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Caracterizacao estrutural e papel do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) na foliculogénese ovariana

Structural Characterization and Role of Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) in Ovarian Folliculogenesis

Ivina Rocha Brito', Isadora Machado Teixeira Lima', Marcia Viviane Alves Saraiva’, José Roberto Viana
Silva?, Ana Paula Ribeiro Rodrigues' & José Ricardo de Figueiredo®

ABSTRACT

Background: The platelet-derived growth factor (PDGF) is expressed in a wide variety of cell types, exerts a potent mitogenic
role and acts on the growth, differentiation and cell chemotaxis. Studies have shown that during folliculogenesis, PDGF and
their receptors are expressed in oocytes, granulosa cells and thecal cells of ovarian follicles at different developmental stages in
several species. Although exist many information about its expression sites, as well as about its action in different cells types,
the role of PDGF on ovarian folliculogenesis remains understudied. Thus, this article aims to review issues related to PDGF,
suggesting the involvement of this mitogenic factor during follicular development.

Review: Along this work, it was shown aspects related to structural characterization of PDGF and its receptors, as well as
PDGEF expression in different cells types, emphasizing its importance to follicular development. PDGF family is composed by
four polypeptide chains (each encoded by a different gene), which are synthesized in the form of inactive pro-proteins. After a
proteolytic processing, these chains undergo homo or heterodimerization, resulting in five isoforms (PDGF-AA, -BB, -AB, -
CC e -DD). The cellular effects of these different PDGF isoforms are mediated by binding, with different specificities, to three
transmembrane receptors isoforms of type tyrosine kinase generated by the association of subunits o e § (PDGFR- aw, - a8,
- BB). PDGF was initially purified from platelets, being later verified its production by many varieties of cell types. It acts as an
important mitogenic factor, especially to cells of mesenchymal origin as fibroblasts and smooth muscle cells, and also exerts a
role on cellular migration and survival. Studies with PDGF and its receptors have demonstrated its importance as a paracrine
growth factor for normal embryo development and angiogenesis. Although the action of this growth factor has been shown in
several cellular responses, its role in ovarian folliculogenesis of mammals is understudied. Folliculogenesis, event initiated at
pre-natal life in most species, can be defined as the process of follicular formation, growth and maturation, beggining with the
primordial follicle formation and resulting in preovulatory stage. Until the present moment, the different PDGF types and their
receptors were detected in ovarian follicles of murines, rodents, swines and humans according to developmental stage. Evidences
suggest that this growth factor may acts as a potent regulator of ovarian function, increasing DNA synthesis in granulosa cells
and stimulating theca cells growth in swines. In addition, PDGF has shown benefic effects in in vitro maturation of bovine
oocytes when associated with follicle stimulating hormone (FSH).

Conclusion: Nevertheless, the specific actions of PDGF on ovarian follicles development have not been described due to lack
of data available in the literature about this subject. Therefore, this review was performed to clarify the involvement of this
growth factor in the regulation of ovarian function in mammals. However, it is necessary to perform additional studies that may
provide a greater understanding about the importance of PDGF during folicullogenesis.
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1. INTRODUCAO

O fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) € uma glicoproteina dimérica que foi primeira-
mente identificada por Ross et al. [95], além de Kohler
e Lipton [56] como um agente mitogé€nico para células
mesenquimais presentes no soro sanguineo de macacos
e camundongos, respectivamente. Diferentes estudos rela-
taram a producdo de PDGF por megacaridcitos,
mondcitos/macréfagos, células endoteliais, células mus-
culares lisas vasculares, fibroblastos, neurdnios e células
embriondrias, dentre outros tipos celulares [4,27,96,121].

No ovério mamifero, a expressao do PDGF foi
identificada em odcitos, células da granulosa e células
da teca de foliculos em diferentes estddios de desenvol-
vimento. Além disso, evidéncias indicam a sua atuacdo
nos varios estadios da foliculogénese, bem como no de-
senvolvimento embriondrio inicial. A foliculogénese
consiste na formagdo e no crescimento folicular, culmi-
nando com a liberagdo de um odcito maturo capaz de ser
fertilizado [117].

O desenvolvimento folicular € coordenado por
uma complexa comunicagio bidirecional entre odcito,
células da granulosa e células da teca, que promove a
interagdo de fatores de crescimento locais e
gonadotrofinas entre os compartimentos foliculares. Os
fatores intraovarianos, incluindo o PDGE, participam ati-
vamente do controle do crescimento folicular promovendo
amultiplicacao das células da eranulosa e da teca. o cres-

cimento oocitdrio e regulando a a¢do das gonadotrofinas
de origem hipofisdria [22,120].

Estudos recentes t€m contribuido para identificar
os locais de sintese do PDGF nos foliculos ovarianos e evi-
denciado seus efeitos especificos na foliculogénese. Desta
forma, a presente revisdo aborda a caracteriza¢io estrutural
do PDGF e de seus receptores, bem como sua atuago em
diversos tipos de células, destacando a sua participacdo na
foliculogénese.

II. FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE
PLAQUETAS (PDGF)

2.1 Caracterizaciio estrutural

A familia PDGF é composta por 4 cadeias
polipeptidicas (A, B, C e D), cada uma codificada por um
gene diferente [115]. Cada molécula de PDGF ¢ formada
por duas cadeias polipeptidicas antiparalelas ligadas por
pontes dissulfidicas através de homo ou heterodimerizagio,
originando 5 isoformas: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB,
PDGF-CC e PDGF-DD. Devido a um splincing alternativo
nos transcritos de PDGF-A, este € sintetizado na forma de
duas diferentes cadeias, sendo uma com 196 e outra com
211 residuos de amino4cidos, que diferem somente na sua
extremidade C-terminal. Ambas as isoformas sdo encontra-
das naturalmente em diferentes tipos de células, sendo a
de menor tamanho mais abundante [67,127]. Ja as ca-
deias de PDGF-B, -C e -D apresentam 241, 345 e 370
residuos de aminoacidos. respectivamente [891.
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Os PDGFs pertencem a uma famflia estrutural e
funcionalmente relacionada aos fatores de crescimento
vasculares, incluindo os fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGFs) [23]. Os fatores PDGF e
VEGF contém um dominio principal, chamado de do-
minio de homologia PDGF/VEGF (Figura 1). Este do-
minio € constituido por aproximadamente 100 residuos
de aminodcidos e €, evolutivamente, uma estrutura alta-
mente conservada presente em diferentes organismos,
incluindo a Drosophila [70] e vdrias espécies de cobras
[49,123]. E caracterizado pela presenca de 8 residuos de
cistefnas conservadas, constituindo o né de cisteina, onde
dois residuos (2 e 4) estdo envolvidos nas ligagdes
dissulfidicas intermoleculares, ¢ o restante participa das
ligagdes intramoleculares. Esta estrutura estd presente em
todos os membros da familia PDGF e estd envolvido tanto
na dimerizagdo das duas cadeias como na liga¢o e ati-
vagdo do receptor. Além disso, todos os PDGFs possu-
em um peptideo sinal e uma extensdo N- ou C-terminal
envolvidas na regulacdo das propriedades bioldgicas des-
tes fatores. Os PDGF-A ¢ -B apresentam uma pequena
extensdo N-terminal e uma extensio C-terminal, tam-
bém chamada de motivo estrutural de retencdo, conten-
do uma alta propor¢do de aminoécidos bdsicos envolvi-
dos na ligac@o destes fatores a componentes da matriz
extracelular [59, 82]. Robbins et al. [93] observaram que
grande parte do PDGF-BB expresso permanece associa-
do 2 membrana plasmadtica. Os PDGF-C ¢ -D néo con-
tém a extensdo C-terminal, mas apresentam o dominio CUB
como parte da sua extensdo N-terminal, o qual liga-se ao
dominio principal através de uma cadeia com cerca de

PDGF-A | ﬁ

PDGF-B | ﬂ
PDGF-C | dﬂ
PDGFD | dﬂ

I eptideo Sinal B vominio Principal [ w6 de isteina

i Sequénda N-Terminal [ Motivo estrutural de retengio D Regisio de dobradica

. Dominio CUB

Figura 1. Caracterizagio estrutural das cadeias de PDGF. As
cadeias A e B sdo caracterizadas pela presenca de um “motivo
estrutural de reteng¢do”, enquanto as cadeias C e D apresen-
tam o dominio CUB.

v Local de divagem protedlitica

80-100 amino4cidos, chamada de regido de dobradica
[3,64]. O dominio CUB é comumente encontrado em
diferentes tipos de proteinas, incluindo proteases extracelulares
eproteinas de superficie celular, dentre outras [7], e parti-
cipa da interagio proteina-protefna ou protefna-carboidrato,
além de regular a distribui¢fo extracelular das cadeias -C
e -D inativas.

2.2 Estrutura dos genes que codificam os PDGFs

Os genes que codificam as 4 cadeias de PDGFs es-
tdo localizados em 4 cromossomos diferentes. Em humanos,
os genes PDGFA e PDGFB estio localizados nos
cromossomos 7 ¢ 22 [5,16,112], enquanto os genes PDGFC
e PDGFD estdo nos cromossomos 4 e 11, respectivamente
[115]. Todos os genes apresentam uma organizagdo muito
semelhante no que se refere a0 nimero e tamanho dos éxons.
No entanto, uma grande diferenca é observada entre o tama-
nho dos introns. Os genes PDGFA ¢ PDGFB apresentam
introns de aproximadamente 20 kb, enquanto os genes
PDGFC e PDGFD apresentam introns de aproximadamen-
te 200 kb [63].

Os genes PDGFA e PDGFB possuem 7 éxons
(Figura 2), em que o éxon 1 codifica o peptideo sinal e
os éxons 2 e 3 codificam a sequéncia N-terminal. Os
éxons 4 e 5 sdo responsaveis pela codificagdo do domi-
nio principal e o 6 da extensdo C-terminal. A cadeia A €
expressa em duas diferentes isoformas, devido ao splicing
alternativo, com ou sem a sequéncia codificada pelo éxon
6. Em ambos os genes o €xon 7 ndo ¢ codificado
[6,46,94].

O gene PDGFC consiste em 6 €xons, enquanto o
gene PDGFD apresenta um éxon adicional. Em ambos os
genes, 0 éxon 1 codifica o peptideo sinal e os éxons 2 ¢ 3, 0
dominio CUB. No gene PDGFC, o éxon 4 codifica a regido
de dobradica e no gene PDGFD esta regido é codificada
pelos éxons 4 e 5. Consequentemente, o dominio principal é
codificado pelos éxons 5 e 6 no gene PDGFC, ¢ 6 ¢ 7 no gene
PDGFD [63].

2.3 Processamento proteolitico dos PDGFs

Todos os PDGFs sdo sintetizados nos reticulos
endoplasméticos das células produtoras na forma de molé-
culas precursoras inativas, denominadas pré-protefnas. Essas
moléculas sdo entdo dimerizadas e necessitam de diferentes
processamentos proteoliticos para a sua ativagdo [93]. No en-
tanto, atualmente nfo existem evidéncias de regulacdo da se-
cre¢io dos PDGFs, sendo estes liberados de forma continua
[25].
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Os PDGF-A e -B sio ativados por um padrio
exocitico. Apés a dimerizagdo das suas cadeias nos
reticulos endoplasmaticos, os dimeros sdo transportados
para o complexo de Golgi, onde ocorre 0 processamento
proteolitico, caracterizado pela remocdo da extensdo N-
terminal das moléculas. PDGF-AA é processado em uma
molécula de 30 kDa, a qual é carregada por vesiculas até
a superficie da célula para liberacio extracelular por
exocitose. J4 o PDGF-BB, ¢ processado em dois dife-
rentes produtos finais: uma molécula de 24 kDa, mais
abundante, a qual é degradada por lisossomos, e outra de
30kDa, liberada da mesma forma que o PDGF-AA [83].
A protease envolvida na conversdo da pr6-PDGF-A para
PDGF-A ainda é desconhecida, no entanto, evidéncias
sugerem que a furina, uma endoprotease dibdsica, seja a
responsavel por essa conversdo [101]. Da mesma forma,
aenzima correspondente para a conversao da pr6-PDGF-
B para PDGF-B ainda ndo foi identificada, mas acredi-
ta-se que também seja uma pré-proteina convertase.

Asisoformas -C e-D sdo secretadas sem aremocdo da
extensdo N-terminal, ou seja, na sua forma inativa, suge-
rindo que ambos os fatores sdo ativados por protedlise
extracelular [23,92]. A ativagdo requer a remogao do do-
minio CUB, incluso na extensdo N-terminal, e liberagdo
do dominio principal para que possa haver a ligacio da
proteina ao receptor. As enzimas plasmina e ativador de

AIG Stop Stop
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1 2 3 4 5 1 7
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Figura 2. Estrutura dos genes que codificam as quatro cadeias
de PDGF. Duas isoformas de PDGF-A podem ser originadas
devido a um splicing alternativo, onde sdo utilizados dois
codons de terminagdo localizados em éxons diferentes. Os
cddons de iniciagdo (ATG) e terminagdo (Stop) sdo represen-
tados na figura. Os introns e éxons ndo sdo apresentados em
escala, sendo os introns com comprimento superior a 5 kb
representados por (/). Figura adaptada de X. Li e U. Eriksson
[63].

plasminogénio de tecido (tPA) t€ém sido demonstradas
como as responsaveis pela clivagem proteolitica do PDGF-
C, enquanto somente a plasmina pode remover o dominio
CUB do PDGF-D [23]. Além disso, PDGF-C e -D parci-
almente processados, ou seja, com remog¢do de somente
um dominio CUB do homodimero (chamados de
hemidimeros), ainda sdo capazes de se ligar ao receptor. No
entanto, esta ligacdo ocorre com baixa afinidade e desenca-
deia uma resposta antag6nica, ou seja, aligacio do hemidimero
impede que ocorra a dimerizagdo do receptor e,
consequentemente, a transdugdo do sinal [89].

2.4 Expressdo dos PDGF's em diferentes tipos
celulares

O padrdo de expressdo de cada PDGF vem sendo
amplamente estudado, demonstrando que este fator ¢ sin-
tetizado por uma grande variedade de tipos celulares. O
PDGF-AA tem sido identificado como produto de células
epiteliais, osteosarcomas, melanomas e glioblastomas
[36,79], sendo necessdrio durante a embriogénese e
organogénese, bem como no desenvolvimento do sistema
nervoso central e da  crista neural
[9,26,29,51,52,62,108,109]. J4 o PDGF-BB, ¢ expresso
em células do endotélio vascular, megacaridcitos e
neurdnios, sendo implicado principalmente na angiogénese
[1].

OPDGF-CC é expresso em células epiteliais, mus-
culares e progenitoras neurais, e em adultos parece contri-
buir para a cicatriza¢cdo de ferimentos, proliferacdo de
fibroblastos, migracfo epitelial, vascularizagio e infiltracdo
de neutrdfilos. Além disso, a presenga de PDGF-CC foi
demonstrada em tecidos ativamente angiogénicos, como
placentas, alguns tecidos embriondrios e tumores, sugerin-
doum papel para esta isoforma durante a angiogénese [61].
Ja a expressdo de PDGF-DD ¢ bem menos caracterizada,
embora tenha sido observada em fibroblastos e células mus-
culares lisas [1].

Quanto a ocorréncia de PDGF-AB, acredita-se que
esta seja especifica para seres humanos [111]. Plaquetas
humanas e algumas linhagens de células cultivadas ex-
pressam naturalmente as cadeias -A e -B, podendo origi-
nar as trés isoformas, sugerindo que a formagdo de
dimeros € um processo aleatério [31,32,34]. Esta obser-
vagdo ¢ baseada em trabalhos que utilizam células
transfectadas com os genes das cadeias -A e -B, onde
verificou-se a formago tanto de heterodimeros quanto
de homodimeros [42]. No entanto, Hammacher et al. [31]
demonstraram que as plaquetas sdo a maior fonte do
heterodimero -AB, enquanto os homodimeros -AA ¢ -BB
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sdo encontrados em menor propor¢do. In vivo, a prolife-
racdo de fibroblastos dérmicos humanos € estimulada
pelo PDGF-AB [48], sendo detectado ainda um efeito
terapéutico na cicatrizagdo de ferimentos para esta
isoforma [72].

II1. RECEPTORES DE PDGF

Os eventos celulares mediados pelos PDGFs
acontecem ap6s a ligacdo da molécula e a conse-quente
ativacdo do receptor, o qual é uma glicopro-teina
transmembrandria do tipo tirosina quinase. Estes recep-
tores sdo formados por duas cadeias polipeptidicas, o e
B, constituidas por 1.089 e 1.106 residuos de aminoacidos,
respectivamente [12,13]. Apds a ligagdo do PDGF, duas
cadeias de receptor dimerizam-se e, dependendo da con-
figuragdo do ligante e do padrdo de expressdo do recep-
tor, diferentes isoformas podem ser formadas: PDGFR-
oo, PDGFR-B ¢ PDGFR-o [39]. As isoformas
diméricas PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB e PDGF-
CC se ligam ao PDGFR-o0, enquanto PDGF-BB e
PDGF-DD interagem com o PDGFR-ff. O heterox-
dimero PDGFR-03, por sua vez, pode ser formado apds
aligaco das isoformas PDGF-AB, PDGF-BB e PDGF-
CC [10,130].

Estruturalmente, os PDGFRs s@o caracterizados por
uma regido extracelular, composta por cinco dominios se-
melhantes a imunoglobulinas, sendo os trés primeiros
dominios responsdveis pela interagdo com os ligantes
[129], enquanto o dominio 4 contribui para a dimeriza¢do
das subunidades de receptores [81]. Apresentam ainda
uma regifo transmem-brandria e outra intracelular, forma-
da por um dominio justamembrandrio seguido pelo domi-
nio tirosina quinase e, por fim, uma cadeia C-terminal (Fi-
gura 3).

As cinco isoformas diméricas de PDGF possu-
em habilidades distintas para se ligar e ativar os recepto-
res, conforme mostrado em um estudo realizado em ra-
tos, utilizando células osteobldsticas fetais, o qual suge-
re que os diferentes tipos de receptores ndo sé se ligam
seletivamente a uma ou mais isoformas de PDGF, como
também sdo capazes de responder de forma diferente a
estas [86]. Desta forma, a expressao de ambos os recep-
tores e de cada um dos cinco PDGFs ¢ controlada de
forma independente, dando ao sistema PDGF/PDGFR
uma grande flexibilidade. A propor¢do de isoformas de
PDGF e PDGFRs expressas varia grandemente entre 0s
diferentes tipos de células. Algumas células apresentam

apenas uma das isoformas de PDGFR, como as células
ettt ey A AL A TAET wlavrs vt e st e o rMM1ol ~ ~~2

lulas endoteliais de figado de ratos [40], que expressam
aisoforma o, ou células musculares lisas e endoteliais
de capilares de camundongos [107], que expressam so-
mente a isoforma Bf. Outros tipos de células expressam
ambas as isoformas, simultanea ou separadamente, como,
fibroblastos e células musculares lisas [107].

As isoformas homodimeras exercem um poten-
te efeito mitogénico, promovendo o crescimento de cé-
lulas tumorais [38,90], a reorganizacdo dos filamentos
de actina [20] e o aumento intracelular de Ca* [17]. A
ativagfio do receptor B estimula a quimiotaxia, enquanto
o receptor oo pode inibir ou estimular a migrago de dife-
rentes tipos de células, incluindo fibroblastos, células
musculares lisas ¢ epiteliais [57,100,125,128]. O receptor
BB inibe a comunicagdo entre as células através de jungdes
do tipo gap [43] e exerce ainda um efeito antiapoptético
[124].

Contudo, os niveis de expressdo dos receptores para
PDGEF ndo permanecem constantes nas células, podendo
causar diferentes estimulos externos, tais como inflama-
¢do, desenvolvimento embriondrio ou diferenciacao, exer-
cer em influéncia sobre a expressdo desses receptores
celulares permitindo a ligacdo de alguns PDGFs, mas
ndo de outros [97].

3.1 Ativacao do receptor

Ap6s a ligacdo do PDGF ao seu receptor, ocorre a
dimerizagdo das subunidades de receptores, caracterizada
pela aproximacdo dos dominios citoplasmaticos de cada
subunidade, permitindo a fosforilagdo da tirosina entre as

PbGF CC  PDGF-AA

" g

PDGF -AB PDGF-BB PDGF-DD

:
>

Ex I'umhdl

'rnrunlemhmn&'u . P
Dominia
Iustarmembrandrio
Regibo I ] I Dorminia

Intracelulas | ’ | " Tiresina-quinase

Figura 3. Interacdes PDGF-PDGEFR e organizagio estrutural dos
receptores para os PDGFs. Diferentes isoformas de PDGF li-
gam-se e dimerizam as subunidades o ¢ 3 dos receptores. Cada
receptor € constituido de uma regido extracelular, a qual apresen-
ta 5 domifnios sememlhantes a imunoglobulinas, uma regido
transmembrandria e outra intracelular, composta pelos dominios
justamembranadrio e tirosina-quinase.
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diferentes subunidades do dfmero (transfosforilagio). Essa
dimerizacgdo é essencial para a ativacdo da quinase e
consequente ativa¢io do receptor [53], o qual sofre mudan-
¢as conformacionais que permitem que a enzima, em ativi-
dade basal, fosforile um residuo especifico de tirosina. Este
evento leva ao desbloqueio da quinase, a qual aumenta sua
atividade enzimética agindo sobre outros residuos de tirosina,
bem como sobre outros substratos.

Nove e doze locais de fosforilacdo tém sido iden-
tificados nos receptores o e B, respectivamente [37]. As
tirosinas fosforiladas dentro do dominio quinase (Tyr-
849 no receptor B e Tyr-857 no receptor B) regulam a
atividade catalitica das quinases, enquanto as tirosinas
fosforiladas fora deste dominio criam locais especificos
para a ligacdo das moléculas responsdveis pela transdugio
do sinal [39].

Em geral, as moléculas sinalizadoras podem li-
gar-se aos receptores através de diferentes dominios, como,
os dominios SH2 (dominio de homologia a Src 2) e PTB
(dominio de ligacdo da fosfotirosina), que reconhecem
tirosinas fosforiladas, o dominio SH3, o qual reconhece
regides ricas em prolina, o dominio PH (dominio de
homologia o proteina pleckstrin), que reconhece mem-
brana fosfo-lipidica, e 0 dominio PDZ, o qual reconhece
sequén-cias C-terminal especificas [37].

No entanto, todas as enzimas envolvidas na
transducdo da mensagem gerada pela formagéo do com-
plexo PDGF-PDGEFR utilizam o dominio SH2 para
interagir com o receptor [13].

3.2 Padrdes de sinalizacio induzidos pela ligacio
PDGF-PDGFR

Apbs a ativagdo do receptor, diferentes mecanis-
mos de sinalizagdo sdo recrutados. Estes envolvem as
moléculas Ras-MAPK, fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
Fosfolipase Cy 1 (PLC-y) e Src. Outras moléculas, como
Grb2, Grb7, Nck, She, e Crk ndo possuem atividade
enzimdtica e desempenham a funcdo de proteinas
adaptadoras, intermediando a interac@o do receptor com a
molécula sinalizadora [11]. Além disso, membros da fa-
milia Stat (Stat-1, -3, -3a, -B e -6) também se ligam aos
PDGEFR e atuam como fatores transcricionais que, apds a
fosforilagdo da tirosina, sdo direcionados para o nicleo
das células onde afetam a transcri¢do de genes especificos
[116].

A maioria das células responsivas ao PDGF sdo
dependentes do contato com moléculas presentes na
matriz extracelular. Esse contato é mediado pelas
integrinas, as quais sio receptores transmem-brandrios

localizados na superficie das células. A interacdo entre
os PDGFRs, as integrinas e moléculas especificas da
matriz extracelular levam a formag&o de adesdes focais,
onde varios padrdes de sinalizagdo sdo iniciados [14],
aumentando a migrago e a proliferacio celular, e preve-
nindo a apoptose [2,24]. A seguir, sdo descritas as mais
importantes vias de sinalizacfo ativadas pelos recepto-
res de PDGE.

3.2.1 Padrao Ras-MAPK

O receptor de fator de crescimento ligado a proteina
2 (Gbr2) é uma pequena protefna citoplasmdtica de 25 kDa,
constituida por dois dominios, SH3 e SH2 [66, 104]. O Gbr2
estd constitutivamente ligado a uma regifio rica em prolina da
proteina SOS (Son of Sevenless), uma permutadora GDP/
GTP para RAS, formando o complexo Gbr2/SOS. Uma vez
ativado, este complexo ¢ entdo recrutado para a membrana
da célula onde se liga ao receptor através do dominio SH2 da
Grb2 e, desta forma, permite a ativagdo de RAS. A protefna
RAS liga-se a quinase Raf-1, a qual inicia eventos em cascata
da via da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK)
[11]. Ap6s a ativagdo da MAPK, esta fosforila uma grande
variedade de substratos membranares ¢ citoplasmaticos, bem
como fatores de transcri¢io e, assim, pode contribuir para a
regulacio de diferentes processos celulares, tais como cresci-
mento, migracdo e diferenciagdo [39].

3.2.2 Padrio PI3K

O fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) desempenha
um importante papel na transducio do sinal intracelular,
podendo ser ativado pela maioria dos receptores do tipo
tirosina quinase. O PI3K consiste em um complexo
heterodimérico composto por uma subunidade regulado-
ra, p85, e uma subunidade catalitica, p110. Similarmente
a outras proteinas contendo o dominio SH2, o PI3K forma
complexos com tirosinas fosforiladas de receptores ativos.
Sua principal funcdo é converter fosfatidilinositol 4, 5-
bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato
(PIP3), o qual atua como segundo mensageiro, ativando
um grande niimero de moléculas efetoras. As respostas
celulares mediadas pela ativa¢do da via PI3K incluem re-
organizagio das fibras de actina, quimiotaxia, crescimento
celular e inibi¢do da apoptose [118].

OPI3K, juntamente com membros da familia Src
e as quinases fosforiladas presente nos receptores, podem
estar envolvidos na regulacio do processo de internalizagio
dos receptores para PDGF [47,76,110]. A ligacdo da pro-
tefna ao receptor induz a internalizagdo do complexo
ligante/receptor em endossomos, podendo esse complexo
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degradado, devido a fusdo dos endossomos com
lisossomos [110].

3.2.3 Padrao PLC-y

Da mesma forma que o PI3K, a PLC-y ¢ imediata-
mente recrutada pelo receptor tirosina quinase fosforilado,
ligando-se através do seu dominios SH2. Apds sua ativa-
¢do, a PLC-y hidrolisa seu substrato, o PIP2, originando
duas moléculas, PIP3 e diacilglicerol, que irdo atuar como
segundos mensageiros. O PIP3 estimula a liberagéio de Ca?*
intracelular, o qual se liga a calmodulina, ativando, posteri-
ormente, uma familia de proteinas quinases dependentes de
calmodulina (CaMKs), enquanto o diacilglicerol, juntamente
com o Ca*, ativa membros da familia de protefnas quinase
C (PKC) [4]. A PLC-y estimula diversos processos celulares,
tais como angiogénese, proliferacio, crescimento e
motilidade de diferentes linhagens de células [50].

3.2.4 Padrio Src

As protefnas da familia Src sdo um tipo de
tirosina quinase citoplasmatica ndo receptora, ativadas a
partir da fosforilacdo dos residuos de tirosina presentes no
dominio justamembrandrio do receptor [28,41,58]. A
ativacdo das protefnas Src, Fyn e Yes, as quais sdo os
membros desta familia envolvidos na sinaliza¢do induzida
pelos PDGFs, resulta no crescimento e/ou na diferenciagio
celular [58] e sdo essenciais para a transmissdo do sinal
mitdtico [114].

IV. PAPEL DOS PDGFS NA FOLICULOGENESE

4.1 Foliculogénese

A foliculogénese ovariana consiste no processo
de formagdo e crescimento dos foliculos, seguindo uma
sequéncia deacontecimentos caracteristicos que iniciam com
o estabelecimento da populagdo folicular no ovério du-
rante a vida pré-natal, na maioria das espécies, e termi-
nam com a ovulaggo [117]. O foliculo é considerado a
unidade morfolégica e funcional do ovario mamifero,
sendo responsdvel pela sintese e secre¢do de hormdnios
esterdides e fatores de crescimento e pela liberagio de
um odcito maturo através da ovulagdo. Essas fungdes
atuam de forma interdependente e complementar, sendo
necessdrias para o sucesso da reproducdo [88]. Um odcito
circundado por células da granulosa e da teca constitu-
em um foliculo, o qual deve proporcionar as condi¢des
ideais para a manutenc@o da viabilidade, crescimento e
liberagdo de um odcito maturo no processo de ovulagio
[15]. Os foliculos podem ser classificados de acordo com o
grau de desenvolvimento em pré-antrais (primordiais, pri-

mdrios e secunddrios) e antrais (tercidrios e pré-
ovulatorios) [102].

Os foliculos primordiais constituem grande parte
do estoque de gametas femininos no ovario, sendo forma-
dos por um odcito imaturo envolto por uma tnica camada
de células somdticas de formato pavimentoso [45]. Apds
sua formacao, esses foliculos podem imediatamente iniciar
0seu crescimento ou permanecer quiescentes por dias, meses
ouanos [117], até serem estimulados a iniciar seu desenvol-
vimento. Este evento é denominado ativagdo folicular e é
marcado por mudangas qualitativas e quantitativas, incluin-
do modificagdes no metabolismo e na estrutura folicular
[103].

A transi¢io do foliculo primordial para primdrio é
caracterizada por alteracdes morfolégicas como o aumento
do didmetro oocitdrio, a proliferacdo das células da granulosa
e atransformago no formato destas células de pavimentoso
para ctibico. Assim, quando o odcito ¢ circundado por uma
unica e completa camada de células da granulosa de
morfologia ctibica, os foliculos sdo denominados primérios
[30].

A medida que os foliculos iniciam o crescimen-
to, as protefnas que irdo formar a zona peliicida come-
¢am a ser sintetizadas [60]. Enquanto isso, a multiplica-
¢o das células da granulosa dos foliculos primdrios leva
a formacdo de varias camadas destas células ao redor do
odcito, formando os foliculos secunddrios. Neste esta-
dio, as células da granulosa apresentam uma extensiva
rede de jungdes do tipo gap ou intercomunicantes, que
correspondem a canais membrandrios que permitem a
passagem de nutrientes, fons inorgdnicos, segundos men-
sageiros e pequenos metabdlitos entre as células [54].
Ainda nesta fase, a zona pelicida é claramente
identificada ao redor do odcito e os precursores das célu-
las da teca sdo recrutados do estroma ovariano [85].

Com o crescimento dos foliculos secunddrios e a
continua proliferacdo das células da granulosa, ocorre a for-
magio de uma cavidade repleta de liquido folicular denomi-
nada antro. A partir desse estadio os foliculos passam a ser
denominados tercidrios ou antrais e sdo caracterizados pelo
aumento acentuado do didmetro folicular ocasionado pelo
crescimento do odcito, multiplicacio das células da granulosa,
dateca e actimulo de fluido antral [18]. Tal fluido corresponde
ao ambiente ao qual o odcito € submetido durante o seu de-
senvolvimento e maturacdo, sendo considerado de grande
importancia para a determinacio da qualidade oocitdria. Den-
tre os componentes do fluido folicular, destacam-se hormdnios
esterdides e pituitdrios, citocinas, fatores de crescimento, pro-
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Oniltimo estadio do desenvolvimento folicular ocor-
reemtodas as espécies, geralmente a partir da puberdade [ 18],
quando aliberagfo de altos niveis de hormdnio luteinizante
(LH) estimula a formacfo do foliculo pré-ovulatério. Tal
estddio € caracterizado por um odcito secunddrio, cujo nd-
cleo encontra-se na segunda divisdo meidtica, circundado
pelas células do cumulus, formando o complexo cumulus-
o6cito. As células da granulosa dos foliculos pré-ovulatdrios
param de se multiplicar em resposta ao LH, o qual possibilita
que os foliculos atinjam os estddios finais de desenvolvimento
e ovulem, originando corpos ltiteos [77].

Apesar do amplo conhecimento existente sobre
as alteracdes morfoldgicas e funcionais que ocorrem com
os foliculos ovarianos durante seu desenvolvimento, ain-
da é limitado o conhecimento acerca dos fatores que regu-
lam cada uma dessas etapas. Uma gama de fatores de cres-
cimento e hormonios vém sendo estudados, conforme
descrito por Fortune et al. [21], e as evidéncias apontam
que a dinamica folicular é regulada por uma complexa
interacfo de substincias, dentre as quais podem ser cita-
dos os hormdnios esterdides, as gonadotrofinas e os fatores
de crescimento. Dentre os fatores que atuam regulando o
desenvolvimento folicular, pode-se destacar o PDGE, cuja im-
portincia na foliculogénese ¢ abordada a seguir.

4.2 Importancia do PDGF para o desenvolvimento
folicular

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o
intuito de demonstrar a importancia do PDGF para o desen-
volvimento folicular. Nilsson et al. [78] caracterizou o PDGF
como um fator de crescimento pardcrino produzido pelo
o6cito, que atua sobre as células da granulosa e da teca
intersticial promovendo a transi¢do de foliculos primordiais
para primdrios [78]. Os diferentes tipos de PDGF e seus re-
ceptores foram detectados em foliculos ovarianos de acordo
com o estadio de desenvolvimento em murinos [ 126] e ratas
[105]. Nesta dltima espécie, apds andlise por imuno-
histoquimica, as proteinas PDGF-A, -B e -C, e o receptor
PDGFR-o.0. foram localizados em corpos ltteos, indicando
um possivel papel deste fator durante o processo de ovulagido
eluteogénese [106]. Emsuinos,0 PDGF-A e o PDGFR-oiotém
sido observados em odcitos e células da granulosa de foliculos
em estadios iniciais de crescimento [80], enquanto em huma-
nos aisoforma -A foi identificada em grandes foliculos antrais
[87]. Ainda em humanos, McWilliam et al. [71] verificaram
apresenca de PDGF-AB no fluido folicular e de seu receptor
em extratos de células da granulosa lutefnicas isolados do
liquido antral.

No foliculo ovariano, a localizagio e a a¢do dos
receptores para PDGF tém sido identificadas no odcito,
nas células da granulosa e células da teca em diferentes
espécies [19,99,113]. Em suinos, o PDGFR-B tem sido
localizado na camada de células da teca de individuos
adultos [113]. J4 em ovdrios de ratas, as proteinas
PDGFR-ooc e PDGFR-B foram encontradas em odcitos
de foliculos primordiais e primdrios. Além disso, o
PDGFR-f também foi demonstrado em células da teca
de foliculos primdrios, secunddrios e antrais e em células
da pré-granulosa/granulosa de foliculos primordiais, se-
cunddrios e antrais, enquanto o PDGFR-cto foi demons-
trado em células da teca do estroma e de foliculos em
todos os estddios de desenvolvimento [105].

Através da técnica de hibridizacdo in situ, foi
demonstrada a presenca de RNAm para PDGF-B, PDGF-
C ¢ PDGF-D em células da teca de foliculos secunddri-
os, e somente para PDGF-D em odcitos de foliculos pri-
mordiais ¢ primarios de ratas [105]. Nilsson et al. [78]
verificou que o PDGF estimula a expressdo do RNAm
para Kit Ligand (KL), embora ndo tenha verificado o
efeito deste fator sobre a expressdo de PDGF e de seus
receptores. Isso sugere que o PDGF promove a ativagio de
foliculos primordiais através de um mecanismo que envolve
o aumento da expressdao do RNAm para KL [84]. Em
odcitos ndo fertilizados de camundongas, foi identifica-
do 0 RNAm para PDGF-A, o qual desaparece durante o
estddio embriondrio de 2 células e reaparece no estadio
de 4 células [91], sugerindo um possivel papel do PDGF
na maturagdo do odcito e desenvolvimento embriondrio
durante a pré-implantacdo. Em odcitos suinos, e ainda
em células da teca de foliculos antrais avangados, Okamura
et al. [80] também demonstraram a expressio de RNAm para
o receptor PDGFR-ow.

Estudos recentes tém identificado a atuagio dos
PDGFs em foliculos pré-antrais de roedores [78,105,126],
nos quais observou-se que a adi¢do das isoformas -A e -B
ao meio de cultivo promoveu o crescimento de foliculos
primordiais [78] e secundérios [105]. Além disso, a ativida-
de proliferativa de células da teca de foliculos antrais de
ratas [19] e porcas [68,99,113] também foi estimulada por
PDGFs.

Atuando em sinergia com o horménio foliculo
estimulante (FSH), os PDGFs induziram a formacao de
receptores para LH em células da granulosa de ratas
[74,75]. Knecht e Catt [55] mostraram que o PDGF au-
menta a atividade do AMPc estimulada pelo FSH, a pro-
ducdo de progesterona e a formaco de receptores para
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LH em células da granulosa de ratas. O LH, por sua vez,
induz o aumento dos niveis de RNAm para os PDGF-
BB e -DD, e para o receptor § em ovdrios de ratas, suge-
rindo um importante papel para este fator durante a
luteogénese [106]. Schmahl et al. [98] demonstraram
ainda que mutag¢des nos genes de todas as isoformas de
PDGFs ocasionam uma deficiéncia na produgdo de
esterdides pelas células, sugerindo que estes fatores tam-
bém atuam na regulagdo da esteroidogénese em
camundongas.

Por outro lado, Michel et al. [73] verificaram que,
em suinos, 0 PDGF ndo afeta a secrecio de progesterona
pelas células da granulosa. Além disso, Taylor [113] de-
monstrou que os PDGF-AB e -BB inibem a secrecdo de
androstenediona e progesterona estimulada pelo LH em célu-
las da teca suinas. Nesta espécie, em células tecais cultiva-
das, o PDGF aumentou a sintese de estradiol na presenga
do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1)
[99]. Além disso, Duleba et al. [19] observaram um efeito
aditivo de PDGF-AB e IGF-1 sobre a sintese de DNA nas
células da teca intersticiais de ratas. De forma similar, May
et al. [68] sugeriram um efeito sinérgico entre PDGF ¢ IGF-
1 na proliferacdo de células da teca de suinos. Além disso,
nesse mesmo estudo, verificou-se que o fator de crescimen-
to epidermal (EGF) atua potencializando a a¢do do PDGF
em células da teca. Por outro lado, em células da granulosa,
0 PDGF tem demonstrado aumentar a atividade proliferativa
do EGF e do fator de crescimento transformante -o. (TGF-
o) [69].

Em bovinos, a adi¢do de FSH ao meio de
maturago in vitro (MIV) contendo PDGF-AB, aumen-
tou a propor¢do de odcitos inseminados que atingiram
os estadios de moérula e blastocisto [33]. Bortolotto et al.
[8] examinaram os efeitos do PDGF, da insulina e do
retinol, bem como de suas intera¢des na MIV de odcitos
bovinos, e verificaram que a insulina e o PDGEF, associa-
dos ou ndo, aceleraram a maturacgio nuclear, sendo suas
acdes potencializadas pelo retinol. A observagio de que
blastocistos humanos também respondem ao cultivo com
PDGEF indica uma provavel expressio de receptores para
este fator durante o desenvolvimento inicial [65].

V. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme demonstrado, a familia PDGF € com-
postaporSmembros(PDGF-AA,-BB,-AB-CCe-DD), os quais
tém sido amplamente estudados nos tltimos anos quanto a
sua estrutura e atuacdo. Especialmente com relagio a
foliculogénese, estudos demonstraram que o PDGF, bem

€OmO Seus receptores, estdo expressos em odcitos, células
da gra-nulosa e células da teca de foliculos ovarianos em
diferentes estddios de desenvolvimento e em diferentes es-
pécies. Estes dados sugerem uma atuacfo para este fator
desde o processo de ativacdo folicular até o crescimento
posterior destes foliculos e matu-racio dos odcitos, seguido
pelodesenvolvimento embriondrio inicial. Entretanto, pode-
se verificar que as informagdes disponiveis nfo sdo sufici-
entes para descrever o papel especifico do PDGF sobre o
desenvolvimento folicular. Portanto, estudos adicionais sio
necessdrios para proporcionar o completo entendimento acer-
ca da importincia deste fator de crescimento durante a
foliculogénese.
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