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RESUMO - A insulina € um hormonio essencialmente envolvido na regulagdo da concentragdo da glicose na
circulacdo, além de atuar no crescimento celular e no desenvolvimento de uma ampla variedade de tipos
celulares, incluindo o ovario. Em geral, os efeitos desse horménio nas células ovarianas de mamiferos sdo
positivos, estimulando nas células da granulosa a sua proliferacdo, a atividade da aromatase e a producgdo de
esteroides, além de ser um fator regulador da maturacgdo oocitaria. Assim, este artigo tem como objetivo relatar
os principais efeitos bioldgicos da insulina na reproducdo de fémeas. Ao longo deste trabalho, foram mostrados
aspectos relacionados a estrutura e acdo da insulina e seu receptor, presenca da insulina e seu receptor no ovario
e 0 papel deste horménio na reproducédo de fémeas. A insulina é um hormoénio de carater anabdlico, produzido
pelas células B pancreaticas. A sua a¢do na célula inicia-se pela sua ligagéo ao receptor de membrana plasmatica.
No ambiente ovariano, a insulina ¢ um importante modulador do desenvolvimento folicular, esteroidogénese,
maturacdo oocitaria e subsequiente desenvolvimento embrionario. Assim, hormdnios metab6licos, como a
insulina, regulam o desenvolvimento folicular modulando o recrutamento, o desenvolvimento e a maturacao
folicular. Apesar dos grandes avancos cientificos ocorridos sobre os mecanismos de acdo da insulina, ainda
verifica-se a necessidade de mais estudos com a finalidade de explicar melhor seus efeitos na foliculogénese em
mamiferos, bem como a influéncia desses efeitos na posterior maturacao dos odcitos crescidos in vitro.

Palavras-Chave: Embrido, foliculo ovariano, o6cito, receptor.

ABSTRACT - Insulin is a hormone essentially involved in the blood glucose level regulation, besides it acts on
cell growth and development of a several variety of cell types, including the ovarian cells. In general, the effects
of this hormone in ovarian cells of mammals are positive, it stimulates in granulosa cells proliferation, aromatase
activity and steroid production, also it is a factor that regulates the oocyte maturation. Therefore, this review
described the main biological effects of insulin in female mammalian reproduction, with emphasis on ovarian
folliculogenesis, oocyte maturation and embryonic development. This paper shows the structure and action
aspects of insulin and its receptor, the presence of insulin and its receptor in the ovary and the role of this
hormone in female reproduction. Insulin is an anabolic hormone produced by pancreatic B cells. Its action starts
in the cell by binding to the in cell plasma membrane receptor. In the ovarian environment, insulin is an
important modulator of follicular development, steroidogenesis, oocyte maturation and subsequent embryonic
development. Thus, metabolic hormones such as insulin regulate the follicular development by modulating the
follicular recruitment, development and maturation. Despite significant scientific advances that have occurred on
the mechanisms of insulin action, there is yet to be better explained its effects on folliculogenesis in mammals,
as well as the influence of these effects in the subsequent maturation of oocytes grown in vitro.

Keywords: Embryo, oocyte, ovarian follicle, receptor.

INTRODUCAO variedade de tipos celulares (Fouladi-Nashta &

Campbell, 2006). Mais de trinta anos apds a

A insulina € um hormdnio essencialmente envolvido determinacdo da sequéncia de aminodcidos da
na regulacdo da concentragdo da glicose na insulina, em 1955, sugeriu-se o envolvimento dessa
circulacdo, além de estar envolvido no crescimento substancia como reguladora da atividade ovariana
celular e no desenvolvimento de uma ampla (Ponchirolli, 2003). O interesse por estudos
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relacionados a atuacdo da insulina na funcédo
ovariana iniciou de fato com observacbes de
mulheres com hiperandrogenismo com extrema
resisténcia a insulina (Nandi et al., 2010), e a partir
destas observacOes foi levantada a hipotese de que
altos niveis de insulina circulante podem causar
excessiva producdo de andrégenos em pacientes
(Taylor et al., 1982). No entanto, somente em 1982 a
presenca de insulina no ovério foi relatada pela
primeira vez em porcas (Ponchirolli, 2003).

Desta forma, um grande progresso nesta area de
pesquisa vem sendo alcancado nas Ultimas décadas,
pois houve um aumento significativo nos trabalhos
que resultaram em acimulo de informagdes sobre o
papel da insulina no ovario a nivel molecular, celular
e clinico, tanto em condi¢des normais como
patolégicas (Poretsky et al., 1999). Em geral, os
efeitos desse horménio nas células ovarianas de
mamiferos sdo positivos, estimulando a proliferacéo
das células da granulosa, a atividade da aromatase e
a producdo de esterdides, além de ser um fator
regulador da maturacdo oocitaria (Duleba et al.,
1997).

A presente revisdo tem como objetivo descrever a
caracterizacdo estrutural da insulina e os principais
efeitos bioldgicos desse hormdnio na reproducdo de
fémeas mamiferas, com énfase na foliculogénese
ovariana, maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionério.

ESTRUTURA E ACAO DA INSULINA E SEU
RECEPTOR

A insulina € um horménio de carater anabolico,
produzido pelas células B das ilhotas de Langerhans
no pancreas, em resposta aos niveis plasmaticos de
nutrientes, especialmente a glicose (Shuldiner et al.,
1998). Esse horménio também é secretado em
proporcdo direta ao grau de adiposidade, e em
condi¢Bes normais se liga a receptores inseridos na
membrana das células insulino-dependentes. Além
de atuar no hipotdlamo, interagindo com
neurotransmissores envolvidos no mecanismo de
controle da fome-saciedade (Volp et al., 2008). A
insulina pode ainda atuar sobre uma grande
variedade de tecidos corporais, tais como figado,
musculos, glandulas mamérias e ovario (Sasaki et
al., 2002).

A insulina humana esté localizada no cromossomo
11 (Dumonteil & Philippe, 1996) e codifica a pré-
proinsulina, um polipeptideo de cadeia simples,
precursor da insulina (Shuldiner et al., 1998). A pré-
proinsulina é proteolicamente convertida a pro-
insulina, a qual consiste de uma cadeia A, uma
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cadeia B e um peptideo C. A pré-insulina é
homologa aos fatores de crescimento semelhante a
insulina do tipo I e Il (IGF-1 e IGF-II), podendo
estes se ligarem aos receptores de insulina com
aproximadamente 10% de afinidade da insulina.
Desta forma, a insulina pode atuar por meio dos

receptores especificos de insulina, que estdo
amplamente  distribuidos nos ovérios, pelos
receptores do IGF-1 ou ainda por receptores

hibridos, que contém combinagido das subunidades a
e B dos receptores de insulina e IGF-I (Yarak et al.,
2005). A insulina é produzida ap6s a clivagem do
peptideo-C, a partir da pré-insulina, por
endopeptidases ativas provenientes do complexo de
Golgi e dos grénulos secretorios. As endopeptidases
clivam preferencialmente o peptideo-C/juncdes de
cadeia B, entre Arg31 e Arg32 (endopeptidase tipo
1), ou peptideo-C/juncgdes de cadeia A entre Lys64 e
Arg65 (endopeptidase tipo I1). A molécula de
insulina resultante consiste entdo de uma cadeia A
(contendo 21 aminoacidos) e uma cadeia B
(contendo 30 aminoacidos), com trés pontes
dissulfidicas: duas entre as cadeias A e B (A7-B7 e
A20-B12) e uma com a cadeia A (A6-All) (Figura
1; Poretsky et al., 1999).

L ®

®

Figura 1. Esquema da sintese da insulina onde 1. Pré-
proinsulina (Lider, cadeia B, cadeia C, cadeia A); 2. Pro-
insulina consiste em BCA, sem L; 3. Dobra espontanea; 4.
As cadeias A e B ligadas por enxofre; 5. A cadeia C é
clivada; 6. Molécula de insulina final.
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O receptor de insulina pertence a uma familia de
receptores de fatores de crescimento que tém
atividade tirosina-quinase intrinseca (Carvalheira et
al., 2002). O gene para o receptor de insulina esta
localizado em uma curta regido do cromossomo 19
(Seino et al., 1990), contém 22 éxons, possui mais
que 150 kb de comprimento e codifica o pro-
receptor, um polipeptideo de cadeia simples com
massa molecular de 190 kDa, que também contém
uma subunidade a ¢ uma B. Este receptor especifico
de membrana, é uma proteina heterotetramérica com
atividade quinase, composta por duas subunidades o
(massa molecular 135 kDa) e duas subunidades 3
(massa molecular 95 kDa) unidas por uma ponte
dissulfidica (Lawrence et al., 2007), que atua como
uma enzima alostérica. A forma heterotetramérica
matura (a2B2) dos receptores resulta de
dimerizacOes e muitos processos pés-translacionais,
incluindo clivagem proteolitica. A subunidade a dos
receptores de insulina sdo estruturas extracelulares
que possuem dominio rico em cisteina que serve
como sitio para ligagéo da insulina. Ja a subunidade
B do receptor possui um dominio transmembranario
e um intracelular, o qual é responsavel pela
transmissdo do sinal, contém um sitio de ligacdo
ATP e vérios sitios tirosina de autofosforilacdo
(Belfiore et al., 2009).

A subunidade o inibe a atividade tirosina-quinase da
subunidade B. A ligacdo da insulina a subunidade o
permite que a subunidade B adquira atividade
quinase levando a alteracdo conformacional e
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina
(IRS-1/-2: Insulin receptor substrate-1/-2), que
aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor
(Lawrence et al., 2007). Uma vez fosforilado, o IRS-
1/-2 interage com wuma série de proteinas
intracelulares, desencadeando uma cascata complexa
de reacbes de fosforilagdo e defosforilacdo
(Cheatham & Kahn, 1996). Em adi¢do a ativacdo da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI-3 quinase), a proteina
quinase mitogenicamente ativada (MAPK) também
¢ fosforilada apés a ligagdo da insulina ao seu
receptor (Cheatham & Kahn, 1996; White, 1996). A
ativacdo do MAPK é responsavel pelos efeitos no
crescimento promovidos pela insulina (Lawrence et
al., 2007). O MAPK pode ser ativado ndo apenas
pelo receptor de insulina, mas também por outros
receptores tirosina-quinase, tais como receptores de
IGF-1, receptores para o fator de crescimento
epidermal (EGF), receptores de fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), bem como receptores
ligados a proteina G (Lawrence et al., 2007; Suga et
al., 1997). A ligacdo molecular entre a cascata do
MAPK e o receptor de insulina pode ser mediada
pelo fator p21 Ras, uma proteina altamente
conservada envolvida no crescimento celular que
pode ser um elemento critico na agao do receptor de
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insulina tirosina-quinase e dos receptores de uma
série de fatores de crescimento (Lawrence et al.,
2007; Cheatham & Kahn, 1996; White, 1996).

Acredita-se que a ativacdo da tirosina-quinase seja o
principal mecanismo de sinalizago dos receptores
de insulina (Belfiore et al., 2009) e parece ser o
evento pds ligagdo hormonio/receptor responsavel
por quase todos os efeitos da insulina nos tecidos
(Cama et al., 1991). No entanto, uma via alternativa
para os receptores de insulina tem sido descrita na
literatura. Tal via envolve a geragdo de
inositolglicano como segundo mensageiro, apés a
ligagdo da insulina a subunidade o de seu receptor
na membrana plasmatica, sendo este evento,
independente da ativagdo da tirosina-quinase na
subunidade B (Figura 2). Esta via de sinalizagdo
alternativa para os receptores de insulina pode
mediar alguns efeitos da insulina, incluindo a
estimulacéo da esteroidogénese no ovario (Nestler et
al., 1998), mas o papel deste sistema na propagacéo
dos sinais de insulina para o transporte de glicose e
outros dos seus efeitos ainda ndo esta
completamente estabelecido.

PRESENCA DA INSULINA E SEU RECEPTOR
NO OVARIO MAMIFERO

No ambiente ovariano, a insulina é um importante
modulador do  desenvolvimento  folicular,
esteroidogénese, maturacdo oocitaria e subsequente
desenvolvimento embrionario (Yaseen et al., 2001).
A insulina também leva a um aumento no ndmero de
foliculos primarios e uma menor taxa de atresia
folicular, e consequentemente, aumento da taxa de
ovulagdo (Almeida et al., 2001).

O efeito direto da insulina no ovario pode ser
comprovado pela presenca de seus receptores. Tanto
em modelos humanos (Figura 3), como animais, 0s
receptores de insulina sdo amplamente distribuidos
em todos os compartimentos ovarianos, incluindo
células da granulosa, células da teca, estroma e
odcito (Myers et al. 1991; Sirotkin et al., 1998;
Louhio et al., 2000). A concentracdo de insulina no
fluido folicular proveniente da circulagdo foi
constante em todos os estadios de desenvolvimento
folicular em ovério bovino. No entanto, a expressao
de RNAm para receptor de insulina nas células da
granulosa e teca de foliculos pré-ovulatérios foi
maior que em todos o0s outros estadios de
desenvolvimento (Shimizu et al., 2008).

A insulina atua na reproducdo por regular a sintese
de neurotransmissores de GnRH e,
consequentemente, controlar a secrecdo das
gonadotrofinas, principalmente na liberacdo de LH
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Figura 2. Receptor de insulina, sua via de sinalizagdo para o transporte de glicose e mecanismo hipotético de estimulagéo ou
inibicdo da esteroidogénese. Apds a ligacdo da insulina a subunidade o de seu receptor, a subunidade P tirosina-quinase é
ativada e entdo os IRS-1 e -2 sdo fosforilados. A fosfatidilinositol 3-quinase (P13-quinase) que é a Unica molécula intracelular
considerada essencial para o transporte de glicose é ativada, os transportadores de glicose dependentes de insulina (GLUT)
sdo translocados para a membrana e a captacao da glicose é estimulada. Um sistema de sinalizagdo alternativo pode envolver
a geracdo de inositolglicano na membrana da célula ap6s a ligagdo da insulina ao seu receptor. Esse sistema de sinalizagdo
inositolglicano pode mediar a modulacéo da insulina nas enzimas esteroidogénicas como P450 ssc, P450 ¢17 ou aromatase

P450.
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Figura 3. Expressdo de receptores de insulina em ovarios humanos apos a realizagdo da técnica de hibridizacéo in situ. Os
dados sdo mostrados como marcagéo positiva moderada (+2) e positiva fraca (+1). Adaptado de Poretsky et al. (1999). Dados

pertencentes a El-Roeiy et al. (1993) e Samoto et al. (1993).

pela hipdfise, juntamente aos IGF-1 e IGF-II, cujos
receptores estdo presentes nas células foliculares
(granulosa e teca; Kawauchi et al., 2006). A ligacao
da insulina ao seu receptor resulta em uma série de
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efeitos metabdlicos, sendo o mais importante a
estimulacdo do transporte de glicose para o interior
das ceélulas, utilizada como a principal fonte
energeética para o ovario (Souza et al., 2009).
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Estudos mostram que a insulina possui agéo direta
no ovério. A incapacidade do foliculo em responder
ao aumento na frequéncia de pulsos de LH pode ser
devido a menor capacidade de reposta pelos
receptores de LH nas células da granulosa, que séo
dependentes da acdo combinada de FSH e de
estradiol-17p. Por sua vez, o estradiol-17f folicular
depende da producdo de andrdégenos nas células da
teca, que é estimulada pelo LH, e cuja resposta
parece ser aumentada pela insulina e pelo IGF-I
(Stewart et al, 1995). Assim, as baixas
concentracdes plasmaticas de insulina, em animais
submetidos & restricdo alimentar crbnica, podem
reduzir a producdo de andrdgenos e estrdgenos e,
assim, comprometer a habilidade dos foliculos em
produzirem receptores para LH (Diskin et al., 2003).
Além dessa acéo direta, o efeito da insulina pode ser
exercido indiretamente sobre o ovario pela elevacéo
das concentragBes de hormdnio do crescimento
(Kawauchi et al., 2006).

PAPEL DA INSULINA NA FUNCAO
OVARIANA

Foliculogénese

O desenvolvimento e crescimento folicular séo
controlados por gonadotrofinas hipofisarias (LH e
FSH) e por fatores locais, como hormdnios
esterdides e fatores de crescimento. No entanto, os
fatores enddcrinos relacionados com o metabolismo,
como a insulina e horménio do crescimento também
sdo cruciais para o desenvolvimento folicular em
ovario mamifero (Shimizu et al., 2008). Na
foliculogénese inicial, a insulina tem acdo na
manutencdo da viabilidade e crescimento dos
foliculos primordiais e primarios, e em baixas
concentracbes pode aumentar os indices de
formagdo de foliculos primarios (Louhio et al.,
2000). Este efeito pode ser devido ao papel da
insulina em estimular o fator inibidor de leucemia e
Kit Ligand podendo, portanto, ser um corregulador
no padrdo de sinalizacdo controlando a transi¢do de
foliculos primordiais para priméarios (Van den Hurk
& Zhao, 2005). Confirmando a atuagdo da insulina
nesta transicdo, estudos in vitro tém mostrado que
este hormonio estimulou a formacdo de foliculos
primarios em tecido ovariano cultivado em
diferentes espécies como humanos (Louhio et al.,
2000), bovinos (Yang & Fortune, 2002) e murinos
neonatais (Kezele et al., 2002).

O papel da insulina no crescimento folicular tem
sido mostrado em células da granulosa humanas
cultivadas in vitro, as quais respondem a esse
hormdnio por aumento na producdo de estrogeno e
progesterona (Willis et al., 1996), ocasionando
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proliferacéo celular na granulosa em ratos (Peluso et
al., 1991) e nas células da teca e em células
ovarianas em hamster (Duleba et al., 1997; Li et al.,
1997). Em bovinos, concentracdes fisiologicas (10
ng/ml) ou préximas a fisiologica (20 ng/ml) de
insulina estimularam o crescimento folicular e
oocitario em foliculos pré-antrais isolados e
induziram uma alta percentagem de formagdo de
antro (> 60%) ap6s 13 dias de cultivo (McLaughlin
et al., 2010; Itoh et al., 2002). Similarmente em
ovinos, a insulina (10 ng/ml) suportou o
desenvolvimento  dos  foliculos  secundarios
(Arunakumari et al., 2010). Em caprinos, cultivo
com foliculos pré-antrais inseridos em fragmentos
ovarianos ou isolados mecanicamente apresentaram
maior crescimento e sobrevivéncia com a utilizagéo
de insulina a 10 ng/ml (Chaves et al., dados néo
publicados). Jewgenow et al. (1998) mostraram
também que a adicdo, ao meio de cultivo, de insulina
como componente do ITS (Insulina-Transferrina-
Selénio), bem como de outras substancias como
piruvato, glutamina e hipoxantina é essencial para o
crescimento de foliculos pré-antrais felinos in vitro.
Recentes estudos em bovinos revelaram que a
utilizacdo de ITS como componente do meio de base
apresenta ativagdo no segundo dia de cultivo,
enquanto que meios sem insulina, os foliculos
permaneceram no estagio primordial por 10 dias de
cultivo, implicando que a insulina age como ativador
de foliculos primordiais em bovinos (Smitz et al.,
2010).

Em espécies domésticas, tem sido verificado que a
administragdo da insulina em diferentes fases
reprodutivas, como moduladora das funcbes
reprodutivas, aumentou os niveis intrafoliculares e
periféricos de fatores de crescimento, tais como o
IGF-1. Além disso, em suinos e bovinos, a insulina
aumenta o recrutamento de foliculos responsivos as
gonadotrofinas, reduz a atresia folicular e atua como
um sinal metabdlico, influenciando a liberagdo de
LH pela hipéfise (Monget et al., 1997).

In vivo, as populacdes de foliculos ovarianos de
ruminantes sdo muito sensiveis a manipulacdo
nutricional, podendo esta ferramenta ser utilizada a
fim de incrementar prontamente a foliculogénese e a
taxa de ovulacdo (Scaramuzzi et al., 2006). As
concentracfes plasmaticas de insulina foram
positivamente correlacionadas com a energia da
dieta e foi proposto que este horménio é um fator
chave que modula os efeitos da nutrigdo sobre a
fungdo ovariana. Tal fato é explicado pelas
observagdes que as células da granulosa do foliculo
bovino sdo dependentes de concentragdes
fisioldgicas de insulina e que a infusdo de insulina
em novilhas de corte aumenta o didmetro de
foliculos dominantes (Glister et al., 2001). Beam &
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Butler (1997) observaram que falhas na ovulagio
durante a primeira onda folicular em vacas foram
associadas as baixas concentragBes de insulina,
sugerindo que a baixa fertilidade pode estar
associada a este hormonio. Em ovinos, verificou-se
uma reducdo nos niveis de insulina no fluido
folicular a medida que os foliculos cresciam,
especialmente nos maiores, mais proximos do
tamanho ovulatdrio (Souza et al., 2009).

A insulina tem efeito direto em células ovarianas
cultivadas, exercendo uma acdo especifica em
células da granulosa ndo luteinizadas através do
aumento da estimulacdo do FSH para producdo de
estrégeno e progesterona (Bhatia et al., 2001). De
fato, estudos in vitro tém demonstrado que esse
hormonio age como um potente estimulador da
diferenciacdo e estereoidogénese folicular (Diskin et
al., 2003). A insulina e LH sistémicos estimulam a
formacdo de andrégenos tecais em foliculos
secundarios que induzem a formagdo de receptores
para FSH na granulosa (Van den Hurk & Zhao,
2005).

Um aumento no suprimento sanguineo para foliculos
antrais dominantes pode maximizar a oferta de LH e
FSH. Além das gonadotrofinas e fatores de
crescimento, outros componentes de suprimento
sistematico, como a insulina, pode influenciar a
proliferacdo e/ou diferenciagdo das células da
granulosa e teca e assim afetar o destino de um
foliculo antral (Van den Hurk & Zhao, 2005).

Recentemente, estudos revelaram que em ovinos,
modificacbes no fornecimento de glicose mediado
pela insulina nas células da teca e da granulosa,
modulam a funcéo folicular, pois o transportador de
glicose dependente de insulina (GLUT-4) esta
presente nestas células (Somchit et al., 2007). Além
disso, o status de desenvolvimento folicular no
momento em que h& concentracbes maéximas de
glicose e insulina pode ser um dos fatores que
determinam a eficiéncia da taxa de ovulagdo
(Vifoles et al., 2005), uma vez que 0 aumento no
fornecimento de glicose mediado pela insulina nas
células foliculares é critico para o crescimento
folicular e prevencédo de atresia, o que eleva o pool
de foliculos ovulatérios (Somchit et al., 2007).
Outros estudos tém sugerido ainda que a insulina
pode afetar o reinicio dos pulsos de LH em animais
submetidos a periodos de subnutricdo, por
modificacdes na utilizacgdo de combustiveis
metabolicos oxidaveis (Szymanski et al., 2007).

Altas concentragbes de insulina em novilhas nédo
lactantes foram associadas com um numero
aumentado de pequenos foliculos (<4 mm) (Gong et
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al, 1997). Além disso, esse hormonio induziu uma
secre¢do de estradiol progressivamente em foliculos
apos formacdo de antro (Itoh et al., 2002). Segundo
Zhang et al. (2010) uma continua exposi¢do dos
ovarios murinos a niveis elevados de insulina in
vitro afeta a formacdo do foliculo e capacidade de
desenvolvimento.

Dessa forma, a insulina pode atuar tanto no controle
dos estddios do desenvolvimento folicular
independentes de gonadotrofinas, quanto em
sinergia com gonadotrofinas para modular o
recrutamento folicular, maturacdo de foliculos pré-
ovulatorios e o desenvolvimento embrionario.

Maturacdo oocitaria

O papel da insulina na maturacdo oocitaria tem sido
descrita (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006).
Tsafriri & Channing (1975) demonstraram que a
insulina estimula a progressao nuclear de o6citos de
porcas além da metafase | e extrusdo do primeiro
corpusculo polar. Subsequentemente, Lessman &
Schuetz (1981) reportaram que esse hormoénio
facilita a quebra da wvesicula germinal em rés
leopardo (Rana pipiens), além de induzir a
maturacdo meidtica em odcitos de rds Xenopus
laevis (Fouladi-Nashta & Campbell, 2006). No
entanto, alguns estudos demonstram que odcitos
mamiferos ou foliculos em crescimento na presenca
prolongada de altas doses de insulina tem um
impacto negativo na competéncia de
desenvolvimento oocitéria, definida como a
habilidade do o6cito em suportar o desenvolvimento
embrionario para o estadio de blastocisto e/ou
gestacdo normal estabelecida. Entretanto, esse
mecanismo ainda é desconhecido (Acevedo et al.,
2007).

Vaérios estudos mostram que a presenca de insulina
como insulina-transferrina-selénio (ITS; a uma
concentracdo de 10 pg/ml) tem permitido o
crescimento folicular e maturacéo de odcitos in vitro
em diversas espécies (hamster: Roy (1993);
humanos: Willis et al. (1996); bovinos: Coelho et al.
(1998); bufalos: Raghu et al. (2002); caprinos: Zhou
e Zhang (2005); suinos: Jeong et al. (2008);
marsupiais: Nation & Selwood (2009); ovinos:
Arunakumari et al. (2010)). Recentemente, Xu et al.
(2010) confirmaram que insulina associada ao FSH
promove a sobrevivéncia e crescimento de foliculos
secundérios isolados em macacas rhesus, além de
fornecer um maior ndmero de odcitos saudaveis e
maturados in vitro. No entanto, quando ovarios de
camundongas foram cultivados na presenca de 5
pg/ml de insulina foi demonstrado um profundo
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efeito negativo na oogénese e foliculogénese in
vitro, devido a um retardo no crescimento oocitario
(Sun et al., 2010).

Administracdo exodgena de insulina por meio da
alimentacdo tem mostrado afetar ndo somente o
crescimento folicular, mas também a qualidade do
oocito. Mudangas na ingestdo de alimentos
energéticos sdao  capazes de influenciar
negativamente a morfologia e a competéncia de
oocitos (Boland et al., 2001). A exposicdo de odcitos
de camundongas a condi¢des de diabetes durante a
foliculogénese tem um efeito negativo na maturacéo
meidtica, devido a um decréscimo na comunicacao
entre 0os compartimentos das células somaticas e
célula germinal (Colton et al., 2003).

A adicdo da insulina ao meio de maturagdo acelera a
progressdo meidtica e exerce um efeito positivo nas
taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario
(Augustin et al., 2003). Além disso, a insulina
exerce uma atividade mitogénica e anti-apoptdtica
em foliculos antrais cultivados in vitro (Leroith et
al., 1995). Segundo Stefanello et al. (2006), os
foliculos cultivados na presenca da insulina tém
efeito positivo sobre a estrutura do odcito e parece
promover a maturacao citoplasmatica.

Modelos em camundongos de hipoinsulinemia e
hiperglicemia maternal na producdo de odcitos e
foliculos ovarianos de menores tamanhos, reduziu o
percentual de quebra da vesicula germinativa e um
aumento na ocorréncia de apoptose (Chang et al.,
2005). No entanto, ainda h4& um ndmero limitado de
estudos sobre os efeitos da insulina na maturacdo
oocitaria e desenvolvimento pré-implantacional de
embrides bovinos (Fouladi-Nashta & Campbell,
2006).

EFEITO DA INSULINA SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

A regulacdo do desenvolvimento e crescimento
embriondrios tem sido tradicionalmente atribuida a
insulina e aos IGFs (Sasaki et al., 2002). Como um
potente  horménio  anabdlico em  células
diferenciadas, a insulina estimula o transporte de
glicose e aminoAcidos e a sintese de RNA, proteinas
e glicogénio (Summers et al., 1999). Experimentos
realizados in vivo demonstraram que a insulina
melhora a taxa de desenvolvimento embrionario e a
taxa de gestacdo em animais diabéticos, resgatando
os embrides dos efeitos prejudiciais da hiperglicemia
materna (De Hertogh et al., 1992). Além disso,
estudos com embrides em fase de pré-implantacdo
constataram que o desenvolvimento embrionério €
melhorado apds suplementacdo do meio de cultivo
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com insulina e IGF-I (Spanos et al., 2000). Em
vacas, RNAm que codifica o receptor para insulina
tem sido detectado em todos o0s estadios
embrionarios de zigoto a blastocisto (Schultz et al.,
1992).

Em camundongos, receptores funcionais para
insulina sdo expressos a partir do estadio pré-
implantacional de oito células, mais especificamente
durante a compactagdo (Smith et al., 1993). A partir
desse Ultimo estadio, que marca o inicio da
diferenciacdo embrionaria levando a formagdo do
blastocisto, muitos pardmetros da fisiologia
embrionaria podem ser regulados por insulina
exogena (Kaye et al., 1997). Em bovinos, a insulina
estimula o desenvolvimento de embrides com oito
células até o estddio de blastocisto eclodido e
durante os estadios de morula e blastocisto estimula
a sintese de RNA e DNA (Paria et al., 1990).

Nesse contexto, sabe-se que embriGes em estadio de
pré-implantagdo ndo sintetizam insulina ou seu
RNAm especifico (Kaye, 1997), mas tém acesso a
insulina materna in vivo via oviduto e fluidos
uterinos (Taniguchi et al., 2006). Deste modo, em
condices in vitro, embrides em estadios iniciais séo
privados de tal horm6nio materno, sofrendo um
retardo no seu desenvolvimento morfolégico e na
sua proliferacdo celular durante a embriogénese pré-
implantacional (Gardner et al., 1991). Assim, é
possivel constatar a importancia da adicdo de
insulina exdgena para o sucesso do cultivo in vitro
de embrides.

Estudos tém relatado que a adicdo de niveis
fisiol6gicos de insulina durante o cultivo in vitro,
além de resultar em uma redugdo da apoptose
(Augustin et al., 2003), promove um aumento da
proliferacdo celular em blastocistos de humanos,
camundongos, coelhos e bovinos (Herrler et al.,
1998; Makarevich et al., 2002; Augustin et al.,
2003). Além disso, outros trabalhos demonstraram
gue, em bovinos e murinos, a adi¢do exdgena de
insulina em embrifes promove um aumento no
numero de células, especificamente na massa celular
interna (MCI) de blastocistos em desenvolvimento
(Sirisathien et al., 2003).

De acordo com Harvey & Kaye (1990), a insulina
aumenta as taxas de compactacdo e formacdo de
blastocistos in vitro, sendo os blastocistos resultantes
dotados de 25% a mais de células, sendo todas
localizadas na MCI. Considerando que a proporcédo
de células presentes na MCI é um fator determinante
para o crescimento fetal, 0o acesso do embrido a
insulina materna durante a pré-implantacdo ¢é
requerido para a obtencdo de um crescimento fetal
Gtimo.
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Matsui et al. (1997) reportaram que a insulina em
concentraces de 0,5-10 pg/ml tem um efeito
benéfico na taxa de desenvolvimento para o estadio
de morula no dia 5 do cultivo embriondrio e que essa
estimulacdo do desenvolvimento embrionario foi
mediado através do receptor para IGF-1. Entretanto,
esses autores ndo reportaram a progressdo do
desenvolvimento para o estadio de blastocisto.

CONCLUSOES

A funcéo ovariana é controlada, primariamente, pela
interacdo do eixo hipatalamico-hipofisario-gonadal.
Contudo, ha horménios envolvidos nos processos
metabdlicos, como a insulina que regulam o
desenvolvimento folicular modulando 0
recrutamento, o desenvolvimento e a maturagdo
folicular. Além disso, é possivel verificar que a
insulina e os fatores de crescimento semelhantes a
insulina fornecem também um importante suporte ao
crescimento e desenvolvimento embrionario.

Apesar dos grandes avangos cientificos ocorridos
sobre os mecanismos de agdo da insulina, ainda
verifica-se a necessidade de mais estudos com a
finalidade de explicar melhor seus efeitos na
foliculogénese inicial e final em mamiferos, bem
como a influéncia desses efeitos na posterior
maturacdo dos odcitos crescidos in vitro. Desta
forma, futuras pesquisas deveriam focar no estudo
dos mediadores hormonais que influenciam esse
microambiente ovariano.
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