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Resumo

A analise da expressdo das diversas proteinas relacionadas a foliculogénese e oogénese in vivo e
in vitro, através da protedmica, tem demonstrado possiveis biomarcadores celulares. A descoberta desses
biomarcadores pode ajudar na elucidagcdo de mecanismos complexos como a foliculogénese (entendimento
sobre o crescimento folicular e maturag@o oocitaria), no tratamento de doencgas relacionadas a infertilidade
feminina, bem como, no aprimoramento de biotécnicas reprodutivas como a manipulacdo de oocitos
inclusos em foliculos pré-antrais. Desta forma, a presente revisdo abordou as principais proteinas relatadas
nos mais novos trabalhos referentes aos estudos protedmicos visando melhores esclarecimentos referentes
ao desenvolvimento folicular e oocitario in vivo e in vitro. A escolha dos artigos foi realizada com base nas
descobertas mais atuais e do impacto que determinadas proteinas poderiam trazer para melhorar o
entendimento da foliculogénese e oogénese nas diferentes espécies de animais mamiferos.
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Abstract

The analysis of the expression of several proteins related to folliculogenesis and oogenesis in
vivo and in vitro, through proteomics, has demonstrated possible cellular biomarkers. The discovery of
these biomarkers may help in the elucidation of complex mechanisms such as folliculogenesis
(understanding of follicular growth and oocyte maturation), in the treatment of diseases related to female
infertility, as well as in the improvement of reproductive biotechniques such as the manipulation of
oocytes enclosed in preantral follicles. Thus, the present review addressed the main proteins reported in
the newest works related to proteomic studies aiming at better clarifications regarding follicular and
oocyte development in vivo and in vitro. The choice of articles was based on the most current discoveries
and the impact that certain proteins could bring to improve the understanding of folliculogenesis and
oogenesis in different species of mammalian animals.
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Introducao

O estudo da expressdo e do funcionamento das proteinas tem sido realizado por diversos trabalhos
com o intuito de elucidar mecanismos celulares complexos, como a foliculogénese. A foliculogénese
compreende os processos de formagdo, ativacdo, crescimento ¢ maturagdo dos foliculos ovarianos, que se
inicia com a formagao do foliculo primordial e culmina no desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio.
Esses processos sdo regulados por uma complexa interagdo de fatores de crescimento e hormonios proteicos
que através de inimeras vias de sinalizagdo celular promovem a sobrevivéncia e diferenciacdo das células
foliculares, gerando um odcito capaz de suportar o desenvolvimento embrionario (Figueiredo et al., 2019).
Assim, o conhecimento sobre a participa¢do de cada proteina, pode ajudar na elucidacdo da foliculogénese,
ou seja, compreensao do funcionamento das diferentes proteinas em cada fase do desenvolvimento folicular,
como a prolifera¢ao das células da granulosa, crescimento do o6cito e maturagdo oocitaria. Deste modo, a
protedmica poderia contribuir no desenvolvimento e aprimoramento de biotécnicas reprodutivas, como a
manipulac¢do de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA).

A andlise da expressdo e identificagdo das diversas proteinas que regem os mecanismos da
foliculogénese e a oogénese in vivo e in vitro, através de tecnologias modernas como a protedmica, tem
resultado no conhecimento de varios biomarcadores celulares. Os biomarcadores sdo proteinas
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diretamente relacionadas as alteragdes moleculares em células ou tecidos normais ou lesionados (Oliveira
et al, 2021). As identificagdes desses biomarcadores podem ajudar no tratamento de doengas
relacionadas a infertilidade feminina e no estabelecimento de diversas tecnologias de reproducéo assistida
que atualmente tem crescido em todo o mundo (Wang et al., 2015). Deste modo, a presente revisdo
abordou alguns trabalhos relatando as principais proteinas, apresentadas como possiveis biomarcadores,
com o objetivo de compilar os mais novos achados da literatura e facilitar o estudo da expressdo proteica
para compreensdes de eventos celulares complexos como a foliculogénese. A escolha dos artigos foi
realizada com base nas descobertas mais atuais e do impacto que determinadas proteinas poderiam trazer
para melhorar o entendimento da foliculogénese e oogénese nas diferentes espécies de animais
mamiferos. Os artigos técnicos utilizados na presente revisdo foram pesquisados nas bases de dados:
Scielo, Science direct e Pubmed, por meio das seguintes palavras-chave: Foliculos ovarianos, protedmica,
ovario, fluido folicular e odcitos. Como critérios de inclusdo, foram utilizados artigos experimentais e
revisdes de literatura na lingua portuguesa e inglesa. J4& como critérios de exclusdo, foram
desconsiderados formatos de textos que ndo tiveram avaliagdo rigorosa.

Oodgenese e Foliculogénese

A oogénese refere-se a sequéncia de eventos que se inicia com a formagao das células germinativas
primordiais, as quais diferenciam-se inicialmente em oogdnias, seguindo para odcitos primarios e
posteriormente secundarios, quando ocorre a extrusdo do primeiro corptsculo polar. O processo ¢ finalizado
com a fecundacdo do ovdcito maturo e a liberagdo do segundo corpusculo polar (Figueiredo et al., 2019).

No entanto, na maioria das espécies de mamiferos, durante a formagdo do odcito primario, o odcito
inicia a meiose e para no estagio de profase . Durante essa fase, o odcito fica envolto por células pavimentosa
da pré-granulosa formando o foliculo primordial e iniciando a foliculogénese. Os foliculos podem ser divididos
em duas categorias os pré-antrais (primordiais, primario e secundarios - FP) e antrais (terciario e pré-ovulatorio
- FA). Dos milhares de foliculos presentes nos ovarios, aproximadamente 90% sao FPs. Os primordiais ficam
quiescente, constituindo a reserva ovariana, e posteriormente entram no processo de ativacdo progredindo para
o0 estagio de primarios e secundarios (Silva et al., 2020). Posteriormente, durante a proliferacdo das células da
granulosa ira aparecer uma camada repleta de liquido denominada de antro, iniciando a categoria de FA e
finalizando com a ovulacdo de um odcito secundario, na maioria das espécies como ilustrado na fig. 1. Apesar
da grande populagdo folicular, a grande maioria (99,9%) dos foliculos ¢ eliminada no processo de atresia (Aerts
e Bols, 2010). O destino do foliculo, atresia ou ovulacdo depende de um fino balanco entre proteinas
estimulatérias e inibitérias envolvidos na foliculogénese (Figueiredo et al., 2019). Assim, embora os
mecanismos que regulam a foliculogénese sejam estudados hé bastante tempo, ainda ndo sdo conhecidas
todas as proteinas envolvidas nesse processo, sendo necessario a busca por biomarcadores.
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Figura 1. Ilustragdo esquematica do foliculo ovariano e foliculogénese. Diagrama simplificado da ovogénese e
foliculogénese. Em A) estrutura do foliculo ovariano, demonstrando os constituintes como o odcito (cor rosa), a zona
pelucida (cor marrom escuro), cavidade antral (cor cinza), células da granulosa (cor marrom claro), membrana basal
(cor vermelha) e as células da teca (cor amarela). Em B) formagao das células germinativas primordiais, da oogonia e
do odcito primario (durante as sucessivas mitoses), bem como as etapas do desenvolvimento folicular (inicio da
meiose e parada meidtica em profase I), culminando na maturagdo oocitaria (finalizacdo da meiose I), fertilizagdo
(finalizagao da meiose II) e posterior formacdo do blastocisto.
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Papel da protedmica na busca de biomarcadores da foliculogénese

Durante os ultimos anos, o desenvolvimento de métodos invasivos e ndo invasivos para selecdo
de oocitos e foliculos, bem como as descobertas de substancias que melhore os meios de cultivo
utilizando tecnologias como a transcriptomica, protedmica e metabolomica tem gerado muito interesse na
pesquisa. Dentre elas podemos destacar a protedmica, a qual estuda os produtos proteicos expressos pelo
genoma (Cox e Mann, 2007). O estudo molecular por meio da analise protedmica permite a identificagao,
a quantificacdo e a avaliacdo dos tipos de modificagdes poés-traducionais sofridas pelas proteinas
envolvidas em varios processos, permitindo a descoberta de novos alvos terapéuticos e moléculas
bioativas. O estudo das modifica¢des pos-traducionais € a principal vantagem da protedmica em relagdo
as demais analises 6micas (Araujo et al., 2022). Cada proteina € especializada para uma determinada
funcdo, assim, conhecé-la pode ser extremamente benéfico para a compreensao das complexas redes de
proteinas reguladoras, envolvidas na fisiologia ovariana e na resposta a estimulagdo exogena, e para
fornecer grupos relevantes de biomarcadores especificos em medicina reprodutiva (Jarkovska et al.,
2010), bem como para o aperfeicoamento e o desenvolvimento de novas técnicas reprodutivas
(Fahiminiya et al., 2011). Alguns exemplos de proteinas que ja foram descobertas e estudadas nos
diversos compartimentos foliculares sdo ilustrados na fig. 2.
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Figura 2. Ilustragdo esquematica do foliculo ovariano e algumas das principais proteinas encontradas nos
diversos compartimentos foliculares. Nas caixas em azul estdo ilustradas as proteinas encontradas no
foliculo e células da granulosa. Nas caixas em amarelo estdo ilustradas as proteinas encontradas no fluido
folicular. Nas caixas em verde estdo ilustradas as proteinas encontradas no odcito.

Desde seu desenvolvimento, existem muitas metodologias empregadas na protedmica, as quais
podem ser classificadas nos tipos bottom-up ou top-down. O primeiro, também denominado shotgun,
inclui separacdo por cromatografia liquida dos peptideos obtidos apds digestdo triptica de solucdes
proteicas complexas, seguida de analise por espectrometria de massas (MS). O top-down, ao contrario,
¢ um processo no qual as proteinas intactas (e ndo os peptideos) sdo submetidas a analise por MS.
Nessa metodologia, ocorre inicialmente a separagdo das proteinas por um gel, em geral por eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE - Celis ¢ Gromov, 1999), seguida da identificagdo
através da espectrometria de massas (MS). As principais vantagens da realizagdo da metodologia
bottom-up sdo o menor custo e uma maior facilidade de encontrar espectrometros de massas
compativeis com a metodologia, enquanto no fop-down existe um maior custo por exigir equipamentos
mais sofisticados e de dificil acesso. Entretanto, na metodologia fop-down existe a possibilidade de um
estudo mais aprofundado das modifica¢des pds-traducionais das proteinas, pois o mesmo ¢ realizado
com proteinas intactas.
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Proteinas envolvidas no desenvolvimento do foliculo

Em estudo com foliculos primordiais envelhecidos de ratas, Govindaraj e Rao (2015)
demonstraram a alta expressdo de proteinas relacionadas a apoptose como Bcl2 associada a proteina
assassina ovariana (BOK) e a baixa expressdo de proteinas relacionadas ao reparo do DNA como
FIGNLI1, em relagdo a foliculos de animais jovens. Para isso, os autores coletaram ovarios de ratas
imaturas com 20 dias de idade e ratas idosas com 450 a 540 dias. Os ovarios foram fragmentados e
expostos a colagenase tipo IV, filtrado em malha de 40 pm para visualizagdo de foliculos
primordiais. Ao final do estudo os autores encontraram 13 proteinas diferencialmente expressas em
foliculos primordiais de ovarios de ratas imaturas e idosas utilizando eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas. Os mesmos autores, em estudo com foliculos primordiais de bufalos,
avaliaram a expressdo da proteina de suscetibilidade ao cancer de mama e ovario 1 (BRCA1) em
animais jovens e adultos. Essa proteina esta fortemente relacionada a reparos de danos ao DNA, bem
como apresenta fungdes conservadas ao gene ativador de transcricdo (BRG1) que funciona como
ativador do genoma do zigoto durante a fertilizagdo (Bultman et al., 2006). Desta forma, Govindaraj
et al. (2016) observaram através de analise da expressdo de RNAm por PCR e expressdo proteica
através de Western blot que a expressdo desta proteina estava bastante reduzida em foliculos de
animais adultos em comparagdo com foliculos de animais jovens. Os autores realizaram também
analises por espectrometria de massas e observaram reducdo de expressdo em proteinas importantes
como HSPA9 uma proteina de choque térmico e desidrogenase especifica de glutamato (DHE4) uma
proteina energética.

Ainda estudando proteinas em foliculos primordiais, Xu et al. (2017) coletaram 24
fragmentos de tecido ovariano fetal de 8 suinos prenhas, sendo 4 com idade gestacional 55 e 4 com
idade 90. Para o estudo proteico foi realizada a extragdo das proteinas seguida das analises de
eletroforese em gel e espectrometria de massas. Os autores estudaram as principais proteinas
responsaveis para formacdo destes foliculos em suinos e observaram alta expressdo de
reticulocalbina-1 (RCNI1), reticulocalbina-3 (RCN3), actina e ribonucleoproteina nuclear
heterogénea K (HNRNPK). As proteinas RCN1 e RCN3 estao bastante relacionadas a proliferagdo e
diferenciagdo celular (Jin et al. 2016). A proteina actina estd relacionada a formagdo do fuso
meidtico e manutengcdo da estrutura celular (Van Blerkom, 1991). A proteina HNRNPK esta
diretamente envolvida nos eventos de remodelacdo da cromatina (Expert-Bezancon et al., 2002) e
processamento de RNAm (Ostareck et al.,, 1997). Os autores também observaram as principais
proteinas envolvidas na transicdo do foliculo primordial para primario como a proteina de curvatura
principal (MVP), envolvida na inibicdo da via de sinalizacdo PTEN e receptores de estrégeno (Yu et
al., 2002) e a proteina de choque térmico 2 (HSPA2) diretamente envolvida na hidrolise de ATP
(Wisniewska et al., 2010).

Avaliando categorias foliculares mais avangadas como foliculos secundarios e antrais de
ratas, Anastacio et al. (2017) realizaram o cultivo dos foliculos secundarios por 9 (para obtencdo de
foliculos com membrana basal rompida) e 12 (para obtencao de foliculos antrais) dias. Para a analise
do perfil proteico os autores realizaram eletroforese em gel e espectrometria de massas, encontrando
1401 proteinas no total. Dentre estas proteinas, foi observada uma alta expressdo da subunidade
reguladora da proteina quinase dependente de cAMP (PRKAR2B) que ¢ uma proteina altamente
associada aos niveis de cAMP no od6cito durante a maturacdo, cadeia L-lactato desidrogenase B
(LDHB) que ¢ uma proteina associada aos niveis energéticos celular e inibidor de quinase
dependente de ciclina 1B (CDKN1B) que é uma proteina associada a proliferacdo celular. As
proteinas PRKAR2B ¢ CDKNI1B estavam mais presentes nos foliculos com membrana rompida,
ap6s o periodo de cultivo, do que nos foliculos que formaram antro. No entanto, a proteina LDHB
estava mais presente nos foliculos secundarios. Essa proteina, segundo os autores necessita ser
sintetizada nesse periodo para posterior degradagdo nos estagios mais avangados da foliculogénese,
sendo bastante requisitada na proliferagdo das células da granulosa e formagdo da cavidade antral
(Anastacio et al., 2017).

Objetivando identificar o perfil proteico ¢ vias que podem estar envolvidas na atresia
folicular em suinos, Shan et al. (2021) isolaram proteinas das células da granulosa coletadas de
foliculos saudaveis e atrésicos e encontraram um total de 4591 proteinas identificadas através de
espectrometria de massas. Os autores observaram que as proteinas encontradas nos foliculos
atrésicos estavam relacionadas com as vias de sinalizagdo do lisossomo, fagossomo, autofagia e
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apoptose. Uma proteina em especial foi observada e o estudo mostrou que o regulador negativo do
receptor de prostaglandina F2 (PTGFRN) ¢ uma proteina potencialmente importante no
desenvolvimento do foliculo antral, € a uma menor expressdo de PTGFRN em células da granulosa
pode levar a atresia folicular.

Proteinas envolvidas no desenvolvimento do odcito

Entre as proteinas envolvidas no desenvolvimento do odcito, estdo a ribonucleoproteina
heterogénea nuclear A2/B1 (hnRNPA2B1) que ¢ uma proteina diretamente relacionada com a
maturacdo meidtica do oocito e a subsequente formagdo de blastocisto (Lee et al., 2018). Em estudo
realizado com odcitos de gatas, Lee et al. (2018) analisou as proteinas diferencialmente expressas nos
o6citos em vesicula germinativa (VG) derivadas de foliculos pré-antrais (100 a 400 um) e antrais (> 400
um). Para isto, foi realizado imunofluorescéncia, Western blotting e espectrometria de massas, sendo
identificados 174 proteinas nucleares. Os autores observaram que a proteina hnRNPA2B1 estava
bastante expressa nas VGs dos oocitos derivados de foliculos antrais. Em seguida foi realizado o
processo de inibicdo desta proteina, através da transfec¢do do anticorpo para hnRNPA2B1, nos odcitos
e estes oocitos foram maturados e fertilizados in vitro. Foi observado que a inibigdo de hnRNPA2B1
prejudicou a taxa de maturacdo oocitdria, pois esta proteina estd diretamente relacionada com a
capacidade do odcito armazenar RNA mensageiro, e reduziu drasticamente a formacao de blastocisto,
demonstrando a importancia da proteina hnRNPA2B1 para o desenvolvimento do odcito e formagao
embriondria.

Em estudo avaliando a presenca de proteinas antes e ap6s o processo de maturacio in vivo em
ratas, Cao et al. (2012) realizaram uma comparagdo dos perfis protedmicos entre odcitos de camundongos
em vesicula germinativa e em estagio de metafase Il, através de eletroforese bidimensional, encontrando
63 proteinas. Foi observado a presenca das proteinas adenilossuccinato sintetase (ADSS),
nucleoplasmina-2 (NPM2) e proteina-arginina deiminase tipo-6 (PADI6). Todas essas proteinas estavam
bastante expressas nos odcitos nos dois momentos da meiose, antes € apds a maturagdo oocitaria. Essas
proteinas sdo crucias para adquirir boas taxas de matura¢do. Além disso, os autores relataram a presenca
de uma nova proteina encontrada nos odcitos maturos, sendo esta nunca encontrada em nenhum tecido, a
proteina E330034G19Rik. Essa proteina tem papel fundamental na segregacdo dos cromossomos e
clivagem dos blastdmeros durante o desenvolvimento inicial do embrido. Do mesmo modo, investigando
as principais proteinas envolvidas no processo de maturacao in vitro (MIV) de obcitos suinos, Kim et
al. (2011) realizaram estudo proteico através de eletroforese em gel e espectrometria de massas e
encontraram proteinas que apresentaram maior expressao apds a MIV: peroxiredoxina 2 (PRDX 2),
glutationa S-transferase (GST), sintase de espermina (SPSY), miomegalina, fosfodiesterase 4D
(PED4D), subunidade de proteina quinase ativada beta-2 (PRKAB 1) e distrobrevina alfa (DTNA). As
proteinas PRDX 2, GST, SPSY estdo relacionadas com a regulacdo dos niveis de espécies reativas de
oxigénio e as proteinas miomegalina, PED4D, PRKAB 1 ¢ DTNA estdo funcionalmente envolvidas na
regulagdo molecular de cAMP (Berendt et al., 2009). Desta forma, foi observado que todas essas
proteinas sdo essenciais para a sinalizagdo intracelular envolvida na maturagdo oocitaria (Kim et al.,
2011).

O entendimento do processo de envelhecimento do oo6cito por meio da expressdo proteica pode
ser uma das formas de estudo visando a compreensdo de doencas relacionadas a infertilidade feminina
como a falha ovariana prematura (Schwarzer et al., 2014). Desta forma, analisando o proteoma sobre o
impacto do envelhecimento nos odcitos de camundongos, Schwarzer et al. (2014) identificaram 2324
proteinas, através de espectrometria de massas, em oocitos maturados in vivo oriundos de camundongos
fémeas de 3, 8 e 10 semanas. Foram encontradas as seguintes proteinas relacionadas ao envelhecimento
do odcito: fator associado ao spliceosome 1 (SART1) e reticulo endoplasmatico oxidoredutase 1 beta
(ERO1LB), essas proteinas sao responsaveis pela regulagdo do estresse oxidativo. Além disso, os autores
observaram as proteinas: fator de efeito materno (ZAR1) e PAPOLA, sendo esta tltima responsavel pela
adigdo da cauda poli-A na molécula de RNAm.

Realizando trabalho com o objetivo de estudar o proteoma de odcitos de camundongos e tentar
compreender a funcdo de determinadas proteinas que ajudam no processo de reprogramacdo celular,
Pfeiffer et al. (2011) verificaram a existéncia de 28 proteinas presentes a0 mesmo tempo nos oocitos de
camundongos e em células troncos (Bazlb, Brec3, Carml, Cenbl, Chd4, Dnmtl, Dnmt3, Eed, Ep400,
Hatl, Hdacl,Hdac2, Hdac6, Hells, Kdm1 (Lsd1), Kdmé6a (Utx), Ml113, Prmt1, Prmt5, Prmt7, Rnf2, Rnf20,
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Ruvbll, Ruvbl2, Smarca4 (Brgl), Smarca5, Smarcall, Uspl16). Todas essas proteinas sdo proteinas
nucleares e estdo envolvidas em atividades cataliticas e modificagdes na cromatina. Destas proteinas, 17
(Brce3, Cenbl, Dnmtl, Dnmt3, Eed, Hatl, Hdac2, Hdac6, Hells, Kdml, Prmtl, Prmt5, Prmt7, Rnf2,
Ruvbll, Ruvbl2 e Smarcall) apresentavam alta expressdo, ou seja, se expressavam mais no decorrer das
modifica¢des da cromatina em odcitos em metafase II.

Proteinas do fluido folicular

No fluido folicular estdo presentes diversas proteinas que ajudam na finalizacdo do crescimento
folicular e maturagdo do o6cito. Entre as muitas proteinas ja encontradas no fluido folicular, a proteina
Vimentina (VIM) foi caracterizada como indicadora da boa qualidade folicular. Essa proteina ¢é
constituinte do citoesqueleto e tem como principal fungdo estabilidade deste sistema celular (Fu et al.,
2016). Em estudo realizado com fluido folicular (FF) de bufalos, através de espectrometria de massas ¢
Western Blot, Fu et al. (2016) observaram que a proteina VIM estava bastante expressa no FF,
caracterizando foliculos com odcitos aptos a maturagdo, sendo um possivel candidato para biomarcador
do desenvolvimento folicular. Do mesmo modo em estudo com FF de humanos, Ambekar et al. (2013)
demonstraram a presenga de proteinas nunca documentadas em estudos com fluido folicular como:
testican 3 (SPOCK3), fosfoproteina secretada 2 (SPP2), condroitina (CHAD) e miozenina-2 (MYOZ2).
Estas proteinas sao constituintes da matriz extracelular (MEC). Segundo os autores a compreensdo do
papel destas novas proteinas poderia fornecer um melhor esclarecimento sobre varios processos incluindo
a formacdo do fluido folicular e remodelagdo da MEC durante a foliculogénese, esteroidogénese e
ovulacdo (Ambekar et al., 2013). Além disso, este trabalho também revelou a presencga de novas proteinas
transportadoras no fluido folicular como: apolipoproteina F (APOF), lipocalina 1 (LCNI1) e amiloide
sérica A2 (SAA2). Estas proteinas estdo envolvidas no transporte de pequenas moléculas hidrofobicas e
lipidios, podendo estar envolvidas no processo de esteroidogénese no foliculo (Wojnar et al. 2002; van
der Westhuyzen et al., 2007).

Ainda com relagdo ao FF humano, Pla et al. (2021) coletaram fluido de foliculos antrais
pequenos de ovarios que foram removidos cirurgicamente de 31 mulheres (~28,5 anos) submetidas a
ovariectomia unilateral para preservacdo da fertilidade. No total, foram identificadas 2.461 proteinas
através de espectrometria de massas, das quais 1.108 identificadas pela primeira vez em FF em humanos.
Neste trabalho foi demonstrado que a analise por espectrometria de massa de FF derivados de foliculos
antrais pequenos permite a identificagdo de um maior nimero de proteinas em comparagdo com o0s
resultados obtidos em anélises anteriores de foliculos maiores. A descoberta desta grande variedade de
proteinas em foliculos antrais pequenos demonstra que a viabilidade do odcito pode ser determinada no
inicio do desenvolvimento folicular (Pla et al., 2021).

Com o objetivo de identificar, quantificar e descrever o proteoma do FF de acordo com a
morfometria de foliculos ovarianos de bufalas, Marques et al. (2022) separam os ovarios em 6 grupos de
acordo com o tamanho dos foliculos e presenga ou auséncia de corpo lateo. Os autores observaram que a
proteina alfa-glicosidase lisossomal e inibidor de serinoprotease E membro 2 estava mais presente nos
foliculos grandes (5 - 8 mm e > 8 mm), as proteinas haptoglobina, histona H2A tipo 1, histona H2B,
glutationa S-transferase Al e inibidor de serina protease E membro 2 apresentaram maior abundancia nos
foliculos pequenos (< 5 mm). Desta forma, os autores perceberam que este trabalho pode melhorar os
estudos com maturacdo oocitaria in vitro visando a produgdo de embrides, uma vez que as proteinas
encontradas em maior abundancia em todos os grupos estdo principalmente relacionadas ao crescimento e
desenvolvimento folicular e maturagdo oocitaria. Ainda trabalhando com a importancia do impacto do
tamanho folicular, Paes et al. (2019) compararam os proteomas do fluido folicular suino obtido de
foliculos pequenos (< 4 mm), médios (4-6 mm) e grandes (> 6-12 mm). Os ovarios foram coletados ¢ o
tamanho dos foliculos analisados para realizar a aspiragdo. O perfil proteico foi estudado por meio de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Foram encontradas proteinas especificas do
estagio de desenvolvimento do foliculo que regulam a maturagdo do oocito em foliculos pequenos,
como a proteina Inibidor da serina peptidase (SERPINA), médios, como a proteina Ativador de
plasminogénio, uroquinase (PLAU) e grandes, como a proteina Ativador de plasminogénio, receptor de
uroquinase (PLAUR) (Paes et al., 2019). Um resumo das principais proteinas documentadas no presente
trabalho ¢ ilustrado na Tab. 1.
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Tabelal. Descri¢do resumida dos principais trabalhos utilizados no estudo

Espécie Modelo experimental Tipo celular Metodologia Autor

proteémica

Ratas Isolamento de foliculos primordiais ~ Foliculos Eletroforese Govindaraj e
de ratas jovens (20 dias) e idosas  primordias bidimensional e Rao, 2015
(450 a 540 dias) espectrometria de massas

(bottom-up)

Bufalos Isolamento de foliculos primordiais de ~ Foliculos Western blot e Govindaraj et

bufalos jovens e adultos primordiais espectrometria de massas ~ al., 2016
(bottom-up)

Suino Isolamento de foliculos primordiaisde ~ Foliculos Eletroforese em gel Xu et al,
tecido ovariano fetal oriundos de primordiais unidimensional e 2017
suinos com idade gestacional 55 e espectrometria de massas
idade 90 (bottom-up)

Ratas Cultivo dos foliculos secundérios por 9 Foliculos Eletroforese em gel Anastacio et
(para obtengio de foliculos com secundarios e unidimensional e al.,2017
membrana basal rompida) e 12 (para  antrais espectrometria de
obtengo de foliculos antrais) dias massas (bottom-up)

Suino Coleta de células da granulosa Células da  Espectrometria de Shan et al,
oriundas de foliculos saudaveis e  granulosa massas (bottom-up) 2021
atrésicos

Gatas Analise de obcitos em vesicula Odcito Western  blotting e Lee et al,
germinativa (VG) derivadas de espectrometria de 2018
foliculos pré-antrais (100 a 400 um) e massas (bottom-up)
antrais (> 400 pm)

Camundongos Comparagdo dos perfis protedmicos Odcito Eletroforese Cao et al,
entre odcitos de camundongos em bidimensional (bottom- 2012
vesicula germinativa e em estagio de up)
metafase II

Suino Investigagdo  das  principais  Odcitos Eletroforese em gel Kim et al,
proteinas envolvidas no processo unidimensional e 2011
de maturagdo in vitro (MIV) apos espectrometria de
MIV. massas (bottom-up)

Camundongos Realizagdo de analises em oodcitos  Odcito Espectrometria de Schwarzer et
maturados in vivo oriundos de massas (bottom-up) al., 2014
camundongas de 3, 8 e 10
semanas.

Camundongos Realizagdo de coleta e analise Odcito Eletroforese em gel Pfeiffer et al.,
comparativa do perfil proteico de unidimensional e 2011
odcitos e células troncos. espectrometria de

massas (bottom-up)

Bufalos Realizagdo de coleta ¢ analise do  Fluido Western blot e Fu et al,
fluido folicular para estudo do folicular espectrometria de 2016
perfil proteico. massas (bottom-up)

Humano Coleta e andlise do fluido Fluido Eletroforese em gel Ambekar et
folicular para estudo do perfil folicular unidimensional e al,2013
proteico. espectrometria de

massas (bottom-up)

Humano Coleta e analise do fluido folicular de ~ Fluido Espectrometria de Pla et al,
foliculos antrais pequenos. folicular massas (bottom-up) 2021

Bufalos Coleta e analise do fluido folicular de ~ Fluido Espectrometria de Marques et
foliculos antrais de acordo com o folicular massas (bottom-up) al., 2022
tamanho e presenca ou auséncia de
corpo luteo.

Suino Coleta e analise do fluido folicularde ~ Fluido Eletroforese Paes et al,
foliculos antrais de acordo com o folicular bidimensional e 2019
tamanho, pequenos (< 4 mm), espectrometria de

médios (4-6 mm) e grandes (> 6-12
mm).

massas (bottom-up)
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Consideracdes finais

O conhecimento das diferentes proteinas envolvidas no desenvolvimento folicular pode ajudar na
compreensdo de inumeros eventos relacionados a sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciacio das células
foliculares, bem como, elucidagdo de mecanismos complexos como a foliculogénese. A presente revisdo
abordou algumas das principais proteinas, identificadas através de andlise protedmica, envolvidas na
foliculogénese. A identificacdo e o estudo das interagdes destas proteinas podem ajudar no aperfeicoamento de
técnicas como o cultivo in vitro, bastante empregado em biotécnicas reprodutivas como a MOIFOPA. No
entanto, o cultivo in vitro assim como outras técnicas, ainda apresentam deficiéncias metodologicas. Essas
deficiéncias estdo diretamente relacionadas a ndo compreensdo do desenvolvimento folicular que estd também
relacionado a mecanismos moleculares como a fungdo de proteinas em cada estagio do desenvolvimento
folicular. Posteriores andlises, envolvendo estratégias experimentais de validagdo de proteinas, por meio do
bloqueio com anticorpos, silenciamento por RNA de interferéncia ou por meio de CRISPR, podem ser
utilizadas durante as avaliagdes para melhor compreensdo relacionada a foliculogénese. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios, pois a cada trabalho realizado mais proteinas e vias de sinalizagdo sdo descobertas,
tornando mais complexo o estudo e o aprimoramento das biotécnicas aplicadas a reprodugdo das fémeas.
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