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RESUMO 
 

MACHADO, M.F. Expressão dos fatores de crescimento fibroblástico 17 e 
18 (FGF-17 e FGF-18) em folículos antrais bovinos. Botucatu, 2008. 

Dissertação (Mestrado em Reprodução Animal) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia – FMVZ, Universidade Estadual Paulista - UNESP. 
 

Fatores de crescimento fibroblástico têm sido descritos como importantes 

reguladores locais do desenvolvimento folicular. Recentemente, foi relatada a 

expressão do FGF-8 e seus receptores, FGFR-3c e -4, em folículos antrais 

bovinos. O FGF-17 e o FGF-18 pertencem à subfamília do FGF-8 e ativam 

eficientemente o FGFR-3c e FGFR-4. Objetivando identificar outros FGFs 

capazes de ativar estes receptores,  investigou-se (a) os padrões de expressão 

do FGF-17 e FGF-18 em folículos antrais bovinos; (b) a regulação da 

expressão do RNAm do FGF-17 pelo FSH e IGF-1 em células da granulosa; (c) 

a expressão do RNAm do FGF-17 em oócitos imaturos e maturados in vivo e in

vitro, e (d) a expressão das proteínas FGF-17 e FGF-18 em folículos antrais 

bovinos. Amostras de células da teca e células da granulosa foram obtidas de 

ovários de vacas de abatedouro e o RNA total destas células foi extraído. As 

concentrações de estradiol (E2) e progesterona (P4) no fluido folicular foram 

mensuradas por Radioimunoensaio (RIA) e os folículos agrupados de acordo 

com a razão E2:P4 intrafoliculares (atrésicos; <0,01, transicionais; 1-0,01 e 

saudáveis; >1). “Pools” contendo 20 oócitos foram obtidos pela remoção das 

células do cumulus de complexos cumulus-oócito (CCOs) e o RNA total 

extraído. A expressão do FGF-17 e do FGF-18 foi investigada por RT-PCR em 

tempo real e normalizada pela expressão dos controles endógenos GAPDH, 

CYC-A ou Histona (H2a). Células da granulosa de folículos de 4 a 8 mm foram 

cultivadas em meio livre de soro fetal e tratadas com FSH (0; 0,1; 1; 10 ou 100 

ng/mL) ou IGF-1 (0; 5; 10; 50; 100 ng/mL) para avaliar os efeitos dos 

tratamentos na expressão do RNAm do FGF-17. A presença das respectivas 

proteínas foi investigada por imunohistoquímica. Os dados foram analisados 

por ANOVA ou testes não-paramétricos quando a distribuição não foi normal. A 

expressão do RNAm do FGF-17 mostrou-se maior em células da granulosa do 

que em células da teca. Em ambos os tipos celulares a expressão do FGF-17 
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foi maior em folículos atrésicos. O RNAm do FGF-17 também foi detectado em 

“pools” de oócitos imaturos, mostrando-se reduzida em oócitos maturados in 

vivo e ausente em oócitos maturados in vitro. O FSH e o IGF-1 inibiram a 

expressão do RNAm do FGF-17 em células da granulosa cultivadas in vitro. O 

RNAm do FGF-18 foi detectado em células da granulosa e, 

predominantemente, em células da teca, sem variação entre os estágios de 

desenvolvimento folicular. A análise imunohistoquímica confirmou a presença 

do FGF-17 e FGF-18 nos tipos celulares em que o RNAm foi detectado. Em 

conclusão, os dados presentes sugerem a participação do FGF-17 na interação 

entre oócitos e células do cumulus e do FGF-17 e FGF-18 na modulação da 

diferenciação e crescimento de folículos antrais bovinos. 

 

Palavras-chave: FGF-17; FGF-18; folículo antral; bovino.  
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ABSTRACT 
 

MACHADO, M.F. Expression of fibroblast growth factor 17 and 18 (FGF-17 
and FGF-18) in bovine antral follicles. Botucatu, 2008. Dissertação (Mestrado 

em Reprodução Animal) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – 

FMVZ, Universidade Estadual Paulista - UNESP. 

 

Fibroblast growth factors have been described as important local regulators of 

follicle development. FGF-8 and its receptors, FGFR-3c and FGFR-4, have 

already been reported in bovine antral follicle. Aiming to identify other FGFs 

capable to activate this receptors, we assessed (a) the spatial and temporal 

patterns of FGF-17 and FGF-18 gene expression in bovine antral follicles; (b) 

FGF-17 mRNA regulation by FSH and IGF-1 in cultured granulosa cells ; (c) 

FGF-17 mRNA expression in immature oocytes and in vivo and in vitro matured 

oocytes; and (d) FGF-17 and FGF-18 protein expression in bovine antral 

follicles. Theca and granulosa cells samples were obtained from abattoir 

ovaries for total RNA extraction. Estradiol (E2) and progesterone (P4) 

concentrations were measured by RIA in the follicular fluid. Follicles were 

grouped according to health status based on the E2:P4 ratio (atretic: <0.01; 

transitional: 0.01-1; healthy: >1). Pools containing 20 oocytes were obtained by 

removing cumulus cells of cumulus-oocyte complexes (COCs) and total RNA 

was extracted. FGF-17 and FGF-18 mRNA expression was examined by 

semiquantitative real time RT-PCR using GAPDH, CYC-A or histone H2a as 

controls. Granulosa cells from follicles (4-8 mm) were cultured in serum-free 

medium supplemented with FSH (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/mL) or IGF-1 (0, 5, 10, 

50, 100 ng/mL) to assess effects of treatments on FGF-17 mRNA expression. 

The presence of FGF-17 and FGF-18 proteins was investigated by 

immunohistochemistry. Data were analized by ANOVA or non-parametric 

analysis when not normally distributed. FGF-17 mRNA expression was detected 

predominantly in granulosa cells but also in theca cells, and was higher in 

atretic follicles. FGF-17 mRNA was also detected in immature oocytes, was 

reduced in in vivo matured oocytes and absent in in vitro matured oocytes. FSH 

and IGF-1 inhibited FGF-17 mRNA expression in cultured granulosa cells. FGF-

18 mRNA was detected predominantly in theca cells but also in granulosa cells, 
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without varying through follicular developmental stages. Imunnohistochemical 

analysis revealed the presence of FGF-17 and FGF-18 in accordance with 

mRNA data. In conclusion, present data suggest a role for FGF-17 in oocyte-

cumulus cells interaction and for FGF-17 and FGF-18 in the control of 

differentiation and growth of bovine antral follicles.  

 

Key-words: FGF-17; FGF-18; antral follicle; bovine.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A gônada feminina tem como principal função a diferenciação e ovulação 

de um oócito maturo. Ao longo da foliculogênese, os oócitos sofrem diversas 

modificações morfológicas e bioquímicas, que iniciam com a formação do 

folículo primordial e continuam até o momento da ovulação e são responsáveis 

por tornar o oócito competente, ou seja, apto para a fertilização e subseqüente 

desenvolvimento embrionário (Brevini Gandolfi & Gandolfi, 2001). O folículo 

ovariano é a unidade estrutural que fornece o microambiente necessário para a 

aquisição da competência de desenvolvimento pelo oócito. 

Algumas biotécnicas de reprodução assistida têm sido empregadas com 

o objetivo de melhor aproveitar a população folicular de fêmeas geneticamente 

superiores. Entre elas, destacam-se a superovulação e a aspiração folicular 

aliada à produção in vitro de embriões; a maturação oocitária in vitro que 

constitui técnica essencial para a clonagem e transgenia; e o desenvolvimento 

in vitro de folículos pré-antrais. Contudo, os mecanismos que controlam o 

desenvolvimento folicular ainda não foram completamente esclarecidos e têm 

sido amplamente investigados por serem pré-requisitos para o melhor 

aproveitamento do potencial reprodutivo de espécies de interesse econômico. 

Sabe-se que além da ação endócrina fundamental das gonadotrofinas, 

fatores de crescimento produzidos localmente têm importante papel no controle 

parácrino e autócrino do desenvolvimento folicular, dentre eles, os fatores de 

crescimento fibroblástico (FGFs; McNatty et al., 1999; Webb et al., 2003). Os 

FGF são necessários para muitos processos biológicos e induzem atividades 

mitogênicas, quimiotáxicas e angiogênicas de uma grande variedade de células 

e tecidos. 

Alguns membros já foram identificados como potenciais reguladores da 

função ovariana. A participação do fator de crescimento fibroblástico básico 

(bFGF ou FGF-2), do FGF-7 e do FGF-10 no controle da foliculogênese já foi 

relatada (McNatty et al., 1999; Parrott et al., 1994; Buratini et al., 2007). Além 

disso, a expressão do RNAm do FGF-8 e seus receptores (FGFR-3c e FGFR-

4) foi detectada em folículos pré-antrais e antrais bovinos (Buratini et al., 

2005ab). Evidências de regulação da expressão gênica desse sistema foram 
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observadas nesses estudos, indicando sua participação no controle da 

foliculogênese (Buratini et al., 2005b). 

 O RNAm que codifica o FGFR-4 foi exclusivamente detectado em 

células da teca, sendo que a RT-PCR semiquantitativa revelou diminuição da 

expressão gênica com o aumento do diâmetro folicular, sugerindo o 

envolvimento deste receptor na regulação da camada da teca em folículos 

antrais iniciais (Buratini et al., 2005b). Distintamente, o FGFR-3c mostrou-se 

expresso tanto em células da teca quanto da granulosa, embora evidências da 

regulação de sua expressão tenham sido observadas somente nas células da 

granulosa, onde a expressão do FGFR-3c aumentou com o aumento do 

diâmetro do folículo e a concentração de estradiol no fluido folicular (Buratini et 

al., 2005b). Constatou-se ainda que o FSH em níveis fisiológicos aumenta a 

expressão do FGFR-3c em células da granulosa em cultivo, enquanto que o 

IGF-1 não exerce tal efeito, mesmo em níveis suprafisiológicos (Buratini et al., 

2005b). Esses resultados sugerem que o FSH sensibiliza as células da 

granulosa à ação dos FGFs e que o FGFR-3c contribui para a manutenção do 

crescimento de folículos dominantes no ambiente pobre em FSH que se 

sucede ao desvio folicular.  

Contudo, a expressão ovariana de outros FGFs capazes de ativar o 

FGFR-3c e FGFR-4 ainda não foi caracterizada.O FGF-17 e o FGF-18 

pertencem à subfamília do FGF-8, ativam eficientemente o FGFR-3c e o 

FGFR-4 (Chellaiah et al., 1999; Ford-Perris et al., 2001; Zhang et al., 2006) e 

têm reconhecida atividade indutora de proliferação e/ou diferenciação celular 

em processos fisiológicos e patológicos (Xu et al., 1999; Ford-Perriss et al., 

2001; Shimokawa et al., 2003; Heer et al., 2004; Nezu et al., 2005). Apesar do 

RNAm do FGF-17 e FGF-18 ter sido detectado em oócitos e embriões de 

camundongos (Zhong et al., 2006), até o presente momento, a literatura não 

dispõe de dados sobre a expressão do FGF-17 e FGF-18 no ovário bovino ou 

em qualquer outro tecido reprodutivo. Portanto, o presente projeto objetivou 

investigar a expressão desses FGFs, capazes de ativar o FGFR-3c e o FGFR-

4, em folículos antrais bovinos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Desenvolvimento folicular 

 

2.1.1. Fase Pré-antral 
 

No início da vida fetal das fêmeas mamíferas, as células germinativas 

primordiais, originárias do saco vitelínico, migram para a crista genital e 

povoam a gônada ainda indiferenciada, onde recebem a denominação de 

oogônias e começam a se multiplicar por divisões mitóticas. Concluída a 

proliferação mitótica, as oogônias iniciam o processo de divisão meiótica que é 

interrompido no diplóteno da prófase I. As células germinativas, agora 

denominadas oócitos, são rodeadas por uma estreita camada de células da 

granulosa, constituindo os folículos primordiais (revisado por Fortune, 2003). 

Uma vez estabelecida a população de folículos primordiais, de forma gradual e 

contínua, alguns destes folículos deixam o grupo dos quiescentes e começam 

a se desenvolver, assumindo, seqüencialmente, as condições de folículos 

primários e secundários, até atingirem o estágio antral do desenvolvimento 

folicular (van den Hurk et al., 1997). Os sinais responsáveis pela ativação dos 

folículos primordiais e os mecanismos reguladores do desenvolvimento folicular 

pré-antral ainda não foram esclarecidos. Entretanto, achados recentes indicam 

que o desenvolvimento folicular pré-antral independe de estímulo gonadotrófico 

agudo (revisado por McNatty et al., 2006), mesmo estando expressos nestes 

folículos os receptores para FSH (FSHR; Bao & Garverick, 1998) e para LH 

(LHR; Webb et al., 2003). 

Por outro lado, mecanismos parácrinos de controle desempenham papel 

hegemônico nesta fase (Gong et al., 1996; Monniaux et al., 1997ab; Webb et 

al., 2003; Shimazaki et al., 2003; McNatty et al., 2006). Vários peptídeos 

intraovarianos, dentre os quais o KL (“kit ligand”), membros da família dos 

fatores de crescimento transformantes � (TGF-�), como o fator de crescimento 

diferencial 9 (GDF-9) e as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), a ativina, 

a inibina, fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) e suas 
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proteínas ligantes (IGFBPs), fatores de crescimento epidermal (EGFs) e fatores 

de crescimento fibroblásticos (FGFs) têm sido apontados como fatores 

reguladores importantes do desenvolvimento folicular na fase pré-antral e início 

da fase antral (revisado por Webb et al., 2006).  

 

2.1.2. Comunicação Oócito-cumulus 
 

Ao longo da foliculogênese, os oócitos sofrem diversas modificações 

morfológicas e bioquímicas, que iniciam com a formação do folículo primordial 

e continuam até o momento da ovulação e são responsáveis por tornar o oócito 

competente, ou seja, apto para a fecundação e subseqüente desenvolvimento 

embrionário (Brevini Gandolfi & Gandolfi, 2001). O crescimento e a 

diferenciação do oócito e das células somáticas nos folículos ovarianos 

dependem de uma comunicação bidirecional essencial para o desenvolvimento 

dos dois tipos celulares e são orquestrados de forma coordenada e 

mutuamente dependente (Eppig, 2001). 

 A comunicação entre o oócito e as células da granulosa é proporcionada 

por processos citoplasmáticos trans-zonais (TZP), que são extensões das 

células da granulosa que penetram através da zona pelúcida e atingem a 

membrana do oócito, onde junções do tipo gap permitem o transporte 

bidirecional de íons, metabólitos, aminoácidos e pequenas moléculas 

reguladoras (Albertini et al., 2001). Além das TZPs, a comunicação entre o 

oócito e as células somáticas também ocorre via sinalização parácrina 

intrafolicular. Diversos fatores de crescimento secretados pelo oócito agem nas 

células da granulosa vizinhas regulando seu próprio desenvolvimento, 

determinando assim a competência oócitária (revisado por Gilchrist et al., 

2008). A competência adquirida durante a foliculogênese devido a essa 

comunicação, torna o oócito capaz de completar a meiose, ser fecundado, 

passar pela transição materno-zigótica e prosseguir seu desenvolvimento 

(Coticchio et al., 2004).  
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2.1.2.1. Maturação oócitária 

 

A maturação do oócito in vivo é um processo complexo, controlado pelas 

gonadotrofinas (FSH e LH) e peptídeos intra-ovarianos. As células da teca e da 

granulosa são o principal alvo das gonadotrofinas, que modulam o crescimento 

e a maturação do oócito. Por outro lado, o oócito expressa genes que 

controlam a atividade e a diferenciação das células somáticas adjacentes 

(Feuerstein et al., 2006; Feuerstein et al., 2007). A maturação nuclear é 

determinada pela quebra da vesícula germinativa e retomada da meiose. 

Embora na maioria dos oócitos bovinos ocorra maturação nuclear espontânea 

quando da retirada de folículos antrais (Sirard et al., 1988), as gonadotrofinas 

são frequentemente adicionadas aos meios de maturação para induzir a 

maturação citoplasmática e expansão das células do cumulus, além de 

melhorar o desenvolvimento embrionário (Zuelke & Brackett et al., 1990; 

Izadyar et al., 1998). 

Durante o processo de ovulação as células do cumulus secretam 

hialurona (HA), que se acumula entre as células formando uma matriz 

gelatinosa, o que constitui o processo conhecido como expansão do cumulus 

(Eppig, 1979; Hess et al., 1999). A expansão das células do cumulus e a 

maturação do oócito são induzidos pelo pico pré-ovulatório de LH in vivo (Diaz 

et al., 2006). Contudo, as ações do LH na maturação oocitária parecem ser 

indiretas, devido ao padrão de expressão do seu receptor (LHR). Em bovinos, o 

RNAm do LHR não foi detectado em células do cumulus e oócitos, mas 

mostrou-se presente em células da granulosa murais de folículos pré-

ovulatórios (van Tol et al., 1996), indicando que fatores parácrinos mediadores 

devem ser liberados por este tipo celular em resposta ao LH para promover a 

expansão das células do cumulus e a maturação do oócito (Peng et al., 1991; 

revisado por Conti, 2006). Dentre esses fatores parácrinos, destacam-se os 

fatores de crescimento epidermal (EGF), uma vez que os mesmos mostraram-

se capazes de induzir a expansão das células do cumulus (Diaz et al., 2006; Su 

et al., 2003) e acelerar a retomada da meiose in vitro (Sakaguchi et al., 2000).  

Já a maturação de oócitos in vitro ocorre na presença de FSH, mas não 

de LH, devido à presença de receptores para FSH (FSHR), mas não para LH 

(LHR), em células do cumulus e da granulosa de folículos de pequeno a médio 
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tamanho, os quais são utilizados na produção in vitro de embriões (van Tol et

al., 1996). Além disso, o FSH promove a competência oocitária e é 

amplamente utilizado em diversos protocolos de maturação in vitro a fim de 

melhorar a expansão das células do cumulus, a fertilização e o 

desenvolvimento embrionário inicial (Calder et al., 2003).  

Compreender os mecanismos que regulam o desenvolvimento oocitário 

é necessário para melhorar biotécnicas da reprodução que visam maximizar o 

potencial reprodutivo da fêmea bovina, como a produção in vitro de embriões 

(PIV). Apesar do grande avanço desta técnica, os resultados de maturação 

oocitária (uma das etapas da PIV) em condições de cultivo são insatisfatórios 

quando comparado à maturação in vivo (Rizos et al., 2002; Sirard et al., 2006). 

Provavelmente isso é decorrente da remoção dos oócitos dos folículos e perda 

da influência de diversos fatores presentes no fluido folicular, dando início a um 

processo não fisiológico de maturação nuclear e citoplasmática, que pode 

afetar a competência do oócito (Dode et al., 2006). Além disso, a competência 

do oócito em originar blastocisto após fecundação in vitro varia com o grau de 

comunicação entre o ele e as células somáticas adjacentes, comprometido 

quando da retirada do CCO do folículo (Lonergan et al., 1994, Krisher, 2004), o 

que reflete a importância dos agentes presentes no ambiente folicular.  

Portanto, conhecer os mecanismos que controlam a maturação oocitária 

e os fatores que são liberados em resposta às gonadotrofinas é fundamental 

para melhorar os resultados das técnicas de produção in vitro de embriões. 

 
2.1.3. Fase Antral 

 

Distintamente, mecanismos endócrinos desempenham papel 

fundamental na regulação do desenvolvimento folicular antral. Durante esta 

fase, ondas de crescimento folicular se sucedem sob o controle das 

gonadotrofinas (FSH e LH), hormônios esteróides ovarianos (estradiol e 

progesterona) e fatores ovarianos de ação endócrina e parácrina (Fortune, 

1994; Gong et al., 1996; Webb et al., 2003). Evidências demonstram que os 

fatores ovarianos parácrinos participam da mediação e da modulação das 

gonadotrofinas (Campbell et al.,1999).  
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Os folículos antrais são caracterizados pelo aparecimento de espaços 

preenchidos de secreção líquida entre as células da granulosa (Callejas, 2001). 

Estes espaços confluem em uma cavidade denominada antro folicular, cujo 

tamanho aumentará até o momento da ovulação no folículo pré-ovulatório 

(Greenwald & Roy, 1994).  

As células da granulosa de folículos pré-antrais são diferenciadas em 

duas populações distintas durante a transição para a fase antral: as células do 

cumulus, que estão diretamente associadas ao oócito, e as células da 

granulosa murais, que circundam a parede folicular formando um epitélio 

estratificado com a membrana basal (revisado por Gilchrist et al., 2004). 

Externamente, ainda existem duas camadas de células da teca: camada 

interna e externa. Apesar da similaridade desses dois tipos celulares, existem 

diferenças na produção de transcritos e proteínas (Latham et al., 1999). As 

células do cumulus parecem ser especializadas em oferecer suporte nutricional 

para o desenvolvimento do oócito e têm papel fundamental no crescimento e 

metabolismo desse (Haghighat & Van Winkle, 1990). Já o oócito, secreta 

fatores que agem nas células do cumulus e nas células da granulosa murais, 

essenciais para a regulação da função ovariana (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 

2004; McNatty et al., 2004).  

2.1.3.1. Recrutamento e seleção folicular 

 

Uma elevação das concentrações plasmáticas de FSH constitui o 

estímulo necessário para o recrutamento folicular, ou seja, para o crescimento 

sincronizado de folículos antrais jovens que originam as ondas foliculares 

(Adams et al., 1992; Fortune, 1994). O número de folículos selecionados dentre 

os recrutados para dar continuidade ao desenvolvimento folicular rumo à 

ovulação varia conforme o número de ovulações por ciclo estral característico 

de cada espécie. Em espécies monovulatórias como a bovina, apenas um 

folículo é selecionado e passa a exercer dominância sobre os demais que 

compõem a onda folicular (Ginther et al., 1996). Através da secreção de 

estradiol e inibina pelo folículo dominante, ocorre redução dos níveis 

circulantes de FSH, que se tornam insuficientes para a manutenção do 

crescimento dos folículos subordinados (Ginther et al., 1996).  



 28

A maioria dos folículos recrutados tem o crescimento interrompido 

durante o declínio das concentrações plasmáticas de FSH (Mihm et al., 2003). 

Esta fase é definida como desvio folicular, a partir da qual o folículo dominante 

continua a crescer, enquanto que os folículos subordinados iniciam o processo 

de atresia (Fortune et al., 2001; Ginther et al., 2001). 

A atresia é um processo fisiológico responsável pela perda da maioria 

(99,9%) dos folículos ovarianos (Ireland, 1987; Gordon, 1994) e ocorre pela 

morte celular programada ou apoptose das células somáticas do folículo e do 

oócito (Chun & Hsueh, 1998). A presença de fatores de sobrevivência, que 

promovem o crescimento do folículo e também protegem as células da 

apoptose, é determinante para o processo de atresia folicular, pois na ausência 

desses fatores o mecanismo de apoptose dentro do folículo é ativado (revisado 

por Quirk et al., 2004). Dentre os fatores que promovem a sobrevivência dos 

folículos e os protegem da apoptose incluem-se, as gonadotrofinas (FSH e LH), 

o estradiol e os fatores de crescimento como o IGF-1 e o FGF-2 (Amsterdan et 

al., 2003; Quirk et al., 2004). 

Os mecanismos que determinam qual folículo será selecionado ainda 

não estão completamente esclarecidos. É possível que, durante o 

recrutamento, o futuro folículo dominante possa diferenciar-se precocemente 

em relação aos demais por estar em melhor sincronia com o estímulo 

gonadotrófico e mais responsivo às gonadotrofinas (Fortune, 1994). Além 

disso, foi sugerido que a refratariedade do folículo dominante aos níveis 

decrescentes de FSH se deve, ao menos em parte, à aquisição de receptores 

para o LH, gonadotrofina responsável pelo desenvolvimento e maturação 

folicular terminal (Ginther et al., 1996). 

A principal característica do folículo após o estabelecimento da 

dominância morfológica é um rápido aumento nas concentrações de estradiol e 

sabe-se que tanto a síntese de andrógenos, quanto a aromatização de 

andrógenos para estradiol são dependentes de gonadotrofinas (revisado por 

Fortune et al., 2004). Portanto foi sugerido inicialmente que a expressão 

precoce do LHR em células da granulosa seria um evento importante para a 

seleção folicular (Xu et al., 1995; Bao & Garverick, 1998), tornando o futuro 

folículo dominante mais responsivo ao LH e consequentemente aumentando 

sua capacidade esteroidogênica. Contudo, dados discrepantes foram 
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observados com relação à expressão do LHR em células da granulosa ao redor 

do desvio folicular em bovinos. Evans & Fortune (1997) não observaram o 

RNAm do LHR por hibridização in situ nas células da granulosa do folículo 

dominante ou do maior folículo subordinado no segundo e terceiro dias do 

início da onda folicular (momento do desvio folicular), corroborando resultados 

anteriores em que o LHR não foi detectado em células da granulosa antes dos 

9mm de diâmetro utilizando a mesma técnica (Xu et al., 1995). Já Beg et al. 

(2001), utilizando RT-PCR, detectaram expressão do RNAm do LHR em maior 

concentração em futuros folículos dominantes comparados aos subordinados 

antes do desvio folicular. Em um estudo recente, a expressão do RNAm do 

LHR em vacas nelore mostrou-se correlacionada com o diâmetro folicular em 

células da granulosa, tendo sido observada apenas após o diâmetro de 7mm 

(Nogueira et al., 2006). Considerando-se que o desvio folicular ocorre ao redor 

do diâmetro de 6mm na raça Nelore (Sartorelli et al., 2005), esses resultados 

indicam que a expressão do gene LHR nas células da granulosa ocorre já na 

fase de dominância, portanto, após a seleção folicular (Nogueira et al., 2006).  

Por outro lado, fortes evidências indicam o envolvimento do sistema 

composto pelos fatores de crescimento semelhante à insulina (IGF) como 

fatores essenciais na seleção do folículo dominante. Os membros deste 

sistema já caracterizados nos folículos bovinos incluem dois peptídeos (IGF-1 e 

IGF-2), dois receptores (tipo 1 e tipo 2), seis proteínas específicas de ligação 

ao IGF (IGFBP-1 a 6), além da proteína plasmática associada à gestação A 

(PAPP-A) (Spicer & Echternkamp 1995; Rivera et al., 2001; Mazerbourg et al., 

2001).  

Embora a concentração de IGF total não tenha se mostrado diferente no 

fluido folicular de folículos dominantes em relação a folículos subordinados (de 

la Sota et al., 1996), a concentração de IGF-1 livre foi maior no fluido folicular 

do maior folículo comparado ao segundo maior da mesma onda, antes mesmo 

da observação de diferenças na concentração de estradiol ou no diâmetro (Beg 

et al., 2002), sugerindo uma associação entre a biodisponibilidade de IGF no 

fluido folicular e a seleção do folículo dominante em bovinos (Poretsky et al., 

1999; Fortune et al., 2001 e Ginther et al., 2001). Já as IGFBPs estão 

presentes em maior concentração no fluido folicular de folículos subordinados 

em relação ao folículo dominante (Echternkamp et al., 1994; de la Sota et al., 
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1996; Stewart et al., 1996; Mihm et al., 2000; Austin et al., 2001 e Beg et al., 

2001). Essa família de proteínas liga-se com alta afinidade aos IGF-1 e IGF-2 e 

impedem a ligação dos IGFs aos receptores (IGFR-1 e IGFR-2) regulando 

assim a biodisponibilidade de IGF (Monget et al. 1996). 

A seleção folicular está associada ao aumento da biodisponibilidade de 

IGF no futuro folículo dominante, mediante liberação de IGF-1 devido à 

degradação da IGFBP-4 e IGFBP-5 pela PAPP-A que é uma enzima específica 

de degradação da IGFBP-4 e IGFBP-5 em bovinos (Mazerbourg et al., 2001; 

Mihm et al., 2002; Fortune et al., 2004). Enquanto isso, no folículo subordinado 

a concentração de IGF livre diminui devido a um aumento nas concentrações 

de IGFBP-4 e 5, restringindo assim a biodisponibilidade de IGF (Fortune et al., 

2004). A redução de IGFBPs e o aumento nos níveis de IGF livre no folículo 

dominante são considerados essenciais para o desvio e a continuidade do 

desenvolvimento folicular após a diminuição dos níveis de FSH (Mihm et al., 

2002; Fortune et al., 2004).  

Finalmente, se a regressão luteal ocorre ainda durante a fase de 

crescimento do folículo dominante, a queda dos níveis de progesterona permite 

o aumento da freqüência dos pulsos de LH, culminando no pico de LH 

necessário à ovulação e à maturação oocitária com retomada da meiose que 

havia sido interrompida no início do desenvolvimento folicular (revisado por 

Adams et al., 2008). Caso contrário, o folículo dominante regride e deixa de 

inibir a secreção de FSH, possibilitando a emergência de uma nova onda 

folicular (revisado por Adams et al., 2008).  

2.1.3.2. Fatores de crescimento produzidos localmente 

 

Conforme já indicado pelo envolvimento do sistema IGF abordado 

anteriormente, fatores de crescimento produzidos localmente constituem 

moléculas reguladoras fundamentais para o desenvolvimento de folículos 

antrais, atuando por meio de mecanismos parácrinos e endócrinos (Ginther et

al., 2001; Webb et al., 2003; Fortune et al., 2004).  

Os Membros da superfamília do TGF-� também estão incluídos entre os 

peptídeos reguladores do desenvolvimento folicular (Findlay et al., 2002; 

Durlinger et al., 2002; Knight & Glister 2003; Juengel & McNatty, 2005; Visser & 
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Themmen 2005). Entre os membros da superfamília do TGF-�, destacam-se o 

GDF-9 e a BMP-15, secretados pelo oócito, que têm sido relatados na 

regulação de funções celulares como proliferação e diferenciação celular, 

esteroidogênese, apoptose e expansão das células do cumulus. Além disso, 

melhoram a competência de desenvolvimento do oócito (Eppig, 2001; Matzuk 

et al., 2002; Gilchrist et al., 2004; Hussein et al., 2005). A expressão alterada 

ou nula desses fatores pode causar danos severos à função ovariana e a 

fertilidade (McNatty et al., 2004; Gilchrist et al., 2004). Outros membros como a 

BMP-4 e a BMP-7 de origem tecal estimulam a proliferação e modulam a 

esteroidogênese em células da granulosa bovinas, acentuando as secreções 

de estradiol, inibina e ativina e suprimindo a secreção de progesterona (Glister 

et al., 2004). Já a BMP-2 e a BMP-5 produzidas pelas células da granulosa 

promovem a sobrevivência do folículo pela manutenção da proliferação celular 

e prevenção da luteinização prematura e/ou atresia (Knight & Glister, 2006). 

Os FGFs também têm sido incluídos como importantes peptídeos 

intraovarianos reguladores do desenvolvimento folicular (Parrot et al., 1994; 

Parrot & Skinner, 1998ab; McNatty et al., 1999; Berisha et al., 2004; Buratini et

al., 2005ab; Buratini et al., 2007) 

 
2.2. O sistema FGF 
 
2.2.1. FGFs e seus receptores (FGFR) 

  

Os FGFs compõem uma família de pelo menos 25 membros (FGF 1-25) 

(Katoh & Katoh, 2005), sendo que 23 FGFs já foram descritos em mamíferos 

(Yamashita et al., 2000). São proteínas com peso molecular entre 17 e 34 KDa, 

altamente conservadas entre as espécies de vertebrados e compartilham mais 

de 90% de homologia na seqüência de aminoácidos (Ornitz & Itoh, 2001). 

Esses fatores, apresentam padrões temporais e espaciais de expressão 

específicos e estão envolvidos no desenvolvimento embrionário, angiogênese, 

cicatrização e oncogênese (Basilico & Moscatelli, 1992). Além da habilidade de 

estimular a proliferação de uma grande variedade de células, os FGF 

apresentam potente atividade neurotrófica e angiogênica. Estão expressos em 

estágios iniciais e tardios do desenvolvimento e também em tecidos adultos, o 
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que indica que desempenham papel importante como fatores de crescimento e 

diferenciação celular durante toda a vida (Igarashi et al., 1998). A 

biodisponibilidade dessas moléculas parece ser regulada por proteínas 

carreadoras de fatores de crescimento fibroblástico, as FGF-BPs, que são 

responsáveis por liberar os FGFs imobilizados na matriz extracelular 

(Abuharbeid et al., 2006). 

Cinco genes distintos codificam receptores de alta afinidade que 

interagem com os membros da família FGF (FGFR1-5) (Sleeman et al., 2001; 

Kim et al., 2001). Os FGFR-1 a -4 codificam receptores do tipo tirosina-quinase 

localizados na membrana plasmática. Estruturalmente esses receptores são 

caracterizados por uma porção extracelular, um domínio transmembrana e um 

domínio intracelular responsável pela ativação e fosforilação de tirosinas, 

quando estimulados por FGFs (Eswarakumar et al., 2005). A porção 

extracelular é dividida em três domínios semelhantes à imunoglobulina (Ig-like); 

D1, D2 e D3, que são responsáveis pela interação e especificidade com os 

FGFs. Arranjos transcricionais alternativos (“alternative splicing”) possibilitam a 

formação de 3 isoformas (a, b e c) do FGFR-1, FGFR-2 e FGFR-3, que 

apresentam diferentes graus de afinidade pelos diversos FGFs (Ornitz et al., 

1996).. Sendo que os domínios D3 geram isoformas funcionais dos tipos b e c, 

nos FGFR-1, 2 e 3 (FGFRIIIb e FGFRIIIc; Figura 1; Eswarakumar et al., 2005). 

O FGFR-5, descoberto mais recentemente, apresenta dois transcritos 

alternativos: FGFR-5 � e ß (Sleeman et al., 2001; Kim et al., 2001). Este 

receptor não apresenta o domínio tirosina quinase intracelular como os outros 

FGFR, porém os resíduos dos domínios extracelulares importantes para o 

acoplamento com os ligantes dos FGFs são conservados (Sleeman et al., 

2001). Estudos de “binding” demonstraram que o FGFR-5 tem capacidade de 

ligação ao FGF-2, mas não ao FGF-7. No entanto, sua função biológica 

permanece desconhecida (Sleeman et al., 2001). 
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Figura 1. Estrutura dos FGFRs e “splicing” alternativos no domínio extracelular 

D3 para obtenção das isoformas b e c nos FGFR-1, 2 e 3. Domínio PTK 

(domínio intracelular tirosina quinase). Porção transmembrana (TM). Adaptado 

de Eswarakumar et al. (2005). 

 

Após interação entre o FGF e o FGFR, ocorre dimerização e trans-

fosforilação do receptor para que o sinal seja traduzido em uma resposta 

biológica (Johnson & Williams, 1993). Além da fosforilação da tirosina, outros 

sinais de transdução, como o recrutamento da proteína quinase ativadora de 

mitógeno (MAPK) estão envolvidos na geração do efeito proliferativo dos FGFs 

(Creuzet et al. 1995). A interação ligante-receptor é coordenada pela 

conjugação desse complexo com heparina ou proteoglicanos (heparan sulfato) 

conferindo maior estabilidade à ligação e dimerização dos FGFRs . A 

sinalização intracelular desse complexo (FGF-FGFR-Heparina) é mediada pelo 

recrutamento de uma família de proteínas sinalizadoras, conhecida como FRS2 

(substrato do receptor de FGF 2), até os locais de ligação com as tirosinas 

fosforiladas. Após essa ligação, complexos do tipo Grb2 (proteína ligadora de 

receptor de fator de crescimento 2) são responsáveis pela ativação da via 

intracelular, Ras/Raf/MAP quinase (Eswarakumar et al., 2005).   
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Figura 2. Cascata intracelular (destacada na caixa preta) da ativação de 

FGFRs por FGFs, adaptado de Eswarakumar et al. (2005). 

 
2.2.2. FGF-17 e FGF-18 

 

O FGF-17 e o FGF-18 pertencem à subfamília do FGF-8 (Itoh & Ornitz, 

2004), conhecida como família oncogênica fetal (Nezu, 2005). Membros dessa 

subfamília apresentam semelhantes seqüências de aminoácidos (Hoshikawa et 

al., 1998; Maruoka et al., 1998; Xu et al., 1999), características bioquímicas 

incluindo afinidade pelos mesmos FGFRs (Itoh & Ornitz, 2004) e padrões 

espaciais de expressão (Xu et al., 2000; Maruoka et al., 1998). Assim como o 

FGF-8, o FGF-17 e o FGF-18 ativam preferencialmente os receptores FGFR-3c 

e FGFR-4, apresentando ainda afinidade moderada pelo FGFR-2c (Xu et al., 

2000; Ford-Perriss et al., 2001; Zhang et al., 2006). Devido à similaridade e 

especificidade desta subfamília foi sugerido que esses FGFs tenham surgido 

por duplicação de um gene original e que suas funções são redundantes ou 

acumulativas nos tecidos alvo (Xu et al., 1999). Estes fatores de crescimento 

induzem proliferação e diferenciação celular em diversos tecidos durante 

processos fisiológicos e patológicos (Xu et al. 1999; Ford-Perris et al., 2001; 
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Shimokawa et al., 2003; Heer et al., 2004; Nezu et al., 2005), ações 

compatíveis com o envolvimento destes fatores no controle do 

desenvolvimento folicular.  

O FGF-17 foi clonado e identificado em humanos após seqüenciamento 

de uma biblioteca de cDNA construída a partir de cérebro fetal (Hoshikawa et

al., 1998) e detectado por PCR em embriões de ratos (Hoshikawa et al., 1998) 

e camundongos (Xu et al., 1999). Sua estrutura em camundongos e humanos 

possui 100% e 98,6%, respectivamente, de aminoácidos idênticos em relação 

ao FGF-17 do rato (Hoshikawa et al., 1998). O gene foi subseqüentemente 

isolado e caracterizado em outros tumores humanos como câncer de próstata 

(Heer et al., 2004) e tumores hematopoiéticos (Nezu et al., 2005). 

O FGF-17 apresenta semelhanças estruturais e funcionais em relação 

ao FGF-8. A seqüência de aminoácidos é 60% idêntica à do FGF-8 e ambos 

compartilham padrão similar de “splicing alternativo” na região codificadora 5’ 

(MacArthur et al., 1995; Xu et al., 1999). No sistema nervoso, o padrão de 

expressão do FGF-17 é semelhante ao do FGF-8, o que sugere uma relação 

funcional entre eles na organização de algumas áreas do cérebro (Ford-Perris 

et al., 2001). No desenvolvimento do cérebro fetal, o FGF-17 induz proliferação 

e direciona o crescimento tecidual (Hoshikawa et al., 1998). Em camundongos, 

a interrupção da sinalização pelo FGF-17 diminuiu a proliferação de células 

precursoras no sistema nervoso (Xu et al., 2000) e comprometeu o 

desenvolvimento cerebelar (Ford-Perriss et al., 2001). 

O FGF-17 também é expresso no início do desenvolvimento dos 

membros (Maruoka et al., 1998), durante a diferenciação de células imaturas 

progenitoras de osteoblastos (Xu et al., 1999). Por ativação do FGFR-3, o FGF-

17 inibe a proliferação e a diferenciação dos condrócitos (Naski e Ornitz, 1998). 

Além disso, o FGF-17 é expresso durante o desenvolvimento arterial (Xu et al., 

1999).  

O FGF-18 está envolvido no desenvolvimento de vários sistemas 

(Cormier et al., 2005). Primeiramente, ele foi isolado em humanos e 

camundongos e caracterizado em estudos funcionais que indicaram atividade 

proliferativa (Hu et al., 1998). Posteriormente foi detectado em ratos pela 

técnica de PCR baseado na homologia e identificado após seqüenciamento de 
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uma biblioteca de cDNA construída a partir de rim de rato (Ohbayashi et al., 

1998). 

Apesar da seqüência de aminoácidos do FGF-18 ser altamente 

semelhante às do FGF-8 e FGF-17, os padrões temporal e espacial de 

expressão do RNAm do FGF-18 em embriões diferem em relação ao FGF-8 e 

FGF-17 (Ohbayashi et al., 1998). Estudos em camundongos indicam menor 

expressão do FGF-18 no cérebro fetal durante os estágios iniciais do 

desenvolvimento em comparação ao FGF-8 e o FGF-17 (Xu et al., 2000). Além 

disso, os locais de expressão predominante também diferem no sistema 

nervoso (Maruoka et al., 1998).  

A atividade proliferativa do FGF-18 se estende tanto a tecidos de origem 

epitelial quanto mesenquimal, sendo que, no camundongo, os principais órgãos 

que o expressam são o fígado e o intestino delgado (Hu et al., 1998). Já em 

ratos adultos, a expressão do FGF-18 foi predominantemente detectada no 

pulmão (Ohbayashi et al., 1998). O FGF-18 também parece estar associado ao 

desenvolvimento de tumores, conforme indica a detecção do RNAm no câncer 

de cólon humano (Shimokawa et al., 2003). Foi isolado também na 

angiogênese de tecidos cardiovasculares atuando como quimioatrativo para 

migração de células endoteliais, mas sem atividade proliferativa nesse sistema 

(Antoine et al., 2006). 

O FGF-18 ativa eficientemente o FGFR-4 (Xu et al., 2000) e o FGFR-3c 

(Davidson et al., 2005; Kapadia et al., 2005). Pela ativação do FGFR-3c, o 

FGF-18 promove diferenciação de células com potencial condrogênico e 

produção de cartilagem (Davidson et al., 2005), regulação do crescimento 

normal do osso endocondral (Ohbayashi et al., 2002) e modulação da 

proliferação dos condrócitos (Kapadia et al., 2005). Camundongos com 

interrupção da sinalização do FGF-18 ou do FGFR-3 exibem ossificação 

defeituosa e proliferação/diferenciação de condrócitos aumentadas (Liu et al., 

2002). 
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2.2.3. O papel dos FGFs no desenvolvimento folicular ovariano 
 

A foliculogênese está incluída dentre os processos fisiológicos dos quais 

participam os FGFs, sendo o FGF-2 ou bFGF, o membro da família melhor 

estudado, nesse contexto. Fortes evidências indicam a participação do FGF-2 

como elemento mediador de interações químicas entre os tipos celulares que 

compõem os folículos pré-antrais e antrais (McNatty et al., 1999; Berisha et al., 

2004). Os dados sobre expressão gênica e protéica do FGF-2 e a localização 

de seus respectivos receptores por estudos de “binding”, sugerem as células 

da teca como principal sítio de produção deste fator e as células da granulosa 

como alvo de sua ação parácrina (Wandji et al., 1992; Berisha et al., 2004). 

Similarmente ao FGF-2, a expressão gênica do FGF-1 também foi 

detectada predominantemente nas células da teca, mas sem sinal de regulação 

ao longo do desenvolvimento, já que os níveis de RNAm se mostraram 

constantes. Contrariamente, a proteína foi localizada por imunohistoquímica 

predominantemente na camada da granulosa, onde provavelmente encontra-se 

ligada ao seu receptor (Berisha et al. 2004). 

O envolvimento do FGF-7, alternativamente conhecido como fator de 

crescimento dos queratinócitos 1 (KGF-1), no controle da foliculogênese 

também já foi evidenciado. Parrott et al. (1994) detectaram expressão gênica 

do FGF-7 e produção da proteína em células da teca, mas não em células da 

granulosa bovinas. Além disso, o FGF-7 induz a proliferação e inibe a 

esteroidogênese em células da granulosa bovinas em cultivo (Parrot et al., 

1994; Parrot & Skinner, 1998a). O FGF-7 apresenta alta afinidade pelo FGFR-

2b, que também é chamado de KGFR (Igarashi et al., 1998, Ohuchi et al., 

2000). A expressão gênica do FGFR-2b foi detectada em células da granulosa 

bovinas (Parrott et al., 1994; Parrott & Skinner, 1998ab) e é maior em folículos 

estrogênicos (Berisha et al., 2004). Além disso, o FSH é capaz de estimular a 

expressão do FGFR-2b em células da granulosa bovinas cultivadas in vitro 

(Buratini et al., 2007). 

Outro estudo confirmou a camada da teca como principal sítio de 

expressão gênica e protéica do FGF-7 em folículos antrais bovinos (Berisha et

al., 2004). Os níveis de expressão do RNAm do FGF-7 não apresentaram 

variação significativa ao longo do desenvolvimento folicular, embora a 
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expressão gênica do respectivo receptor (FGFR-2b) tenha sido detectada em 

níveis crescentes conforme o aumento da capacidade esteroidogênica em 

células da granulosa, sugerindo que as ações parácrinas do FGF-7 são 

moduladas por meio da expressão do receptor ao longo do desenvolvimento 

folicular antral (Berisha et al., 2004). 

A expressão gênica do FGF-10, também conhecido como KGF-2 foi 

detectada em oócitos e células da teca de folículos antrais (Buratini et al., 

2007). Interessantemente, apesar da similaridade entre o FGF-7 e o FGF-10, 

estudos indicam alta expressão do RNAm do FGF-10 e ausência do FGF-7 em 

oócitos bovinos (Buratini et al., 2007). Uma vez que os receptores para o FGF-

10 (FGFR-2b) são expressos predominantemente nas células da granulosa 

(Berisha et al., 2004), estes resultados sugerem o envolvimento do FGF-10 na 

sinalização parácrina oriunda do oócito e da camada da teca alvejando a 

camada da granulosa (Buratini et al., 2007).  

Níveis decrescentes de RNAm do FGF-10 foram observados com o 

aumento da concentração intrafolicular de estradiol na camada da teca 

(Buratini et al., 2007). Isto, combinado à observação de que o FSH estimula a 

expressão do FGFR-2b em células da granulosa, sugere que o FGF-10 de 

origem tecal regula especificamente as células da granulosa murais de folículos 

antrais recém-recrutados (Buratini et al., 2007). 

A transcrição do FGF-10 é acompanhada por sua tradução em células 

da teca e oócitos, já que a proteína foi imunolocalizada nesses tipos celulares e 

também em células da granulosa (Buratini et al., 2007). Finalmente, o FGF-10 

inibiu a produção de estradiol em células da granulosa em cultivo in vitro, o que 

em associação com seu padrão de expressão na camada da teca, sugere que 

ele atue suprimindo a capacidade esteroidogênica folicular antes da fase de 

dominância, quando sua transcrição é diminuída (Buratini et al., 2007).  

A expressão gênica do FGF-8 e seus receptores (FGFR-3c e FGFR-4) 

foi detectada em folículos antrais e pré-antrais bovinos (Buratini et al., 2005ab). 

No que se refere à fase pré-antral do desenvolvimento folicular, a expressão do 

FGF-8, FGFR-3c e FGFR-4 foi observada em “pools” de folículos primordiais, 

primários e secundários obtidos de fetos bovinos individualizados (Buratini et

al., 2005a). A análise da expressão gênica indicou o FGFR-3c como principal 
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receptor na fase folicular pré-antral de bovinos e com expressão crescente ao 

longo do desenvolvimento (Buratini et al., 2005a).  

Já em folículos antrais, a expressão do FGF-8 foi detectada em oócitos 

e em baixo grau em células da teca e da granulosa (Buratini et al., 2005b). 

Recentemente, o FGF-8 foi apontado como fator importante para promover a 

glicólise em células do cumulus (Sugiura et al., 2007). O co-tratamento com 

BMP-15 e FGF-8 aumentou a expressão de enzimas glicolíticas e promoveu 

glicólise em células do cumulus cultivadas na ausência do oócito, 

demonstrando que esses dois fatores cooperam no controle da glicólise nestas 

células (Sugiura et al., 2007). 

Com relação aos receptores, o RNAm do FGFR-4 foi exclusivamente 

detectado em células da teca, sendo que o RT-PCR semiquantitativo revelou 

diminuição da expressão com o aumento do diâmetro folicular, sugerindo o 

envolvimento deste receptor na regulação da camada da teca em folículos 

antrais iniciais (Buratini et al., 2005b). Distintamente, o FGFR-3c mostrou-se 

expresso tanto em células da teca quanto nas células da granulosa, embora 

evidências de regulação da expressão tenham sido observadas somente nas 

células da granulosa, nos quais os níveis de RNAm aumentaram com o 

diâmetro do folículo e concentração de estradiol no fluido folicular (Buratini et

al. 2005b).  

Constatou-se ainda que o FSH aumenta a expressão do FGFR-3c em 

células da granulosa em níveis fisiológicos, enquanto que o IGF-1 não exerce 

efeito semelhante mesmo em níveis suprafisiológicos (Buratini et al. 2005b). 

Sendo assim, esses resultados sugerem que o FSH sensibiliza as células da 

granulosa aos FGFs e que o FGFR-3c contribui para a manutenção do 

crescimento de folículos dominantes no ambiente pobre em FSH em que eles 

completam seu desenvolvimento até a ovulação (Buratini et al. 2005b). 

Uma vez que o FGFR-3c e 4 são expressos em folículos antrais bovinos 

e os níveis dos RNAm são regulados ao longo do desenvolvimento, seria 

importante determinar se outros FGFs capazes de ativar estes receptores 

estão expressos nestes folículos.  

Apesar do RNAm do FGF-17 e FGF-18 ter sido detectado em oócitos e 

embriões de camundongos (Zhong et al., 2006), até o presente momento, a 
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literatura não dispõe de dados sobre a expressão do FGF-17 e FGF-18 no 

ovário bovino ou em qualquer outro tecido reprodutivo. Isto, somado às 

características funcionais desses FGFs descritas em outros tecidos e à 

expressão de seus receptores (FGFR-3c e FGFR-4) em folículos antrais 

bovinos (Buratini et al., 2005b), motivou a realização deste projeto. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Geral 

 

Investigar a expressão do FGF-17 e do FGF-18 em folículos antrais 

bovinos e sua regulação ao longo do desenvolvimento folicular. 

 

3.2. Hipóteses 
 

� Os RNAm do FGF-17 e do FGF-18 são expressos em folículos antrais 

bovinos e a expressão varia ao longo do desenvolvimento folicular antral; 

 

� O FSH e o IGF-1 regulam a expressão do RNAm do FGF-17 em células 

da granulosa cultivadas in vitro. 

 

� A expressão do mRNA do FGF-17 varia ao longo da maturação oocitária 

e é alterada quando realizada in vitro; 

 

� A transcrição do FGF-17 e do FGF-18 é acompanhada pela tradução da 

proteína em folículos antrais bovinos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 42

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Obtenção dos folículos antrais 
 
4.1.1. Obtenção de células da granulosa e de células da teca 
  

Amostras de RNA total de células da teca e da granulosa foram 

recuperadas separadamente de folículos antrais individualizados. Para tanto, 

ovários bovinos foram coletados em abatedouro* situado a 50Km de Botucatu-

SP e transportados em solução fisiológica em gelo (cerca de 5o C) até o 

laboratório de Fisiologia Molecular Ovariana do Departamento de Fisiologia do 

Instituto de Biociências da UNESP de Botucatu-SP.  
Folículos antrais com diâmetros � 5 mm foram dissecados, sendo então 

realizada a aspiração do fluido folicular com agulha 26G (seringa de 1mL) e 

este congelado em freezer a -80ºC para posterior análise das concentrações 

de esteróides por radioimunoensaio. Sem que a agulha fosse retirada do 

folículo, solução fisiológica estéril a 4ºC foi injetada e retirada da cavidade 

folicular repetidamente (cerca de 8 vezes) para recuperação das células da 

granulosa, em seguida, a solução foi centrifugada (5000 X g por 2 min) a fim de 

concentrar as células e possibilitar a remoção da solução fisiológica. O 

sedimento de células da granulosa resultante foi imerso em 1 mL de solução 

Trizol (Invitrogen®) e congelado a -80ºC, até a extração do RNA total.  

Logo após a recuperação das células da granulosa, o folículo foi dividido 

ao meio em uma placa de Petri estéril com auxílio de uma lâmina de bisturi e a 

camada de células da teca destacada da face interna da parede folicular com o 

auxílio de pinças oftálmicas e lavada em solução fisiológica estéril mediante 

aspirações e ejeções sucessivas com seringa de 1mL, a fim de eliminar células 

da granulosa remanescentes. Em seguida, a camada da teca foi imersa em 

1mL de solução Trizol® (Invitrogen™) e congelada a -80ºC, até a extração do 

RNA total.  

 
 

 

 

* Frigorífico Frigol® de Lençóis Paulista 
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A fim de detectar a contaminação cruzada de células da granulosa e 

células da teca, investigou-se a expressão do RNAm da citocromo P450 

aromatase (CYP19A1) em células da teca e 17�-hidroxilase (CYP17A1) em 

células da granulosa, conforme descrito anteriormente (Buratini et al., 2005b). 

A detecção do RNAm da CYP19A1 em células da teca ou de CYP17A1 em 

células da granulosa indicou contaminação, e estas amostras foram 

descartadas (resultados não apresentados).  

 
4.1.2. Obtenção dos oócitos 

 
4.1.2.1 Oócitos Imaturos 

 
Ovários bovinos de fêmeas adultas foram coletados em abatedouro, 

lavados e transportados em solução fisiológica até o laboratório, onde se 

procedeu a aspiração dos folículos com diâmetro entre 2 e 8 mm. A aspiração 

foi realizada com auxílio de seringa e agulha 18G e o líquido folicular obtido, 

depositado em tubo cônico de 15ml para a sedimentação dos complexos 

cumulus-oócito (CCOs). Após 10 minutos, o sedimento foi transferido para 

placas de petri 100X20 mm para a busca e recuperação dos CCOs, sob lupa 

estereomicroscópica com aumento de 25 vezes. Os CCOs recuperados foram 

lavados três vezes em solução fisiológica e distribuídos em grupos de 20. Em 

seguida, procedeu-se o desnudamento completo em todos os grupos, por meio 

de agitação mecânica em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL, por 3 a 4 

minutos. Os oócitos desnudos foram novamente recuperados e lavados em 

solução fisiológica até ficarem completamente livres de células do cumulus. 

Cada grupo de 20 oócitos desnudos foi transferido para outro tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL, contendo 300 �L de solução RLT + 3 �L de ß- 

Mercaptoetanol do “kit” RNeasy® (Qiagen). Este tubo sofreu agitação mecânica 

leve por 3 minutos e a amostra foi estocada a -80°C para posterior extração do 

RNAm . 
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4.1.2.2. Oócitos maturados in vitro (MIV) 

 

CCOs contendo oócitos imaturos foram aspirados de folículos com 

diâmetro entre 2 e 8 mm e foram maturados em TCM 199 com sais de Earles, 

glutamina e NaHCO3 suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino), 

piruvato (22μg/mL), gentamicina (50μg/mL), 0,5μg de FSH/mL, 50μg de LH/mL 

e 1μg de estradiol/mL em microgotas de 100μL de meio de maturação, 

cobertas com óleo mineral (20 oócitos por gota). A incubação foi feita sob 

temperatura de 38,5ºC, atmosfera gasosa de 5% CO2 em ar e máxima 

umidade. Durante as 24 horas da maturação, grupos de 20 oócitos foram 

retirados a cada 3 horas ao longo da maturação (momentos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 

18, 21 e 24 horas de maturação) e foram estocados a -80°C, para posterior 

extração de RNAm. 
Para complementar a investigação da expressão gênica em oócitos, 

amostras de oócitos maturados in vivo obtidas em nosso laboratório no projeto 

de pós-doutorado da Dra Paula Ripamonte foram utilizadas. Segue a 

metodologia utilizada para obtenção dessas amostras. 

  

4.1.2.3. Oócitos maturados in vivo 

Os oócitos maturados in vivo foram coletados de 10 vacas mestiças 

sincronizadas em dias aleatórios do ciclo estral (considerando o estro dia 0; 

D0), com dispositivo intravaginal de progesterona (1,9 g, CIDR-B) durante 8 

dias e aplicação via intra-muscular (IM) de 2 mg benzoato de estradiol (D0). 

Após o quinto dia (D4), iniciou-se o tratamento com FSH em doses 

decrescentes (total de 200 mg, IM) durante 4 dias consecutivos. Setenta e duas 

horas após o início do tratamento com FSH (D7), as vacas receberam uma 

dose de PGF2� (25 mg, IM) e após 48 h (D9) do tratamento com PGF2�, 
procedeu-se a remoção do CIDR-B e a aplicação de uma dose de LH (25 mg, 

IM). De 15 a 18 horas após a aplicação do LH foi realizada a coleta dos oócitos 

por punção folicular com auxílio de ultra-som. Os oócitos foram desnudados 

mecanicamente com PBS acrescido de 1% de soro fetal bovino por 4 minutos. 

Do total de 156 oócitos aspirados, 29 oócitos desnudos foram fixados entre 
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lâmina e lamínula por 24 horas em etanol e ácido acético (3:1). Após a fixação 

foram corados com lacmóide 0,004% e analisados em microscópio de 

contraste de fase para avaliar a maturação nuclear. Além da coloração 

lacmóide para avaliação da maturação, parâmetros morfológicos, como 

expansão das células dos cumulus, também foram considerados durante a 

seleção dos oócitos. Os oócitos visivelmente não maturados foram descartados 

dos grupos que foram submetidos a análises moleculares. Os demais oócitos 

(grupos de 20), foram estocados a -80°C, para posterior extração de RNAm. 

 

4.2. Extração do RNA total 
 

4.2.1. Extração do RNA total de células da teca e células da granulosa 
 

Depois de trituradas e homogeneizadas em Politron (Ultraturrax®), as 

amostras de células da teca e granulosa foram submetidas ao protocolo Trizol® 

(Invitrogen™) para extração de RNA total. Este protocolo foi realizado em 

quatro etapas seqüenciais descritas a seguir: separação, precipitação, lavagem 

e dissolução do RNA total.  

Na etapa de separação do RNA total, as amostras armazenadas em 

freezer a -80ºC foram primeiramente mantidas por 5 minutos à temperatura 

ambiente (15 a 30ºC). Após este período, as amostras foram acrescidas de 

200μL de clorofórmio para cada 1mL de Trizol® utilizado na homogeneização e 

agitadas manual e vigorosamente durante 15 segundos. A agitação foi seguida 

de uma nova “incubação” à temperatura ambiente por 2 a 3 minutos e 

centrifugação a 11000 X g por 15 minutos à temperatura de 2 a 8ºC. A adição 

do clorofórmio promove a separação da amostra em duas fases, sendo uma 

orgânica e a outra inorgânica ou aquosa. O RNA total permanece solubilizado 

exclusivamente na fase aquosa, representada pelo sobrenadante transparente 

resultante da centrifugação.  

Na etapa de precipitação do RNA total, a fase aquosa foi transferida 

para um novo tubo (polipropileno de 1,5mL – Eppendorf®) e acrescida de 

álcool isopropílico na proporção de 0,5 mL de isopropanol para cada 1mL de 

Trizol® utilizado na homogeneização. Esta mistura foi incubada à temperatura 

ambiente por 10 minutos e em seguida centrifugada a 11000 X g durante 10 
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minutos à temperatura entre 2 a 8ºC. O álcool isopropílico promoveu a 

precipitação do RNA total.  

Na etapa de lavagem do RNA total, o sobrenadante foi removido e 1mL 

de etanol a 75% foi acrescido ao tubo para cada 1mL de Trizol® utilizado na 

homogeneização. A amostra foi lavada com auxílio de agitador (Vórtex®) e 

centrifugada a 7500 G durante 5 minutos à temperatura de 2 a 8ºC. Na etapa 

de dissolução do RNA total, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e, 

após a retirada do excesso de líquido do fundo do tubo com auxílio de uma 

ponteira de pipeta, o sedimento foi seco à temperatura ambiente durante cerca 

de 5 minutos. O RNA total foi dissolvido em 10�L de água destilada e 

autoclavada (tratada com Dietilpirocarbonato-Sigma® - DEPC, a 0,1%) por 

meio de repetidas aspirações e ejeções com auxílio de uma pipeta (Gilson®), 

incubado por 10 minutos à temperatura de 60ºC (Bloco aquecedor – 

Thermolyne Type 17600®) e, finalmente, armazenado a - 80ºC. A 

concentração do RNA total recuperado foi mensurada por espectrofotometria 

(Biophotometer-Eppendorf�). O RNA total extraído foi congelado à -80ºC, até o 

momento da reação de transcrição reversa. 

 

4.2.2. Extração de RNA total dos oócitos 
 

A extração do RNA total dos “pools” de 20 oócitos foi realizada por meio 

do kit RNeasy® (Qiagen). As amostras foram descongeladas à temperatura 

ambiente e homogeneizadas com auxílio de um pipetador. Após centrifugação 

de 3 minutos a 14000 x g, o sobrenadante (300 �L) contendo o RNA foi 

transferido para outro tubo de 1,5 mL e desprezou-se o tubo contendo o 

sedimento com resíduos da lise celular. Àquele tubo adicionou-se álcool etílico 

70%, sendo homogeneizado com pipetador de 1000 �L. Este líquido foi 

transferido para a coluna do kit e centrifugado a 8000 x g por 15 segundos. O 

líquido remanescente no tubo coletor foi desprezado, e o tubo novamente 

acoplado à coluna, quando também adicionou-se 700 �L do líquido RW1 do Kit 

na superfície da coluna para nova centrifugação a 8000g por 15 segundos. Em 

seguida, substituiu-se o tubo coletor e adicionou-se 500 �L do líquido RPE do 

kit à superfície da coluna, repetindo o procedimento de centrifugação e 
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descarte do líquido. Outros 500 �L de RPE foram adicionados à coluna, sendo 

submetidos agora a uma centrifugação de 1 minuto a 8000g. Após nova 

substituição do tubo coletor, 30 �L de água RNAse free foram depositadas na 

superfície da coluna, que, após 5 minutos de espera, foi centrifugada por 2 

minutos a 14000 x g para a eluição do RNA total. Este tubo foi identificado e 

estocado a - 80°C, ou submetido imediatamente ao protocolo de transcrição 

reversa. As amostras de RNA total de oócitos não foram quantificadas, uma 

vez que a concentração obtida fica abaixo do limite de detecção do 

espectrofotômetro.  

 
4.3. Radioimunoensaio 

 

A técnica de radioimunoensaio foi utilizada para a mensuração das 

concentrações de estradiol e progesterona no fluido folicular, conforme 

protocolo revisado (Buratini et al., 2005b). Para a dosagem de estradiol utilizou-

se o Kit de 3a Geração DSL-39100 (Diagnostic Systems Laboratories®, Inc., 

Webster, Texas) e para a dosagem de progesterona utilizou-se o Kit DSL-3400 

(Diagnostic Systems Laboratories®, Inc., Webster, Texas). As curvas padrão 

foram diluídas em PBS gelatin utilizando-se estradiol liofilizado (Sigma®) e 

progesterona liofilizada (Sigma®).  

Os coeficientes de variação intra e inter-ensaio foram 7,4% e 13,5%, 

respectivamente, para estradiol e 6,8% e 7,0%, respectivamente, para 

progesterona. A sensibilidade do ensaio foi de 10 pg e 4 pg por tubo para 

estradiol e progesterona, o que equivale a 0,3 e 20 ng/Ig de proteína, 

respectivamente.  

 
4.4. Classificação folicular 

 
Para avaliar a regulação da expressão gênica ao longo do 

desenvolvimento folicular, foram testados os efeitos do diâmetro folicular e das 

concentrações de estradiol e progesterona no fluido folicular. Além disso, os 

folículos foram classificados como saudáveis, transicionais e altamente 

atrésicos, de acordo com a razão entre as concentrações de estradiol e 
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progesterona no fluido folicular (>1, 0,01-1 e < 0,01; Ireland et al., 1994), para 

saudáveis, transicionais e altamente atrésicos, respectivamente; Grimes & 

Ireland, 1986).  

 
4.5. RT-PCR em tempo real 

 

Após a extração do RNA total, a expressão dos RNAm codificadores do 

FGF-17 e FGF-18 foi investigada por RT-PCR em tempo real em células da 

teca e da granulosa provenientes de folículos antrais individualizados e em 

“pools” de 20 oócitos. A expressão do gene constitutivamente expresso 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizada como controle 

interno da reação de transcrição reversa. 

A fim de evitar que uma eventual contaminação por DNA genômico nas 

amostras de RNA total interferisse nos resultados, todas as amostras de RNA 

total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas ao RT-PCR em 

tempo real. 

 
4.5.1. Protocolo DNAse I 

 

Conforme as instruções do protocolo DNAse I - Amplification Grade 

(Invitrogen™), o RNA total destinado à reação de transcrição reversa foi 

transferido para microtubo estéril, sendo acrescentado 1μL de tampão DNAse, 

1μL de DNAse I (1U/mL) e água destilada tratada com DEPC e autoclavada na 

quantidade suficiente para completar 10μL de solução. Essa solução 

permaneceu à temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi 

acrescida de 1μL de EDTA (25mM) e incubada a 65ºC por 10 minutos. Após a 

incubação, as amostras foram transferidas para gelo e imediatamente 

submetidas à reação de transcrição reversa.  

 

4.5.2. Reação de transcrição reversa (RT) 
 

Para a reação de transcrição reversa, utilizou-se o kit SuperScript III 

(Invitrogen™), cujo protocolo iniciou-se pela adição em microtubo estéril de 8μL 

da solução de RNA total resultante do tratamento com DNAse I, contendo 1μg 
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de RNA total de células da teca e da granulosa e o RNA total contido em 8 μL 

do “pool” de oócitos. Ao RNA total, adicionou-se 1μL de oligonucleotídeo 

iniciador Oligo (dt) (500μg/μL) e 1μL de dNTP Mix (10μM). Esta solução foi 

incubada a 65ºC por 5 minutos e, em seguida, incubada em gelo por 1 minuto e 

meio. Após a última incubação, adicionou-se à solução 2μL de tampão “First 

Strand” 5X, 4μL de MgCl2 (25mM), 2μL de DTT (0,1M) e 1μL de “RNAseOUT 

Inhibitor” (40U/mL). Na seqüência, a solução foi incubada a 42ºC por 2 minutos 

e acrescida de 1μL (200U) de Superscript III (transcriptase reversa). Seguiram-

se então três incubações sucessivas. Primeiramente, a solução permaneceu a 

42ºC por 50 minutos, depois, a 70ºC por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 

2 minutos. Após a incubação, as amostras foram mantidas em gelo para 

utilização imediata no PCR ou armazenadas a - 20ºC. 

 
4.5.3. Validação da PCR em tempo real 

 
Inicialmente, para a amplificação de fragmentos dos genes FGF-17 e 

FGF-18 foram delineados oligonucleotídeos iniciadores para reconhecer 

regiões idênticas entre as seqüências de ratos, camundongos e humanos 

disponíveis no banco de dados GeneBank, uma vez que seqüências bovinas 

não estavam disponíveis. A identidade dos produtos da PCR para amplificação 

do FGF-17 e do FGF-18 foi confirmada por seqüenciamento do DNA extraído 

dos géis utilizando-se o kit QIAquick gel extraction (Qiagen®). O 

seqüenciamento foi realizado no Laboratório de Bioquímica e Biologia 

Molecular do Departamento de Apoio, Produção e Saúde Animal, UNESP-

Araçatuba.  

Devido ao insucesso na tentativa de validação da PCR semi-quantitativa 

para o FGF-17 e FGF-18 utilizando-se o Sistema SYBR™ Green optou-se por 

utilizar o Sistema TaqMan - Assay by Design (Applied Biossystems�), onde 

sondas foram delineadas utilizando sequências bovinas agora disponibilizadas 

no banco de dados Genbank. As seqüências dos oligonucleotídeos e sondas 

delineadas estão descritas na Tabela 1.  
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Tabela 1. Seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na PCR em 

tempo real para amplificação do GAPDH, CYC-A, H2A, FGF-17 e FGF-18 

utilizando o sistema de detecção Taqman (Applied Biosystems®). 

 

Genes-alvo Seqüências Fragmentos 

S 5’ ggc gtg aac cac gag aag tat aa 3’  

GAPDH A 5’ ccc tcc acg atg cca aag t 3’ 

 

119pb 

S 5’ gcc atg gag cgc ttt gg 3’  

CYC-A A 5’ cca cag tca gca atg gtg atc t 3’ 

65pb 

 

S 5’ gag gag ctg aac aag ctg ttg 3’  

H2A A 5’ ttg tgg tgg ctc tca gtc ttc 3’ 

74pb 

 

S 5’ccg ggt gcg cat caa g 3’ 

A 5’ gct tgc ccc tct tat tca tac aga t 3’ FGF-17 

Sonda FAM 5’ctg aga gtg aga aat ac 3’ 

62pb 

S 5’ cct gct gct gtg ctt cca 3’ 

A 5’ tgc gga agt cca cgt tct c 3’ FGF-18 

Sonda FAM 5’gta cag gtg ctg gcg g 3’ 

59pb 

S = “sense”; A = “antisense”; pb = pares de bases 

 

Para amplificação dos RNAm do FGF-17 e FGF-18 utilizou-se o 

equipamento ABI 7500 (Applied Biosystem�). As reações foram realizadas em 

volume final de 25 μL, sendo 12,5 μL do kit TaqMan PCR Universal Master Mix 

(Applied Biosystem�), 1,25 μL de sonda Taqman (Assay-by-Design), 0,5 μL de 

cDNA e água para completar o volume final. Água em substituição ao cDNA foi 

utilizado como controle negativo e as condições cíclicas da PCR foram: 95°C 

por 10 min, 50 ciclos a 95°C por 10 segundos seguido de anelamento por 1 

minuto. 

As reações foram otimizadas a fim de propiciar máxima eficiência de 

amplificação para cada gene. Cada amostra foi analisada em duplicata e a 

especificidade dos produtos da PCR foi determinada pela análise da curva de 

melting e determinação do tamanho do amplicon em gel de agarose. O 
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tamanho do amplicon, condições e eficiências de amplificação para cada par 

de primers utilizado nos experimentos estão descritos na Tabela 2. 

Os genes GAPDH, Ciclofilina (CYC-A) e Histona (H2A) foram testados 

pelo programa geNorm (Microsoft®; Ramakers et al., 2003) para seleção do 

controle endógeno mais estável para cada tipo celular analisado. A CYC-A foi o 

melhor controle endógeno para células da teca e oócitos. Para as células da 

granulosa e granulosa cultivada foram escolhidos GAPDH e H2A, 

respectivamente.  

A expressão relativa de cada gene alvo foi calculada utilizando o método 

��Ct e foi corrigida pela eficiência de amplificação das reações utilizando-se a 

equação descrita por Pfaffl (Pfaffl, 2001; Figura 3). Os valores médios de 

eficiência para cada gene foram calculados pelo perfil de amplificação de 

amostras individualmente pelo programa LinRegPCR software (Ramakers et 

al., 2003). Para cada primer, o limiar de detecção da fluorescência foi fixado no 

ponto médio da janela de linearidade, determinada pelos valores mínimos e 

máximos de fluorescência. Uma amostra foi escolhida aleatóriamente para 

cada gene em cada tipo celular analisado e foi utilizada como controle. 
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Tabela 2. Tamanho do amplicon, condições e eficiências de amplificação para 

cada par de primers utilizado nos experimentos. 

 

Genes 
Tipo celular 
analisado 

Tamanho 
Amplicon 

Temperatura 
Anelamento 

[final] primer 
Eficiência de 
amplificação 

(%) 

Granulosa 97 

Granulosa 

cultivada com 

FSH 

101 

Granulosa 

cultivada com 

IGF 

82 

Teca 70 

FGF-17 

 

Oócito 

62pb 

 

60�C 

 

Assay-by-

Design 

 

92 

Teca 96 
FGF-18 

Granulosa 
59pb 60�C 

Assay-by-

Design 89 

Teca 99 CYC-A 

 Oócito 
65pb 60�C 300nM 

100 

GAPDH 

 
Granulosa 118pb 62�C 150nM 96 

Granulosa 

cultivada com 

FSH 

92 

H2A 
Granulosa 

cultivada com 

IGF 

74pb 60�C 300nM 

96 
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Figura 3. Modelo matemático da expressão relativa por PCR em tempo real. A 

razão de um gene alvo é expressa em uma amostra em relação à amostra 

controle e à expressão do gene endógeno. Etarget é a eficiência do transcrito do 

gene alvo; Eref é a eficiência do transcrito do gene referência; �CPtarget é desvio 

de Ct do controle – amostra do gene alvo transcrito; �CPref é desvio de Ct do 

controle – amostra do gene referência transcrito.  

 
4.6. Cultivo de células da granulosa  
 

Para a investigação da regulação da expressão gênica do FGF-17 pelo 

FSH e IGF-1, folículos pequenos (2-5 mm de diâmetro) foram isolados de 

ovários de vacas obtidos em abatedouro e as células da granulosa colocadas 

em meio sem soro suplementado com insulina e diferentes doses de FSH 

bovino (AFP-5332B, NIH - 0; 0,1; 1; 10 e 100 ng/ml) ou IGF-1 (LR3; Sigma-

Aldrich - 0, 5, 10, 50 e 100 ng/ml; Buratini et al., 2007). As células foram 

cultivadas por 6 dias, com troca de meio a cada 2 dias. No sexto dia, as células 

foram recuperadas em Trizol (Invitrogen™) para extração de RNA total. O 

cDNA foi produzido por reação de transcrição reversa conforme já descrito 

anteriormente.  

As amostras de cDNA de células da granulosa cultivadas foram 

produzidas no laboratório do Prof. Dr. Christopher A. Price da Universidade de 

Montreal, por sua equipe.  
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4.7. Investigação qualitativa da proteína por imunohistoquímica 
 
4.7.1. FGF-17  

 

Para a investigação da proteína FGF-17 em folículos antrais, ovários 

bovinos foram obtidos em abatedouro, seccionados e fixados em 

paraformaldeído. O tecido fixado foi mergulhado em parafina e cortes de 3 μm 

foram colocados em lâminas com poli-L-lisina e desparafinizados em xilol duas 

vezes por 20 minutos e hidratados em banhos sucessivos de 3 min em etanol 

95% e 85%. A recuperação antigênica foi realizada por incubação dos cortes 

em solução TRIS EDTA (pH 9.0) a 96°C em banho maria por 30 min. A 

peroxidase endógena foi bloqueada por incubação com uma solução 95% 

metanol e 5% peróxido de hidrogênio por 10 min, seguida de duas lavagens 

por 5 min em água destilada e uma lavagem em uma solução de Tris 0,5 M (pH 

7.4). Em seguida os cortes de tecidos foram incubados em câmara úmida com 

o anticorpo humano policlonal produzido em coelho anti-FGF-17 (1:200; Cat. 

500-P152 Peprotech Inc.®) por 2 horas à temperatura ambiente. Após a 

incubação, lâminas foram lavadas duas vezes por cinco minutos em Tris (pH 

7.4) e depois incubadas com o anticorpo secundário anti-coelho conjugado à 

peroxidase (EnVision Dual Link System; DakoCytomation®). A imunomarcação 

foi detectada com DAB líquido (DakoCytomation®). O controle negativo foi 

realizado pela incubação do anticorpo primário (1.25μg/mL) com FGF-17 

recombinante (2,5μg/mL) (Cat.100-27: Peprotech Inc®.), por 2 horas a 

temperatura ambiente antes de aplicar nas lâminas. 

 
4.7.2. FGF-18  

 

A investigação da proteína FGF-18 foi realizada conforme o protocolo 

supracitado. O anticorpo humano policlonal produzido em cabras anti-FGF-18 

(200 μg/μL; Cat. SC-16830; Santa Cruz BioTechnology®) foi biotinilado (EZ-

Link, Pierce Biotechnology®) e incubado com o tecido na diluição 1:50 por 2 

horas a temperatura ambiente seguido por lavagem e incubação com avidina-

peroxidase (ABCVecstain - Vector Laboratories®) por 30 minutos. Não foi 

utilizado o anticorpo secundário anti-cabra para marcação do anticorpo 
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primário, pois gera marcação inespecífica em tecido bovino. O controle 

negativo foi realizado pela incubação do anticorpo primário com 4 vezes o 

volume do peptídeo bloqueador FGF-18 (200 μg/mL; Cat. SC-16830 P; Santa 

Cruz®). 

Estes experimentos foram realizados no Laboratório de Patologia do 

Departamento de Clínica Veterinária da FMVZ-UNESP, sob supervisão da Prof. 

Dra. Renée Laufer Amorim. 

 

4.8. Análise dos dados 

 

Os efeitos do estágio de desenvolvimento dos folículos, do diâmetro e 

da concentração de estradiol; do FSH e IGF-1 em células da granulosa 

cultivadas e da maturação oocitária sobre a expressão gênica do FGF-17 e/ou 

FGF-18 foram testados por Análise de Variância (ANOVA). Havendo efeito, os 

grupos acima propostos foram comparados pelo teste de Tukey-Kramer HSD 

ou por teste não paramétrico, quando a variabilidade entre os grupos não foi 

homogênea. Foi utilizada uma análise descritiva, utilizando-se medidas de 

tendência central, para avaliar o padrão de expressão do RNAm do FGF-17 e 

FGF-18 nos diferentes tipos celulares analisados. 

As análises foram realizadas pelo programa JMP (SAS Institute, Cary, 

USA). Os resultados estão apresentados na forma de média ± erro padrão da 

média (EPM). Consideraram-se significativas as diferenças com p<0,05. 
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5. RESULTADOS 
 
Utilizando o Sistema TaqMan, o RNAm do FGF-17 foi detectado 

predominantemente em células da granulosa (Figura 4) e oócitos (Figura 7), 

enquanto que o RNAm do FGF-18 foi encontrado predominantemente em 

células da teca (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Resultados da amplificação por PCR em tempo real do RNAm do 

FGF-17 e FGF-18 em células da granulosa e da teca (curvas de amplificação 

do FGF-17 em células da granulosa [a] e da teca [b]; curvas de amplificação do 

FGF-18 em células da granulosa [c] e da teca [d]). 

 

Esses resultados sugerem que a camada da granulosa e os oócitos são 

os principais sítios de expressão do FGF-17, e que a camada da teca é o 

principal sítio de expressão do FGF-18 em folículos antrais bovinos, como 

demonstrado por uma análise descritiva, através das médias de Ct (Ciclo 

threshold) apresentadas na Tabela 3.  

 
 
 
 

 

a

c

b

d

a

c

b

d



 57

Tabela 3. Média de Cts para cada gene nos diferentes tipos celulares 

estudados.  

Genes Tipo celular analisado 
Média de Ct em 

amostras 
positivas 

Amostras que 
expressaram 

(%) 

Granulosa 36.88 67 

Granulosa cultivada com FSH 31.68 100 

Granulosa cultivada com IGF 31.17 100 

Teca 39.42 62 

Oócitos Imaturos 
36.14 

 
100 

FGF-17 

 

Oócitos maturados In vivo 
42.98 

 
43 

Teca 36.13 92 
FGF-18 

Granulosa 38.23 62 

Teca 18.77 100 CYC-A 

 Oócito 25.35 100 

GAPDH 

 
Granulosa 18.59 100 

Granulosa cultivada com FSH 23.57 100 
H2A 

Granulosa cultivada com IGF 21.19 100 

  

Ao investigar a expressão gênica ao longo do desenvolvimento folicular, 

não foi observado efeito do diâmetro folicular ou concentração de estradiol no 

fluido folicular. No entanto, constatou-se que o RNAm do FGF-17 é 

significativamente mais expresso em células da granulosa e da teca de folículos 

atrésicos em relação aos saudáveis e transicionais (Figura 5). Em sintonia com 

esses achados, a média de Ct foi menor em células da granulosa de folículos 

atrésicos (35,34) em comparação com transicionais (36,61) e saudáveis (39,06). 

Quanto menor o Ct, menos ciclos uma amostra necessita para detectar a 

fluorescência, portanto maior a expressão. Além disso, todas as células da 

granulosa de folículos atrésicos expressaram o RNAm do FGF-17, o que não 

ocorreu nos demais grupos.  
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Figura 5. Valores relativos da expressão gênica do FGF-17 em células da 

granulosa e células da teca de folículos antrais bovinos em diferentes estágios 

de desenvolvimento (número entre parênteses representa o número de 

amostras, letras distintas indicam diferença significativa; p<0,05). 

 
Com relação à expressão do RNAm do FGF-18, não houve diferença 

significativa entre os diferentes grupos. Porém, observou-se um aumento 

numérico na expressão gênica do FGF-18 em células da teca, conforme o 

folículo se aproxima da atresia (Figura 6). Como os dados não tiveram 

distribuição normal, não foi possível testar a correlação entre a expressão 

gênica do FGF-18 e os valores de E2, P4 ou E2/P4.  
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Figura 6. Valores relativos da expressão gênica do FGF-18 em células da 

granulosa e células da teca de folículos antrais bovinos em diferentes estágios 

de desenvolvimento (número entre parênteses representa o número de 

amostras, letras distintas indicam diferença significativa; p<0,05). 

 

Utilizando a CYC-A como controle endógeno para a normalização da 

expressão oocitária, detectou-se a expressão gênica do FGF-17, mas não do 

FGF-18, em oócitos bovinos (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Resultados da amplificação por PCR em tempo real do FGF17 e 

FGF18 em oócitos (curva de amplificação do FGF-17 [a] e FGF-18 [b]). 

 

Oócitos imaturos expressaram maiores níveis de RNAm do FGF-17 em 

relação aos maturados in vivo (Figura 8). Já os oócitos maturados in vitro não 

apresentaram expressão do FGF-17. 
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Figura 8. Valores relativos da expressão gênica do FGF-17 em oócitos bovinos 

imaturos e maturados in vivo (número entre parênteses representa o número de 

amostras, letras distintas representam diferença significativa; p<0,05). 

 

Em células da granulosa cultivadas, tanto o FSH quanto o IGF-1 

diminuíram a expressão gênica do FGF-17 (Figura 9). Como a expressão do 

RNAm do FGF-18 em células da granulosa foi baixa e sem sinais de regulação, 

não avaliou-se sua expressão em células da granulosa cultivadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Valores relativos da expressão gênica do FGF-17 em células da 

granulosa cultivadas com doses crescentes de FSH ou IGF-1. (n=3 réplicas por 

tratamento; letras distintas indicam diferença significativa; p<0,05). 
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A imunohistoquímica revelou a presença das proteínas FGF-17 e FGF-18 

nos mesmos tipos celulares onde o RNAm foi detectado (Figura 10).  

 

Figura 10. Imagem representativa da imunolocalização do FGF-17 e do FGF-18 

em folículo antral bovino. A proteína FGF-17 foi detectada em células da 

granulosa (CG), células da teca (CT) e oócito (O; Painéis A e C). A proteína FGF-

18 foi detectada em células da granulosa e células da teca (Painel D). B e E 

representam os controles negativos para FGF-17 e FGF-18, respectivamente. EO 

(estroma ovariano) e VS (vaso sanguíneo)  
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6. DISCUSSÃO 
 

Fatores de crescimento produzidos no ovário têm sido relatados como 

mediadores parácrinos da interação entre os diferentes tipos celulares no 

desenvolvimento folicular. O envolvimento de diferentes membros da família 

dos FGFs no desenvolvimento folicular tem sido evidenciado, incluindo o FGF-

2 (Nilsson et al., 2001; Berisha et al., 2000), o FGF-7 (Parrott & Skinner, 

1998ab; Berisha, et al., 2004) o FGF-8 (Buratini et al., 2005ab) e o FGF-10 

(Buratini et al., 2007). O presente trabalho apresenta evidências inéditas do 

envolvimento do FGF-17 e do FGF-18 no controle do desenvolvimento folicular 

ovariano bovino.  

Demonstrou-se a expressão gênica do FGF-17 predominantemente em 

células da granulosa e oócitos, enquanto que o RNAm do FGF-18 foi 

encontrado predominantemente em células da teca e mostrou-se ausente em 

oócitos. Esses resultados sugerem a camada da granulosa e oócitos como 

principais sítios de expressão do FGF-17, e a camada da teca como principal 

sítio de expressão do FGF-18 em folículos antrais bovinos. Portanto, apesar da 

similaridade estrutural e funcional, o FGF-17 e o FGF-18 parecem apresentar 

padrões espaciais de expressão distintos, como já descrito no desenvolvimento 

embrionário de ratos (Ohbayashi et al., 1998). 

A expressão do RNAm do FGF-17 mostrou-se regulada ao longo do 

desenvolvimento folicular em células da teca e da granulosa, tendo sido maior 

em folículos atrésicos em relação aos saudáveis e transicionais. Em sintonia 

com esses achados, uma análise descritiva demonstrou que a média de Ct 

(Ciclo threshold) foi menor em células da granulosa de folículos atrésicos 

(35,34) em comparação com transicionais (36,61) e saudáveis (39,06). Além 

disso, todas as células da granulosa de folículos atrésicos expressaram o 

RNAm do FGF-17, o que não ocorreu nos demais grupos. Essas observações 

são compatíveis com os resultados do cultivo de células da granulosa, que 

demonstraram que, tanto o IGF-1 quanto o FSH, são capazes de suprimir a 

expressão do RNAm do FGF-17.  

O IGF-1 é um fator pró sobrevivência do folículo (Li et al., 1999) e tem 

sua biodisponibilidade reduzida em folículos subordinados em relação aos 

dominantes no momento do desvio folicular, quando o folículo subordinado 
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inicia o processo de atresia (revisado por Fortune et al., 2004). Portanto, a 

detecção de maiores níveis de RNAm do FGF-17 em folículos atrésicos está 

em concordância com a supressão do sistema IGF nesse estágio do 

desenvolvimento folicular. 

As gonadotrofinas também são fatores de sobrevivência de folículos 

antrais (Markstrom et al. 2002), capazes de inibir a apoptose em células da 

granulosa, induzindo a expressão de genes pró-sobrevivência e diminuindo a 

expressão de genes pró apoptóticos (Kim et al., 1999; Robles et al., 1999; 

Wang et al., 2002). A perda do suporte gonadotrófico leva à redução da forma 

fosforilada de uma proteína quinase específica (MAPK), determinando o início 

da apoptose de células da granulosa (Gebauer et al., 1999; Peter & 

Dhanasekaran, 2003). Sendo assim, os resultados deste estudo sugerem que a 

falta de suporte gonadotrófico também pode levar à atresia e apoptose pela 

perda da modulação de fatores inibidores do crescimento e da 

esteroidogênese, como parece ser o caso FGF-17 e FGF-18. De fato, dados 

ainda não publicados produzidos em colaboração pela equipe do Prof. Dr. 

Christopher A. Price da Universidade de Montreal indicam que o FGF-18 inibe 

a esteroidogênese folicular via supressão da aromatase, da 3ßHSD e de 

FSHR, o que sustenta essa hipótese. De acordo com o padrão de expressão 

observado, as células da teca exerceriam essa função moduladora 

principalmente via FGF-18 enquanto que as células da granulosa o fariam 

principalmente via FGF-17.  

É possível que o FGF-17 tenha ação moduladora da apoptose em 

folículos ovarianos bovinos, já que a expressão desse fator é maior em 

folículos atrésicos e níveis baixos são mantidos pela ação do FSH e IGF-1 em 

folículos em crescimento. Ações compatíveis com o papel dos FGFs na 

modulação da apoptose já foram descritas. Nesse estudo, o FGFR-2b têm sua 

expressão aumentada no corpo lúteo em estágio de luteólise estrutural, o que 

sugere um papel modulador para o FGFR-2b na apoptose ou no 

remodelamento do corpo lúteo em regressão (Castilho et al., 2007). De fato, 

fatores de crescimento têm sido descritos como os principais fatores de 

sobrevivência para folículos ovarianos inibindo a ativação de vias celulares 

indutoras da apoptose (Amsterdan et al., 2003). Contudo, o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento 
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transformante (TGF) e o fator de crescimento de keratinócitos (FGF-7) não têm 

efeito protetor contra a apoptose e não alteram a proliferação celular (Quirk et

al., 2000).  

Embora diferenças significativas não tenham sido encontradas, os 

valores numéricos relativos da expressão do FGF-18 indicam padrão de 

expressão temporal semelhante ao padrão de expressão do FGF-17, com 

expressão máxima em células da teca de folículos atrésicos. Como a 

expressão foi baixa e sem sinais de regulação na camada da granulosa, a 

expressão do FGF-18 não foi avaliada em cultivo de células da granulosa. 

É interessante o fato de que a expressão do FGFR-3c, um dos principais 

receptores para FGF-17 e FGF-18, aumenta em células da granulosa de 

folículos saudáveis com o aumento das concentrações de estradiol. Além 

disso, o FGFR-3c teve sua expressão aumentada pelo FSH em cultivo de 

células da granulosa (Buratini et al., 2005). Em contraste, o FSH inibiu a 

expressão do FGF-17 no presente estudo, o que indica que ao mesmo tempo 

que estimula a expressão do receptor (FGFR-3c), o FSH inibe a expressão do 

ligante FGF-17. Essa ação aparentemente paradoxal do FSH torna as células 

da granulosa mais sensíveis ao FGF-17, que assim como o FGF-10, parece 

suprimir a produção de estradiol dessas células (Buratini et al., 2007) e níveis 

baixos de FGF-17 devem ser mantidos para que o folículo continue o seu 

crescimento. 

Já em células da teca, o FGFR-3c é expresso de forma estável ao longo 

do desenvolvimento, mantendo-se presente também em folículos atrésicos, o 

que indica que esse receptor nas células da teca é o mediador de ações 

parácrinas do FGF-17 na atresia.  

Curiosamente, um estudo demonstrou que o FGF-17 inibiu a 

proliferação e diferenciação dos condrócitos por ativação do FGFR-3 (Naski & 

Ornitz, 1998), o que indica que ações inibitórias desse fator são possíveis na 

proliferação e diferenciação celular através da ativação do FGFR-3c. 

Ações sobre as células da teca via FGFR-4 também são possíveis. 

Contudo o FGFR-4 é mais expresso em folículos antrais pequenos quando o 

FGF-17 está baixo e é praticamente nula em folículos atrésicos (Buratini et al., 

2005b) onde o FGF-17 está altamente expresso, conforme resultados do 

presente estudo.  



 65

Acredita-se que o FGF-17 e FGF-18 compartilhem as mesmas funções 

na foliculogênese devido à similaridade quanto às propriedades de ligação e 

ativação de receptores. É provável que o FGF-17 e o FGF-18 ajam 

conjuntamente na modulação da atividade e diferenciação das células da teca 

e da granulosa, uma vez que ambas as camadas expressam os receptores 

(FGFR-2c, FGFR-3c e FGFR-4; Berisha et al., 2004; Buratini et al., 2005b).  

Neste estudo detectou-se pela primeira vez, a expressão gênica do 

FGF-17, mas não do FGF-18, em oócitos bovinos. Em contraste, o RNAm do 

FGF-18 foi detectado em oócitos e embriões murinos (Zhong et al., 2006), 

demonstrando que a expressão desse gene parece seguir um padrão 

específico em cada espécie. Similarmente, a expressão gênica do FGF-8, 

membro da mesma subfamília que o FGF-17 e FGF-18, foi detectada 

exclusivamente em oócitos no ovário murino (Valve et al., 1997), enquanto que 

em bovinos, o RNAm do FGF-8 foi detectado em oócitos, células da teca e da 

granulosa (Buratini et al., 2005b). 

Com relação ao FGF-17 de origem oocitária, merece destaque o 

provável envolvimento na interação parácrina entre o oócito e as células da 

granulosa. Vale lembrar que o FGF-8 oocitário coopera com a BMP-15 na 

indução da expressão de enzimas glicolíticas e promoção da glicólise em 

células do cumulus (Sugiura et al., 2007). Como o FGF-17, ativa os mesmos 

receptores que o FGF-8, é lógico sugerir sua participação no controle do 

metabolismo energético das células do cumulus.  

Outra possível função do FGF-17 oocitário via comunicação parácrina 

seria na maturação do CCO atuando sinergicamente com o EGF na indução da 

expansão das células do cumulus. Ações sinérgicas entre EGF e FGFs já 

foram descritas na modulação da proliferação de uma linhagem celular de 

queratinócitos (Gospodarowwicz et al., 1990) e na diferenciação de células 

tronco da retina de camundongos  (Giordano et al., 2007).  

Oócitos imaturos expressaram níveis significativamente maiores de 

RNAm do FGF-17 em relação aos maturados in vivo, sugerindo regulação da 

expressão ao longo do processo de maturação. Já os oócitos maturados in

vitro não apresentaram expressão do FGF-17, o que indica que o sistema de 

cultivo não contém todos os elementos necessários à indução dos níveis 
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fisiológicos da expressão do FGF-17. Esse resultado reflete o fato já conhecido 

de que as técnicas atuais de maturação in vitro induzem expressão gênica 

oocitária anormal associada ao menor potencial de desenvolvimento de oócitos 

maturados in vitro (Wrenzycki et al., 2007; Boelhauve et al., 2005). A menor 

expressão do FGF-17 em oócitos maturados in vitro pode estar relacionada ao 

menor potencial de desenvolvimento do oócito, embora estudos funcionais 

sejam necessários para confirmar essa hipótese.

Os resultados de imunohistoquímica indicam a presença do FGF-17 em 

células da granulosa, células da teca e oócitos de ovários bovinos. Sendo 

assim, conclui-se que o FGF-17 não é apenas transcrito, mas também 

traduzido no ovário bovino, o que reforça a hipótese de seu envolvimento no 

controle da foliculogênese. Esses resultados foram compatíveis com a 

expressão predominante do FGF-17 em oócitos e células da granulosa, 

indicada na análise do RNAm. A imunomarcação do FGF-18 também foi 

compatível com dados de expressão do RNAm. A menor intensidade de 

marcação pode ser decorrente da abordagem técnica utilizada, com 

biotinilação do anticorpo primário, já que só estava disponível comercialmente 

o anti-FGF-18 produzido em cabras. O anticorpo secundário anti-cabra gera 

muita marcação inespecífica no tecido bovino, provavelmente devido à 

similaridade entre as proteínas de ruminantes e por isso não foi utilizado.  

Em síntese, os dados do presente trabalho sugerem a participação do 

FGF-17 na interação entre oócitos e células do cumulus e do FGF-17 e FGF-18 

na modulação da diferenciação e crescimento de folículos antrais bovinos. 
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7. CONCLUSÕES 
 
 

� O FGF-17 e o FGF-18 apresentam padrões espaciais de expressão 

distintos entre células da granulosa, células da teca e oócitos de folículos 

antrais bovinos. Sendo que o RNAm do FGF-17 é expresso 

predominantemente em células da granulosa e oócito, enquanto que o RNAm 

do FGF-18 é expresso predominantemente em células da teca e ausente em 

oócitos de folículos antrais bovinos. 

 

� A expressão do RNAm do FGF-17 é regulada ao longo do 

desenvolvimento folicular em células da teca e da granulosa, sendo maior em 

folículos atrésicos em relação aos saudáveis e transicionais. 

 

� Tanto o IGF-1 quanto o FSH são capazes de suprimir a expressão do 

RNAm do FGF-17.  

 

� Oócitos imaturos expressam níveis significativamente maiores de RNAm 

do FGF-17 em relação aos maturados in vivo e a maturação oocitária in vitro 

suprime a expressão gênica do FGF-17. 

 

� Os FGF-17 e FGF-18 não são apenas transcritos, mas também 

sintetizados no ovário bovino e a presença das respectivas proteínas é 

compatível com dados de expressão do RNAm.  

 

� Em síntese, os dados do presente trabalho sugerem a participação do 

FGF-17 na interação entre oócitos e células do cumulus e do FGF-17 e FGF-18 

na modulação da diferenciação e crescimento de folículos antrais bovinos. 
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ABSTRACT 

Fibroblast growth factor-8 (FGF8) is an oocyte-derived protein that signals to cumulus 

cells. FGF8 has structural and receptor-binding similarities with FGF17, whose 

expression in the ovary has not been reported. In this study, we demonstrate protein 

localization to the oocyte of preantral follicles, and to the oocyte and granulosa cells of 

antral follicles. Real-time PCR demonstrated the presence of mRNA in immature 

oocytes and, to a lesser extent, in granulosa and theca cells, but not in matured oocytes. 

FGF17 mRNA abundance was low in granulosa cells from healthy follicles and 

increased significantly in atretic follicles. Addition of FSH or IGF1 to granulosa cells in 

vitro inhibited FGF17 mRNA abundance. We conclude that FGF17 is a potential 

oocyte-derived paracrine mediator of granulosa cell differentiation in the immature 

oocyte-cumulus cell complex. 

 

INTRODUCTION

Follicle development is under the control of gonadotrophins, steroids and a 

variety of locally produced peptides including fibroblast growth factors (FGFs) (Webb 

et al. 2003). Several FGFs and their receptors (FGFR) have been detected in ovarian 

follicles, suggesting roles in the regulation of folliculogenesis (van Wezel et al. 1995; 

Berisha et al. 2004; Buratini et al. 2005a; Buratini et al. 2005b; Buratini et al. 2007). 

The twenty-two known FGFs have been grouped into 7 subfamilies with distinct 

receptor-binding properties. The FGFR proteins are encoded by five different genes of 

which FGFR1, 2 and 3 undergo alternative splicing to produce two functional variants 

(B and C; Ornitz et al. 1996; Itoh & Ornitz 2004). Paracrine roles within the follicle 

have been explored for FGF2 and for the FGF7 subfamily, containing also FGF10. 

FGF2, which is predominantly expressed by theca cells (Berisha et al. 2000), stimulates 
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proliferation and inhibits steroidogenesis in both theca and granulosa cells (Lavranos et

al. 1994; Vernon & Spicer 1994; Spicer & Stewart 1996; Nilsson et al. 2001). FGF7 

and FGF10 are expressed in the theca cells but not granulosa cells, and the receptor, 

FGFR2B, is expressed in granulosa cells (Parrot & Skinner 1998; Berisha et al. 2004; 

Buratini et al. 2007). Both FGFs inhibit estradiol secretion from cultured granulosa cells 

(Parrot & Skinner 1998, Buratini et al. 2007). 

Another subfamily that may be of interest for potential paracrine signalling is the 

FGF8 subfamily. In adult rodents, Fgf8 expression is largely confined to the oocyte 

(Valve et al. 1997), and was reported in oocytes as well as somatic follicle cells in cattle 

(Buratini et al. 2005b). FGF8 activates FGFR3C, which was found in theca and 

granuloa cells in cattle, and FGFR4 which was localized only to theca cells (Ornitz et

al. 1996; Buratini et al. 2005). Although the roles of the FGF8 subfamily in the control 

of the ovarian activity are still poorly understood, it was recently shown that oocyte-

derived FGF8 cooperates with bone morphogenetic protein 15 (BMP15) to promote 

glycolytic activity in cumulus cells in mice (Sugiura et al. 2007). 

The FGF8 subfamily also contains FGF17 (Itoh & Ornitz 2004), which also 

preferentially activates FGFR3C and FGFR4 (Ford-Periss et al. 2001; Zhang et al. 

2006). FGF17 expression was first detected in the embryonic brain, and is most 

associated with neurogenesis (O’Leary et al. 2007) and skeletal development (Krejci et 

al. 2007). Very little is known about the pattern of expression of FGF17 in the 

reproductive system. Messenger RNA encoding FGF17 was detected in human 

prostatic epithelial cells (Polnaszek et al. 2004) and in human placenta and in mouse 

oocytes and embryos (Zhong et al. 2006). 

The objective of the present work was to test the hypothesis that FGF17 is a 

candidate for paracrine signalling within the follicle. Specifically, we sought to 
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determine in which follicular cell types FGF17 is expressed, and gain insight into the 

potential regulation of FGF17 expression. 

 

RESULTS

Immunohistochemistry revealed the presence of FGF17 protein predominantly 

in oocytes and granulosa cells of preantral and antral follicles (Fig 1). Staining was 

localized to the nucleus of oocytes in primordial follicles (Fig 1B) and present in the 

nucleus and cytoplasm of oocytes in primary, secondary and antral follicles.  Staining 

was weaker in the theca cell layer and at background levels in deep ovarian stroma. 

Staining was also observed in the surface epithelium and tunica albuginea underlying 

the epithelium. No staining was observed in the presence of excess blocking peptide. 

 A survey of FGF17 expression in follicle cells by real-time PCR showed the 

presence of mRNA in pooled immature oocytes and at comparatively low levels in both 

granulosa and theca cells. Whereas Ct values were in the 30-35 range for FGF17 in all 

tissues, the Ct values for the housekeeping genes Cyclophilin A (PPIA) and 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were approximately 25 and 30 

respectively in oocyte samples, and 18 and 20 respectively in granulosa and theca 

samples. A detailed assay of FGF17 in granulosa and theca cells collected from healthy, 

transitional and atretic follicles showed that mRNA abundance was significantly higher 

in granulosa and theca cells from atretic follicles than from healthy or transitional 

follicles (Fig 2). No FGF17 mRNA was detected in matured oocyte pools. 

As FGF17 protein and mRNA was detected in granulosa cells, we determined 

whether expression is regulated. Cells were cultured in serum-free medium and treated 

for 6 days with graded doses of FSH or IGF1. Both gonadotrophic hormones 

significantly inhibited FGF17 mRNA abundance (Fig3). 
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DISCUSSION 

These data demonstrate for the first time the expression of FGF17 protein and 

mRNA in the ovary. The significant findings are the localization of protein to the oocyte 

and granulosa cells, greater abundance of mRNA in the oocyte, and upregulation of 

mRNA levels in granulosa and theca cells of atretic follicles. 

In the female reproductive system, FGF17 mRNA has been described only in 

isolated mouse oocytes/embryos (Zhong et al. 2006). In agreement with those data, we 

detected FGF17 protein in oocytes of preantral and antral follicles. Protein was detected 

in primordial follicles, but the staining was localized to the nucleus, whereas in follicles 

at the primary stage and beyond, FGF17 protein was also found in the cytoplasm. This 

suggests translocation of protein to the nucleus in oocytes, which is more apparent in 

primordial follicles. Nuclear translocation of endogenous FGF has been reported for 

FGF1, -2 and -3 (Sheng et al. 2004; Zhan et al. 1992, Kiefer & Dickson 1995). Nuclear 

FGF2 increased (Choi et al. 2000) whereas nuclear FGF3 decreased (Kiefer & Dickson 

1995) cell proliferation in other cell types, but there are no reports on aspects of cellular 

activity other than proliferation.  

FGF17 mRNA was also detected in immature oocytes, but not in matured 

oocytes. Oocyte secreted factors govern several aspects of cumulus cells differentiation; 

they prevent apoptosis and luteinization, and promote glycolytic activity and cumulus 

mucification and expansion (Gilchrist et al. 2008). The present data suggest FGF17 as a 

possible mediator of such mechanisms. In fact FGF8, the prototype member of this FGF 

subfamily, was shown to synergize with BMP15 to promote glycolysis in cumulus cells 

(Sugiura et al. 2007). The absence of FGF17 mRNA in matured oocytes indicates that 

expression is developmentally regulated, and that transcription is suppressed once LH 
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triggers maturation. Based on Ct values (with respect to housekeeping Ct values), 

oocytes contained a greater abundance of FGF17 mRNA than granulosa or theca cells. 

This is consistent with the oocyte localization of the prototype member of this FGF 

subfamily, FGF8 (Valve et al. 1997, Buratini et al. 2005b, Sugiura et al. 2007). Relative 

amounts of FGF17 mRNA were not obviously different between granulosa and theca 

cells, although protein staining was considerably stronger in granulosa than in theca 

cells. Combined, these data suggest that most FGF17 is oocyte-derived, and the stronger 

staining in granulosa may be due to the diffusion of FGF17 through the avascular 

granulosa layer, binding to granulosa cell receptors or capture and internalization in 

granulosa cells. This is supported by evidence for receptor-mediated internalization of 

exogenous FGFs in several cell lines (Belleudi et al. 2002; Olsnes et al. 2003; Weshe et

al. 2006). 

Granulosa and theca cell abundance of FGF17 mRNA was significantly 

increased in atretic follicles compared with healthy follicles. It is not known whether 

this is part of an apoptotic pathway or disregulation of gene expression during cell 

death. Nevertheless, expression of FGFR3c, a receptor efficiently activated by FGF17, 

was detected in theca cells of atretic follicles in cattle (Buratini et al. 2005b), which is 

compatible with a role for FGF17 in the control of thecal atresia. FGFR4 is the other 

receptor efficiently activated by FGF17, and is unlikely to mediate FGF17 effects on 

thecal differentiation as expression patterns of ligand and receptor do not match; 

FGFR4 mRNA expression was higher in small non-atretic and absent in atretic follicles 

in cattle (Buratini et al. 2005b).     

As FGF17 mRNA and protein were both detected in granulosa cells, we 

determined if the major gonadotrophic hormones FSH and IGF1 regulate mRNA levels. 

Both hormones decreased FGF17 mRNA abundance, which is consistent with the low 
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mRNA levels observed in healthy follicles. In contrast, expression of FGFR3c was 

stimulated by FSH in cultured granulosa cells (Buratini et al. 2005b). If FGF17, like 

FGF2, FGF7 and FGF10 (Vernon & Spicer 1994; Parrot & Skinner 1998; Buratini et al. 

2007), is indeed an inhibitor of estradiol secretion in granulosa cells, it would be critical 

to keep FGF17 levels low to allow continued follicle growth.  Therefore, it is possible to 

speculate that FSH and IGF1 may stimulate estradiol production in part through the 

inhibition of FGF expression. 

Collectively, these data suggest that somatic cells are not a major source of 

FGF17 in the healthy follicle, and that FGF17 may be upregulated during follicle 

atresia. Consistent with the data for FGF8, the present work suggest that FGF17 is 

principally an oocyte-derived factor. Oocyte FGF17 expression is developmentally 

regulated, being drastically inhibited after LH induced maturation. This suggests FGF17 

as a paracrine regulator of cumulus cell differentiation in immature cumulus cell-oocyte 

complexes. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Tissues

Follicles of diameter � 5 mm were dissected from the ovaries of adult cows 

(predominantly Nellore, Bos taurus indicus) obtained in an abattoir local to the Sao 

Paulo State University campus in Botucatu and transported to the laboratory in saline on 

ice. Follicular fluid was aspirated, centrifuged, and frozen for progesterone and estradiol 

assays. The antral cavity was flushed repeatedly with cold saline, and granulosa cells 

were recovered by centrifugation at 1200 X g for 1 min and pooled with the follicular 

fluid pellet. The remaining granulosa cells adhering to the follicle wall were removed by 

gently scraping with a blunt Pasteur pipette, and the theca layer was removed with a 
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forceps and washed in saline by repeated passages through a 1 ml syringe. Samples 

were collected in Trizol (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brazil), 

homogenized with a Polytron and submitted immediately to total RNA extraction 

according to the manufacturer’s protocol. Cumulus-oocyte-complexes were aspirated 

from antral follicles (2 to 8 mm), and cumulus cells were removed from the oocyte by 

vortexing. Pools of 20 immature oocytes were collected, and RNA was extracted with 

the RNeasy kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil).  

Follicles were classed according to estradiol:progesterone (E:P) ratios of > 1, 1–

0.01, and < 0.01 (Ireland et al. 1994), which we defined as healthy, transitional, and 

highly atretic, respectively (Grimes & Ireland, 1986). Cross-contamination of theca and 

granulosa cells was tested by detection of mRNA encoding cytochromes P450 

aromatase (CYP19A1) and 17�-hydroxylase (CYP17A1) mRNA in each sample by PCR 

as described (Buratini et al. 2005b). The detection of CYP19A1 amplicons in theca 

samples or of CYP17A1 amplicons in granulosa samples indicated cross-contamination, 

and such samples were discarded. 

Pools of 20 immature oocytes were collected from abattoir ovaries, and RNA 

was extracted with the RNeasy kit (Qiagen). In vivo matured oocytes were obtained 

from ten Nellore (Bos taurus indicus) cows submitted to the following hormonal 

protocol to optimize oocyte recovery per cow, which was started on random days of the 

estrous cycle. On Day 0 cows were injected i.m. with 2mg of estradiol benzoate (Sigma-

Aldrich Canada, Oakville, Canada) and an intravaginal device containing 1.9g of 

progesterone (CIDR-B; Pfizer, Sao Paulo, Brazil) was inserted and maintained for eight 

days. From Day 5 to Day 8, eight decreasing doses of FSH (total of 200 mg; Folltropin-

V, Bioniche Animal Health, Belleville, Canada) were administered i.m. Seventy two 

hours after the beginning of the FSH treatment, a PGF2� analog (25 mg, d-cloprostenol, 
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Prolise, Arsa S.R.L., Buenos Aires, Argentina) was administered i.m., and 48 hours 

later (on Day 9) the progesterone device was removed and 25 mg LH (Lutropin-V, 

Bioniche Animal Health, Belleville, Canada) was injected to induce oocyte maturation. 

Fifteen to eighteen hours after the LH treatment, oocytes were recovered by 

transvaginal ultrasound-guided aspiration. The oocytes were denuded by vortexing in 

PBS and stored at -80°C until RNA extraction with the RNeasy kit (Qiagen). To 

confirm in vivo maturation, representative oocytes were denuded, fixed for 24 h in 

ethanol with acetic acid (3:1), stained with 0.004% lacmoid and observed under a 

phase-contrast microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). The 

metaphase plate and first polar body were observed in the representative oocytes that 

were classified as matured metaphase II oocytes. 

 

Cell Culture

Granulosa cell culturing was performed as described (Gutiérrez et al. 1997), 

with modifications (Silva & Price, 2000). All materials were obtained from Invitrogen 

Life Technologies, except where otherwise stated. Follicles � 5 mm diameter were 

dissected from slaughterhouse ovaries, and those with obvious signs of atresia 

(avascular theca, debris in antrum) were discarded. Cells were collected by repeatedly 

passing the follicle wall through a pipette, washed twice by centrifugation at 980 � g for 

20 min each, and suspended in DMEM/F12 containing Hepes (20 mM), sodium selenite 

(4 ng/ml), BSA (0.1%; Sigma-Aldrich), penicillin (100 IU/ml), streptomycin (100 

	g/ml), transferrin (2.5 	g/ml), non-essential amino acid mix (1.1 mM), 

androstenedione (10-7 M at start of culture, and 10-6 M at each medium change) and 

insulin (10 ng/ml). Cell viability was estimated with 0.4% Trypan Blue Stain. Cells 

were seeded into 24-well tissue culture plates (Corning) at a density of 106/well in 1 ml 
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medium. Cultures were maintained at 37°C in 5% CO2 in air for 6 days, with 700 	l 

medium being replaced every 2 days.  

To determine the regulation of FGF17 expression, cells were stimulated with 

graded doses of FSH (AFP-5332B, NIDDK, Bethesda, USA; 0, 0.1, 1, 10 and 100 

ng/ml) or IGF1 analog (LR3; Sigma-Aldrich - 0, 5, 10, 50 and 100 ng/ml) starting on 

day 2 of culture. At the end of the culture period, cells were collected in Trizol and 

stored at 70ºC until RNA extraction. Data were derived from three independent cultures. 

 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

Theca and granulosa cell RNA (1 μg) samples were incubated with DNAse I 

(1U/μg RNA; Invitrogen) then reverse transcribed with SuperScript III (200U/μL; 

Invitrogen) and oligo-d(T) primer. The RNA yield from pools of twenty oocytes was 

too low to be accurately quantified by spectrometry, so 8μl aliquots of RNA were 

reverse transcribed with SuperScript III (Invitrogen).  

Primers for FGF17 were designed based on the predicted bovine sequences and 

amplicons were sequenced to confirm identity. Relative real-time RT-PCR analysis was 

performed with an ABI 7500 using TaqMan Assay by Design (Applied Biosystems, Sao 

Paulo, Brazil) for the target gene (FGF17) and Power Sybr Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) for housekeeping genes. The primer sequences, fragment size and 

annealing temperature for each gene are shown in table 1. Reactions were optimized to 

provide maximum amplification efficiency for each gene. PCR was performed on 0.5μl 

cDNA in 25 μL reaction volumes in duplicate, and the specificity of each PCR product 

was determined by melting curve analysis (for housekeeping genes) and confirmation of 

the amplicon size using electrophoresis with 2% agarose gels (for FGF17 and 

housekeeping genes). Negative controls (water replacing cDNA) were run on every 
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plate. The relative expression of each target gene was calculated using the ��Ct method 

with efficiency correction (Pfaffl, 2001); the control was a cDNA sample from each cell 

type analyzed. To select the most stable housekeeping gene for each cell type analyzed, 

PPIA, GAPDH and histone H2AFZ (H2AFZ) amplification profiles were compared 

using the geNorm software (Microsoft, Redmond, USA; Ramakers et al. 2003); PPIA 

was chosen for theca cells and oocytes, GAPDH for granulosa, and H2AFZ for cultured 

granulosa cells. 

Immunohistochemistry

Bovine ovaries were collected from an abattoir, bisected, and fixed in 

paraformaldehyde. Fixed tissues were embedded in paraffin, and 3 μm sections were 

placed on poly-L-lysine-coated slides. Sections were deparaffinized in xylene twice for 

20 min, and hydrated in successive 3-min washes in 95% and 85% ethanol. Antigen 

retrieval was achieved by incubating in 0.5 M mM Tris-EDTA pH 9.0 at 96ºC for 30 

min. Endogenous peroxidase was quenched by incubation in methanol with 5% 

hydrogen peroxide for 10 min, then rinsed ten times in distilled water and twice for 5 

min in 0.5 M Tris pH 7.4. Slides were then incubated with polyclonal FGF17 antibody 

(1.25μg/mL; 500-P152; PeproTech, Rocky Hill, USA) for 2 hours at room temperature 

in a humidified chamber. Slides were washed in 0.5 M Tris pH 7.4, then incubated with 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 40 min (EnVision Dual Link 

System, Dako, Carpinteria, USA). Immunostaining was revealed with liquid DAB 

(Dako) and sections were counterstained with Harris hematoxylin. Negative controls 

were performed by preincubating FGF17 antibody with twice the concentration of 

recombinant FGF17 protein for two hours at room temperature (2.5μg/mL; 100-27; 

PeproTech).  
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Steroid Assays 

Estradiol and progesterone were assayed in follicular fluids using iodinated 

tracers and the antibodies furnished in the Third Generation Estradiol RIA and 

Progesterone RIA kit (Diagnostic Systems Laboratories Inc., Webster, USA), 

respectively, with a revised protocol (Buratini et al. 2005b). The standard curves and 

samples were diluted in PBSgelatin. The intraassay and interassay coefficients of 

variation were 7.4% and 13.5%, respectively, for estradiol, and 6.8% and 7.0%, 

respectively, for progesterone. The sensitivities of the assays were 0.3 ng/ml for 

estradiol and 0.2 ng/ml for progesterone. 

Statistics

The data were transformed to logarithms if not normally distributed. ANOVA 

was used to test the effect of follicle class on FGF17 mRNA levels in granulosa cells, 

and the effects of FSH and of IGF1 on FGF17 mRNA levels in cultured granulosa cells. 

Non parametric ANOVA was used to test the effect of follicle class on FGF17 mRNA 

abundance in theca cells as data were not normally distributed even after transformation 

to logarithms. Means comparisons were performed with the Tukey-Kramer HSD test 

after ANOVA. Data are presented as means 
 SEM. Analyses were performed with 

JMP software (SAS Institute, Cary, USA). 
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Figure legends 

Fig 1. Immunohistological detection of FGF17 protein in bovine ovaries. Staining was 

observed in the surface epithelium (A) and in the oocyte of primordial (B, arrow), 

primary (C), secondary (A) and antral (D) follicles. The granulosa cell layer was well 

stained in antral follicles (D,E) whereas the theca layer was weakly stained. No staining 

was observed in the presence of excess FGF17 protein (F). Original magnification 250x 

(A,E,F), 640x (B), 500x (C) and 400x (D). g, granulosa; t, theca; s, stroma. 

Fig 2. Follicular FGF17 mRNA abundance varies with follicle health. Follicles were 

classified as healthy, transitional or atretic based on E2:P4 ratios in follicle fluid and 

RNA measured by real-time PCR in isolated granulosa and theca cells. Data are 

presented as mean (
 SEM) values relative to a calibrator sample by the ��Ct method 

with efficiency correction. Data from theca cells were analysed by nonparametric tests. 

Bars with different letters are significantly different. Numbers in parentheses denote the 

number of samples analysed. 

 

Fig 3. Regulation of FGF17 mRNA abundance in granulosa cells by FSH and IGF1. 

Cells from follicles 2-5 mm diameter were placed in serum-free culture and the stated 

doses of FSH or IGF1 were added on day 2. Total RNA was collected on day 4, and 

FGF17 mRNA abundance was measured by real-time PCR. Data are presented as mean 

(
 SEM) values relative to a calibrator sample by the ��Ct method with efficiency 
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correction. Bars with different letters are significantly different. Data were derived from 

three independent cultures. 

 

Table 1 Real time PCR primer data 

Target Sequence Fragment size 
(bp) 

Anneling 
temperature (°C) 

GAPDH
F 5’ ggc gtg aac cac gag aag tat aa 3’ 

R 5’ ccc tcc acg atg cca aag t 3’ 119 62 

PPIA
F 5’ gcc atg gag cgc ttt gg 3’ 

R 5’ cca cag tca gca atg gtg atc t 3’ 
65 60 

H2AFZ
F 5’ gag gag ctg aac aag ctg ttg 3’ 

R 5’ ttg tgg tgg ctc tca gtc ttc 3’ 
74 60 

FGF17

F 5’ ccg ggt gcg cat caa g 3’ 

R 5’ gct tgc ccc tct tat tca tac aga t 3’ 

Probe FAM 5’ ctg aga gtg aga aat ac 3’ 

62 60 

F = forward primer; R = reverse primer 
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