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RESUMO

SILVA-JUNIOR, E.R. AVALIACAO DE FATORES ENVOLVIDOS NA
FOLICULOGENESE DE BUFALAS COM A UTILIZAC;AO DE PRIMERs
DELINEADOS PARA BOVINOS. Botucatu-SP. 2021, p.47-. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

O conhecimento da fisiologia ovariana € importante durante a aplicacdo de
biotécnicas assistidas de reproducédo, tanto animal quanto humana. Durante a
foliculogénese, os foliculos apresentam aumento em numero e diferenciacéo
morfolégica das células que circundam o odécito e, com a progressdo do
desenvolvimento, se tornam unidades funcionais no parénquima ovariano. Esses
foliculos podem ser considerados como pool de reserva e, ha dependéncia do
estimulo, podem permanecer quiescentes, sofrerem atresia ou chegar até a
ovulacéo. Durante esse desenvolvimento, podemos ter a presenca de fatores de
crescimento produzidos no paréngquima ovariano, que sao modulados pela
presenca dos hormoénios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Além
disso, o0 FSH e o LH também apresentam acao direta durante todo o curso da
foliculogénese. Dentre os fatores de crescimento mais comuns, podemos citar o
fibroblastico (FGF), insulinico (IGF), epidermal (EGF) e seus respectivos
receptores que atuam na diferenciacdo e progressdo do desenvolvimento
folicular, desde as fases iniciais até a ovulacdo. Sendo assim, os objetivos do
presente trabalho foram revisar a regulacdo paracrina dos fatores de
crescimento durante a foliculogénese, atresia folicular, descrever e quantificar a
expressao génica desses fatores (FGF2, IGF1 e EGF), seus receptores (FSHR,
FGFR2C e FGFR3C) e agentes envolvidos na apoptose (CASP3) presentes no
ovario de bufalas vazias e gestantes. Em abatedouros, coletaram-se ovarios de
bufalas vazias (n=12) e gestantes (n=12), que se encontravam no terco final da
gestacdo. Para a padronizacdo das amostras, todas as bufalas vazias se
encontravam ciclicas, com a presenca de foliculos em desenvolvimento e corpo
liteo evidente no parénquima. As amostras foram encaminhadas ao laboratério
em tempo maximo de uma hora apés a coleta. Todos os ovarios foram
dissecados, os foliculos antrais aspirados e as amostras de tecido ovariano
coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) para posterior analise.
No laboratério, foram utilizados primers delineados para bovinos na utilizacao do
RT-gPCR na quantificacdo génica das amostras. Apos a padronizacao técnica,
normalizacdo das amostras e transformacdes dos valores em bases logaritmicas
foi realizado a quantificacao por RT-gPCR das amostras dos ovarios de bufalas.
Foram consideradas com diferenca estatistica, as amostras que apresentaram
significancia em 5% no pos-teste de Wilcoxon. Todos os primers foram
expressos no RT-gPCR, entretanto, apenas o FSHR apresentou diferenca
significativa entre os grupos experimentais. O FSH atua na estimulacdo e
regulacédo dos fatores paracrinos na regulacao da foliculogénese, uma vez que
houve variacdo da expressao de seu receptor (FSHR) entre os grupos
experimentais. No grupo experimental de bufalas vazias, houve oscilagdo na
expressao do FSHR decorrente das diferentes fases do ciclo estral que as
fémeas se encontravam, pois a modulacdo da secrecao de esteroides pode
afetar o desenvolvimento e progressao do desenvolvimento folicular. A presenca
do receptor FSHR no parénquima ovariano é um dos pontos iniciais para o inicio
da foliculogénese e progressao do seu desenvolvimento, através da modulagéo
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de outros fatores de crescimento. Ja nas bufalas gestantes, ndo houve essa
variacdo, decorrente da atuacdo hormonal da progesterona. Sendo assim,
conclui-se que houve expressdo génica dos fatores de crescimento testados
estdo presentes no tecido ovariano e sdo responsaveis pela modulacdo e
progressao da foliculogénese em bufalas gestantes e vazias. Nao foi possivel
visualizar a diferenca na expressdo do fator apoptético pesquisado (CASP3)
entre 0s grupos experimentais e, em adicdo, é viavel a utilizacdo de primers
desenhados para bovinos na pesquisa de fatores de crescimento em ovario de
bdfalas.

Palavras-chave: EGF, FGF2, FSHR, IGF, ovario, PCR
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ABSTRACT

SILVA-JUNIOR, E.R. EVALUATION OF FACTORS INVOLVED IN THE
FOLLICULOGENESIS OF BUFFALOES USING PRIMERS DESIGNED FOR
CATTLE. Botucatu-SP. 2021, p.47. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”.

Knowledge of ovarian physiology is important when applying assisted
reproductive biotechniques, both animal and human. During folliculogenesis, the
follicles show an increase in number and morphological differentiation of the cells
that surround the oocyte and, with the progression of development, they become
functional units in the ovarian parenchyma. These follicles can be considered as
a reserve pool and, depending on the stimulus, can remain quiescent, suffer
atresia or reach ovulation. During this development, we may have the presence
of growth factors produced in the ovarian parenchyma, which are modulated by
the presence of follicle-stimulating (FSH) and luteinizing (LH) hormones.
Furthermore, FSH and LH also have a direct action throughout the course of
folliculogenesis. Among the most common growth factors, we can mention
fibroblastic (FGF), insulin (IGF), epidermal (EGF) and their respective receptors
that act in the differentiation and progression of follicular development, from the
initial stages to ovulation. Therefore, the objectives of this study were to review
the paracrine regulation of growth factors during folliculogenesis, follicular
atresia, describe and quantify the gene expression of these factors (FGF2, IGF1
and EGF), their receptors (FSHR, FGFR2C and FGFR3C) and agents involved
in apoptosis (CASP3) present in the ovary of empty and pregnant buffaloes. In
abattoirs, ovaries from empty buffaloes (h=12) and pregnant women (n=12),
which were in the final third of gestation, were collected. For sample
standardization, all empty buffaloes were cyclic, with the presence of developing
follicles and corpus luteum evident in the parenchyma. The samples were sent to
the laboratory within a maximum of one hour after collection. All ovaries were
dissected, antral follicles aspirated and ovarian tissue samples collected and
stored in liquid nitrogen (-196°C) for further analysis. In the laboratory, primers
designed for cattle were used in the use of RT-gPCR for gene quantification of
the samples. After technical standardization, normalization of samples and
transformation of values into logarithmic bases, quantification by RT-gPCR of
samples from buffalo ovaries was performed. The samples that presented
significance in 5% in the Wilcoxon post-test were considered with statistical
difference. All primers were expressed in RT-gPCR, however, only FSHR
showed a significant difference between experimental groups. FSH acts in the
stimulation and regulation of paracrine factors in the regulation of folliculogenesis,
since there was variation in its receptor (FSHR) expression between the
experimental groups. In the experimental group of empty buffaloes, there was an
oscillation in the expression of the FSHR due to the different phases of the
estrous cycle that the females were in, as the modulation of steroid secretion can
affect the development and progression of follicular development. The presence
of the FSHR receptor in the ovarian parenchyma is one of the starting points for
the beginning of folliculogenesis and progression of its development, through the
modulation of other growth factors. In pregnant buffaloes, however, there was no
such variation, due to the hormonal action of progesterone. Thus, it is concluded
that there was gene expression of the growth factors tested are present in ovarian
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tissue and are responsible for the modulation and progression of folliculogenesis
in pregnant and empty buffaloes. It was not possible to visualize the difference in
the expression of the investigated apoptotic factor (CASP3) between the
experimental groups and, in addition, it is feasible to use primers designed for
cattle in the research of growth factors in buffalo ovary.

Key-words: EGF, FGF2, FSHR, IGF, ovary, PCR
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CAPITULO 1
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A bubalinocultura vem apresentando destaque comercial no aumento da
producdo e numero absoluto de animais, podendo ser explorada a producao de
carne e leite. Entretanto, as biotecnologias reprodutivas aplicadas a essa
espécie, ainda ndo estdo bem fundamentadas e, muitas vezes, sédo aplicadas
técnicas utilizadas em bovinos, sem conhecimento prévio das particularidades
de sua fisiologia.

Dentre essas peculiaridades reprodutivas da bufala, podemos citar o
menor tamanho dos ovarios, baixa reserva gonadal, e variacdo entre os ciclos
estrais em relacdes as fémeas bovinas. Tais caracteristicas fisiologicas podem
ser responsaveis pelos baixos indices reprodutivos inerentes a espécie (1).
Ainda como adi¢éo a essas peculiaridades, as bufalas apresentam a influéncia
da estacionalidade reprodutiva, marcada pelos ciclos estrais regulares nos
periodos de menor luminosidade ao longo do ano, mais evidentes em regifes
gue se afastam da linha do equador (2,3).

Ja nas fémeas bovinas submetidas a aspiragéo folicular, seguida pela
maturacdo oocitaria, fertilizacdo in vitro e a transferéncia de embrido, séo
biotecnologias que estdo consolidadas e possuem indices reprodutivos
satisfatorios. Entretanto, para a espécie bubalina, ha alteracbes anatbmicas e
fisiolégicas que tornam a técnica mais laboriosa, diminuindo a obtengédo de
oocitos recuperados pela aspiragcdo folicular, quando comparado aos bovinos
(4).

Uma alternativa para a obtencdo de um maior nimero de odécitos para a
producéo in vitro de embriées bubalinos é o isolamento e cultivo de foliculos pré-
antrais. Essa biotécnica permite que sejam obtidos odécitos proveniente de
abatedouros e seu cultivo até a fertilizagdo, aumentando o potencial comercial
da técnica de transferéncia de embrides em bufalas.

Além disso, os foliculos pré-antrais constituem o pool de reserva das
fémeas mamiferas, que podem se desenvolver até foliculo ovulatério, ou sofrer
atresia, na dependéncia do tipo de estimulo recebido. Ainda hoje, as pesquisas
sao realizadas com o objetivo de esclarecer o funcionamento e 0s mecanismos
de controle da regulagéo da fisiologia ovariana. Dentre estes fatores que atuam

no ovario, a expressao de receptores e fatores de crescimento, influenciam na
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ativagdo, manutencéo e selecédo dos foliculos pré-antrais durante as ondas de
recrutamento e selegao.

Sendo assim, a compreensdo dos fatores envolvidos na fisiologia
ovariana podem esclarecer 0s eventos que ocorrem no inicio da foliculogénese
nas fémeas, auxiliando no momento da aplicagédo de biotécnicas de reproducdo
assistida, ndo s6 em animais domésticos de interesse reprodutivo, mas em
animais ameacados de extin¢cdo, na espécie humana buscando melhores meios
de maturacéo, fertilizacéo e cultivo de odcitos e embrides.

Entretanto, para melhorar a qualidade dos meios (5) utilizados em
laboratérios de cultivo celular, a producdo dos mesmos deve manter
caracteristicas semelhantes ao liquido folicular fisiolégico. Com isso, 0s meios
se tornariam mais proximos aos sintetizados pelos ovarios e individualizados por
espécie.

Dessa forma, a investigacdo de fatores de crescimento que atuam no
parénquima ovariano através de metodologias de biologia molecular,
metabolémica e protedbmica, podem esclarecer as intimas relagdes moleculares
no desenvolvimento folicular., Como ferramenta complementar, o
desenvolvimento de sequéncias génicas (também conhecido como primer) de
fatores de crescimento que podem atuar no parénquima e foliculo ovariano
trazem informacBes sobre o funcionamento dessas relacbes. Assim, 0
delineamento e desenho de um primer pode influenciar na pesquisa de
determinado fator de crescimento no tecido ou célula-alvo.

Dessa maneira, 0s objetivos dessa revisdo séo discorrer sobre os fatores
de crescimento envolvidos no desenvolvimento de foliculos pré-antrais e
caracterizar a expressao génica desses fatores envolvidos na dinamica de

crescimento folicular de ovarios fetais, bufalas gestantes e ndo-gestantes.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A atividade ovariana € multifatorial, sendo que os fatores de crescimento

exercem uma importante atividade no parénquima ovariano, entretanto, s&o

dependentes da estimulagéo do FSH e LH. Os protocolos para indugéo de maior

quantidade de foliculos (pré-antrais e antrais), ainda estdo dependentes da

guantidade das reservas gonadais adquiridas durante o desenvolvimento fetal.

Sendo assim, a compreensdo da fisiologia ovariana € um dos primeiros passos

para o entendimento da foliculogénese, para a producdo de meios de cultivo

semelhantes ao liquido folicular e, consequentemente promover melhorias nos

resultados das biotécnicas de reproducéao assistida.
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