1996) demonstram que a suplementacdo do meio de
MIV com EGF em diferentes concentragdes (1 - 100
ng/mL) estimulou a expansdo das células do
cumulus, aumentou a porcentagem de odcitos que
atingiram o estddio de MII, bem como a propor¢do
de embrides que chegaram ao estadio de blastocisto.

In vitro, a estimula¢do da aquisi¢do da competéncia
meidtica oocitdria pelo EGF (Ashkenazi et al., 2005;
Conti et al., 2006) parece ocorrer através de uma
cascata de sinalizacdo que pode ser mediada ou ndo
pelas células do cumulus (Jamnongjit et al., 2005).
Em caprinos, Gall et al. (2004) demonstraram que o
EGF pode se ligar ao seu receptor especifico
localizado nas células foliculares ou diretamente no
odcito, sendo portanto, um importante sinalizador
durante o processo de maturagdo e inicio do
desenvolvimento embriondrio nesta espécie.

EFEITO DO EGF SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Nas ultimas décadas, uma variedade de moléculas
foi identificada como potenciais mediadores da
interagdo embrido-tutero durante a implantacdo,
incluindo diversos fatores de crescimento (Stewart et
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al., 1992). O fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), o TGF-a, o fator de crescimento
fibroblastico basico (FGFb), o fator de crescimento
semelhante a insulina-2 (IGF-2) e o EGF, por
exemplo, sdo responsdveis por aumentar a aderéncia
do trofoblasto ao endométrio uterino (Haimovici &
Anderson, 1993).

O EGEF ¢ capaz de estimular, em condig¢des in vitro,
a sintese de DNA, RNA e proteinas, a proliferacdo
celular, além da expansio do trofoblasto e
blastocisto (Haimovici & Anderson, 1993). No
entanto, o EGF ndo é expresso no periodo pré-
implantacional no utero de camundongas, sugerindo
que outros membros da familia EGF também possam
ativar o receptor EGFR/ERBB durante o
desenvolvimento do trofoblasto (Machida et al.,
1995). Especialmente o HB-EGF, identificado pela
primeira vez como fator mitogénico produzido por
uma linhagem de células semelhantes aos
macréfagos (Higashiyama et al., 1991). O HB-EGF
tem sua atividade potencializada pelo sulfato de
heparina presente na superficie de células-alvo,
sendo descrito como o principal mediador da
implantacdo embriondria em vdrias espécies (Lim &
Dey, 2009). Existem evidéncias crescentes de que o
HB-EGF participa de uma ampla série de processos
fisiolégicos, incluindo a sinalizagdo molecular entre
embrides e utero durante o processo de implantagdo
(Xie et al., 2007). A proteina HB-EGF pode ser
expressa ancorada a membrana e/ou em formas
soldveis no epitélio luminal uterino, bem como no
blastocisto antes e durante a reacdo de fixacdo no
endométrio (Wang et al., 2000).

Em embrides de coelhas, Klonisch et al. (2001)
verificaram que a presenga de transcritos para o
receptor de HB-EGF ¢ bastante acentuada em células
do trofectoderma, bem como no trofoblasto
placentdrio. Em humanos, o efeito estimulante do
HB-EGF sobre o desenvolvimento de embrides
parece ocorrer a partir do estddio de oito células,
coincidindo com o momento em que hé expressio do
receptor para 0 HB-EGF e EGFR (Chia et al., 1996).
Além disso, foi demonstrado que esse fator também
¢é expresso no endométrio uterino (Yoo et al., 1997).

Em camundongas, além da presenca de HB-EGF no
embrido  durante o  desenvolvimento  pré-
implantacional (Wiley et al., 1992), sua expressdo
também foi detectada nas regides da ampola e istmo
do oviduto (Dalton et al., 1994), bem como no
epitélio luminal uterino (Das et al., 1994). Jd4 em
ratas, sugere-se a existéncia de um papel paracrino
para HB-EGF materno, uma vez que o embrido ndo
expressa RNAm para esse ligante (Das et al., 1994).
Esses estudos sugerem que o HB-EGF é uma
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importante molécula reguladora da atividade
embriondria durante os processos de implantagdo e
placentacg@o inicial.

CONCLUSOES

Avangos  significativos no entendimento do
complexo sistema de sinalizag¢do envolvendo ligantes
e receptores da familia EGF foram alcancados nos
dltimos anos. Apesar disso, 0s mecanismos de
sinalizacdo controlados por diferentes moléculas,
sobretudo no processo de foliculogénese ovariana
ainda permanecem pouco compreendidos. Dessa
forma, tornam-se necessarios estudos mais
detalhados sobre o sistema EGF (complexo ligante-
receptor) no ovario dos mamiferos. A elucidagdo
sobre o papel do sistema EGF poderd contribuir para
o entendimento da biologia ovariana, bem como para
maximizar as técnicas de reproducdo assistida in
vitro de foliculos e embrides. Além disso, poderd
também fornecer subsidios imprescindiveis para o
avanco da clinica reprodutiva como estratégia
terapéutica no combate a doencas hiperproliferativas
(cAncer), tanto na medicina veterinaria como
humana.
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