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RESUMO 

SILVA-JUNIOR, E.R. AVALIAÇÃO DE FATORES ENVOLVIDOS NA 
FOLICULOGÊNESE DE BÚFALAS COM A UTILIZAÇÃO DE PRIMERs 
DELINEADOS PARA BOVINOS. Botucatu-SP. 2021, p.47-. Tese (Doutorado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade 
Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 
 
O conhecimento da fisiologia ovariana é importante durante a aplicação de 
biotécnicas assistidas de reprodução, tanto animal quanto humana. Durante a 
foliculogênese, os folículos apresentam aumento em número e diferenciação 
morfológica das células que circundam o oócito e, com a progressão do 
desenvolvimento, se tornam unidades funcionais no parênquima ovariano. Esses 
folículos podem ser considerados como pool de reserva e, na dependência do 
estímulo, podem permanecer quiescentes, sofrerem atresia ou chegar até a 
ovulação. Durante esse desenvolvimento, podemos ter a presença de fatores de 
crescimento produzidos no parênquima ovariano, que são modulados pela 
presença dos hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Além 
disso, o FSH e o LH também apresentam ação direta durante todo o curso da 
foliculogênese. Dentre os fatores de crescimento mais comuns, podemos citar o 
fibroblástico (FGF), insulínico (IGF), epidermal (EGF) e seus respectivos 
receptores que atuam na diferenciação e progressão do desenvolvimento 
folicular, desde as fases iniciais até a ovulação. Sendo assim, os objetivos do 
presente trabalho foram revisar a regulação parácrina dos fatores de 
crescimento durante a foliculogênese, atresia folicular, descrever e quantificar a 
expressão gênica desses fatores (FGF2, IGF1 e EGF), seus receptores (FSHR, 
FGFR2C e FGFR3C) e agentes envolvidos na apoptose (CASP3) presentes no 
ovário de búfalas vazias e gestantes. Em abatedouros, coletaram-se ovários de 
búfalas vazias (n=12) e gestantes (n=12), que se encontravam no terço final da 
gestação. Para a padronização das amostras, todas as búfalas vazias se 
encontravam cíclicas, com a presença de folículos em desenvolvimento e corpo 
lúteo evidente no parênquima. As amostras foram encaminhadas ao laboratório 
em tempo máximo de uma hora após a coleta. Todos os ovários foram 
dissecados, os folículos antrais aspirados e as amostras de tecido ovariano 
coletadas e armazenadas em nitrogênio líquido (-196°C) para posterior análise. 
No laboratório, foram utilizados primers delineados para bovinos na utilização do 
RT-qPCR na quantificação gênica das amostras. Após a padronização técnica, 
normalização das amostras e transformações dos valores em bases logarítmicas 
foi realizado a quantificação por RT-qPCR das amostras dos ovários de búfalas. 
Foram consideradas com diferença estatística, as amostras que apresentaram 
significância em 5% no pós-teste de Wilcoxon. Todos os primers foram 
expressos no RT-qPCR, entretanto, apenas o FSHR apresentou diferença 
significativa entre os grupos experimentais. O FSH atua na estimulação e 
regulação dos fatores parácrinos na regulação da foliculogênese, uma vez que 
houve variação da expressão de seu receptor (FSHR) entre os grupos 
experimentais. No grupo experimental de búfalas vazias, houve oscilação na 
expressão do FSHR decorrente das diferentes fases do ciclo estral que as 
fêmeas se encontravam, pois a modulação da secreção de esteroides pode 
afetar o desenvolvimento e progressão do desenvolvimento folicular. A presença 
do receptor FSHR no parênquima ovariano é um dos pontos iniciais para o início 
da foliculogênese e progressão do seu desenvolvimento, através da modulação 
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de outros fatores de crescimento. Já nas búfalas gestantes, não houve essa 
variação, decorrente da atuação hormonal da progesterona. Sendo assim, 
conclui-se que houve expressão gênica dos fatores de crescimento testados 
estão presentes no tecido ovariano e são responsáveis pela modulação e 
progressão da foliculogênese em búfalas gestantes e vazias. Não foi possível 
visualizar a diferença na expressão do fator apoptótico pesquisado (CASP3) 
entre os grupos experimentais e, em adição, é viável a utilização de primers 
desenhados para bovinos na pesquisa de fatores de crescimento em ovário de 
búfalas. 
 
Palavras-chave: EGF, FGF2, FSHR, IGF, ovário, PCR 
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ABSTRACT 

SILVA-JUNIOR, E.R. EVALUATION OF FACTORS INVOLVED IN THE 
FOLLICULOGENESIS OF BUFFALOES USING PRIMERS DESIGNED FOR 
CATTLE. Botucatu-SP. 2021, p.47. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio 
de Mesquita Filho”. 
 
Knowledge of ovarian physiology is important when applying assisted 
reproductive biotechniques, both animal and human. During folliculogenesis, the 
follicles show an increase in number and morphological differentiation of the cells 
that surround the oocyte and, with the progression of development, they become 
functional units in the ovarian parenchyma. These follicles can be considered as 
a reserve pool and, depending on the stimulus, can remain quiescent, suffer 
atresia or reach ovulation. During this development, we may have the presence 
of growth factors produced in the ovarian parenchyma, which are modulated by 
the presence of follicle-stimulating (FSH) and luteinizing (LH) hormones. 
Furthermore, FSH and LH also have a direct action throughout the course of 
folliculogenesis. Among the most common growth factors, we can mention 
fibroblastic (FGF), insulin (IGF), epidermal (EGF) and their respective receptors 
that act in the differentiation and progression of follicular development, from the 
initial stages to ovulation. Therefore, the objectives of this study were to review 
the paracrine regulation of growth factors during folliculogenesis, follicular 
atresia, describe and quantify the gene expression of these factors (FGF2, IGF1 
and EGF), their receptors (FSHR, FGFR2C and FGFR3C) and agents involved 
in apoptosis (CASP3) present in the ovary of empty and pregnant buffaloes. In 
abattoirs, ovaries from empty buffaloes (n=12) and pregnant women (n=12), 
which were in the final third of gestation, were collected. For sample 
standardization, all empty buffaloes were cyclic, with the presence of developing 
follicles and corpus luteum evident in the parenchyma. The samples were sent to 
the laboratory within a maximum of one hour after collection. All ovaries were 
dissected, antral follicles aspirated and ovarian tissue samples collected and 
stored in liquid nitrogen (-196°C) for further analysis. In the laboratory, primers 
designed for cattle were used in the use of RT-qPCR for gene quantification of 
the samples. After technical standardization, normalization of samples and 
transformation of values into logarithmic bases, quantification by RT-qPCR of 
samples from buffalo ovaries was performed. The samples that presented 
significance in 5% in the Wilcoxon post-test were considered with statistical 
difference. All primers were expressed in RT-qPCR, however, only FSHR 
showed a significant difference between experimental groups. FSH acts in the 
stimulation and regulation of paracrine factors in the regulation of folliculogenesis, 
since there was variation in its receptor (FSHR) expression between the 
experimental groups. In the experimental group of empty buffaloes, there was an 
oscillation in the expression of the FSHR due to the different phases of the 
estrous cycle that the females were in, as the modulation of steroid secretion can 
affect the development and progression of follicular development. The presence 
of the FSHR receptor in the ovarian parenchyma is one of the starting points for 
the beginning of folliculogenesis and progression of its development, through the 
modulation of other growth factors. In pregnant buffaloes, however, there was no 
such variation, due to the hormonal action of progesterone. Thus, it is concluded 
that there was gene expression of the growth factors tested are present in ovarian 
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tissue and are responsible for the modulation and progression of folliculogenesis 
in pregnant and empty buffaloes. It was not possible to visualize the difference in 
the expression of the investigated apoptotic factor (CASP3) between the 
experimental groups and, in addition, it is feasible to use primers designed for 
cattle in the research of growth factors in buffalo ovary. 
 
 
Key-words: EGF, FGF2, FSHR, IGF, ovary, PCR 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A bubalinocultura vem apresentando destaque comercial no aumento da 

produção e número absoluto de animais, podendo ser explorada a produção de 

carne e leite. Entretanto, as biotecnologias reprodutivas aplicadas a essa 

espécie, ainda não estão bem fundamentadas e, muitas vezes, são aplicadas 

técnicas utilizadas em bovinos, sem conhecimento prévio das particularidades 

de sua fisiologia.  

Dentre essas peculiaridades reprodutivas da búfala, podemos citar o 

menor tamanho dos ovários, baixa reserva gonadal, e variação entre os ciclos 

estrais em relações às fêmeas bovinas. Tais características fisiológicas podem 

ser responsáveis pelos baixos índices reprodutivos inerentes à espécie (1). 

Ainda como adição a essas peculiaridades, as búfalas apresentam a influência 

da estacionalidade reprodutiva, marcada pelos ciclos estrais regulares nos 

períodos de menor luminosidade ao longo do ano, mais evidentes em regiões 

que se afastam da linha do equador (2,3). 

Já nas fêmeas bovinas submetidas a aspiração folicular, seguida pela 

maturação oocitária, fertilização in vitro e a transferência de embrião, são 

biotecnologias que estão consolidadas e possuem índices reprodutivos 

satisfatórios. Entretanto, para a espécie bubalina, há alterações anatômicas e 

fisiológicas que tornam a técnica mais laboriosa, diminuindo a obtenção de 

óocitos recuperados pela aspiração folicular, quando comparado aos bovinos 

(4). 

Uma alternativa para a obtenção de um maior número de oócitos para a 

produção in vitro de embriões bubalinos é o isolamento e cultivo de folículos pré-

antrais. Essa biotécnica permite que sejam obtidos oócitos proveniente de 

abatedouros e seu cultivo até a fertilização, aumentando o potencial comercial 

da técnica de transferência de embriões em búfalas. 

Além disso, os folículos pré-antrais constituem o pool de reserva das 

fêmeas mamíferas, que podem se desenvolver até folículo ovulatório, ou sofrer 

atresia, na dependência do tipo de estímulo recebido. Ainda hoje, as pesquisas 

são realizadas com o objetivo de esclarecer o funcionamento e os mecanismos 

de controle da regulação da fisiologia ovariana. Dentre estes fatores que atuam 

no ovário, a expressão de receptores e fatores de crescimento, influenciam na 
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ativação, manutenção e seleção dos folículos pré-antrais durante as ondas de 

recrutamento e seleção. 

Sendo assim, a compreensão dos fatores envolvidos na fisiologia 

ovariana podem esclarecer os eventos que ocorrem no início da foliculogênese 

nas fêmeas, auxiliando no momento da aplicação de biotécnicas de reprodução 

assistida, não só em animais domésticos de interesse reprodutivo, mas em 

animais ameaçados de extinção, na espécie humana buscando melhores meios 

de maturação, fertilização e cultivo de oócitos e embriões. 

Entretanto, para melhorar a qualidade dos meios (5) utilizados em 

laboratórios de cultivo celular, a produção dos mesmos deve manter 

características semelhantes ao líquido folicular fisiológico. Com isso, os meios 

se tornariam mais próximos aos sintetizados pelos ovários e individualizados por 

espécie.  

Dessa forma, a investigação de fatores de crescimento que atuam no 

parênquima ovariano através de metodologias de biologia molecular, 

metabolômica e proteômica, podem esclarecer as intimas relações moleculares 

no desenvolvimento folicular. Como ferramenta complementar, o 

desenvolvimento de sequências gênicas (também conhecido como primer) de 

fatores de crescimento que podem atuar no parênquima e folículo ovariano 

trazem informações sobre o funcionamento dessas relações. Assim, o 

delineamento e desenho de um primer pode influenciar na pesquisa de 

determinado fator de crescimento no tecido ou célula-alvo.  

Dessa maneira, os objetivos dessa revisão são discorrer sobre os fatores 

de crescimento envolvidos no desenvolvimento de folículos pré-antrais e 

caracterizar a expressão gênica desses fatores envolvidos na dinâmica de 

crescimento folicular de ovários fetais, búfalas gestantes e não-gestantes. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1. Ovários 

Os ovários são os órgãos responsáveis pela produção hormonal e da 

unidade estrutural denominada de folículos, que são compostos pelo oócito, 

células da granulosa e da teca. O parênquima pode ser dividido anatomicamente 

em córtex (externo) e medula (interno), envolto totalmente por epitélio 

germinativo, que é constituído por uma camada de células cúbicas, em sua 

maioria. Logo abaixo do epitélio germinativo, há a túnica albugínea, seguida pelo 

estroma (ou parênquima) ovariano. Por sua vez, os folículos ovarianos são as 

unidades estruturais, os quais dependem da relação hormonal para o início e 

progressão de seu desenvolvimento ao longo de toda a foliculogênese, que 

ocorre exclusivamente no ovário (6). 

O desenvolvimento dos folículos ocorre no parênquima ovariano e, 

histologicamente é composto por fibroblastos e tecido conjuntivo, que 

apresentam comunicações celulares intimas entre si (6,7). Após a diferenciação 

gonadal fetal (8), as oogônias se diferenciarão em folículos primordiais, 

primários, secundários e terciários. 

 Além disso, a sua classificação pode estabelecer dois padrões clássicos, 

em folículos pré-antrais (FOPA) e folículos antrais (FPA). Complementando, os 

folículos pré-antrais podem ser nomeados com relação a quantidade de células 

que circundam o núcleo do oócito em três subdivisões: primordiais, primários e 

secundários iniciais (6,7). Já os folículos antrais, são aqueles que apresentam a 

presença de cavidade (ou antro) com líquido folicular nos estágios secundário 

final, terciário (folículos de Graaf) e pré-ovulatório (6,9). 

Morfologicamente, os folículos primordiais apresentam apenas uma 

camada e poucas células pavimentosas (células da granulosa) circundando o 

oócito, com a unidade folicular ainda pequena. Com a progressão do 

desenvolvimento da foliculogênese, o oócito aumenta em diâmetro, assim como 

a quantidade de células da granulosa (CG). Nessa etapa, as CG já apresentam 

morfologia cuboide e maior quantidade, assim como aumento no diâmetro do 

núcleo do oócito, sendo denominados de folículos primários. Assim, com o 

aumento da quantidade de CG cuboidais em mais de uma camada, aumento do 
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diâmetro do núcleo do oócito, o folículo já passa a ser classificado como 

secundário (10,11). 

Com o aumento da estimulação  hormonal sistêmica, mecanismos de 

feedback, comunicação celular justácrina e parácrina, há aumento da quantidade 

de líquido circundando o oócito dos folículos secundários (12,13), e toda a 

unidade estrutural evolui e denomina-se como folículo terciário (ou folículo de 

Graaf), que são classificados funcionalmente como folículos antrais iniciais, em 

desenvolvimento ou pré-ovulatórios (14), os quais apresentam potencial 

fertilizante (15). 

Após o completo desenvolvimento folicular e maturação oocitária, os 

mesmos podem ser utilizados na geração de novos indivíduos, sejam pelas vias 

naturais (monta natural) ou artificiais, como a inseminação artificial (IA) (16), 

inseminação artificial em tempo-fixo (IATF) (17,18), produção in vitro de 

embriões (PIVE) (1), clonagem (19,20) e injeção intracitoplasmática de 

espermatozoide (ICSI) (21). 

Entretanto, todo o desenvolvimento folicular depende de fatores de 

crescimento (22–24), que podem ser estimulados pelas gonadotrofinas (25), 

hormônios ovarianos e estímulos de comunicação secundária mediada por 

receptores (26). 

Os fatores de crescimento tem atuação na modulação da replicação 

celular (27), ativação do metabolismo oocitário (27,28), e aumento de mitoses 

das células da granulosa e teca (29). Complementando, ainda temos a 

dependência da quantidade de folículos (30) que podem ser determinados 

geneticamente durante a migração de células embrionárias do saco vitelínico até 

a região da crista gonadal do feto (31). Essa migração promoverá o 

desenvolvimento da gônada indiferenciada e posteriormente a quantidade de 

folículos que a fêmea apresentará como pool de reserva até a sua ativação do 

eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, que ocorre durante puberdade (32). 

 

2.2. Foliculogênese durante a embriogênese  

 A diferenciação da gônada fetal ocorre na presença ou ausência do fator 

determinante testicular (TDF – Testis Determining Factor), presente no 

cromossomo Y, carreado pelo seu respectivo espermatozoide, durante a 
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fertilização (9). No caso do desenvolvimento do indivíduo do sexo feminino, há 

ausência do TDF e do hormônio anti-Mülleriano (AMH – Anti-Müllerian hormone, 

sintetizado pelas células de Sértoli) (33). Assim, há migração das células do saco 

vitelínico para a região da crista gonadal e formação da matriz ovariana (também 

conhecida como rete ovari) (31). Além disso, a ação dos genes presentes no 

braço curto do cromossomo SRY (sex determining region of Chromossome Y, 

responsável pela síntese de TDF) (34) e sua ação em conjunto com os genes 

SOX9, WNT4, RSPO1, FOXL2 possibilitaram uma nova interpretação da 

diferenciação ovariana em um metabolismo ativo e, não somente a ausência de 

fatores para a sua diferenciação (8,31). 

 Ainda em complemento, a diferenciação da gônada feminina no período 

embrionário depende da ação do gene DAX1, que atua na regulação do AMH 

produzido pelas primordiais das CG (35) e modulam a ação da enzima P450 

aromatase (36), promovendo seus efeitos nos futuros tipos celulares presentes 

no folículo  

 O desenvolvimento e progressão da migração das células embrionárias 

do saco vitelínico determinarão a quantidade de oogônias (37) e, futuramente 

poderão determinar a quantidade de oócitos em estágios iniciais do 

desenvolvimento, até o retorno da sua atividade no início da puberdade (31).  
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Figura 1. Diagrama esquemático do desenvolvimento ovariano na embriogênese (31) 

 

 

A estruturação do ovário depende da migração de células que se 

localizam no epitélio superficial para a futura medula do ovário (38), assim como 

as demais estruturas também dependem da diferenciação de vários tipos 

celulares originados do mesonéfro e dos cordões de células germinativas 

(31,38). 

Essa migração celular está associada com a ativação e regulação e genes 

que induzem a diferenciação e proliferação celular durante o desenvolvimento 

fetal do ovário (39). Entretanto, nem sempre os genes responsáveis pela 

foliculogênese fetal estão presentes na vida pós-fetal e adulta (39,40). 

Durante a modulação gênica e diferenciação celular, há a produção de 

fatores de crescimento que promovem a proliferação e diferenciação celular que 

podem induzir a esteroidogênese fetal (41). Entretanto, há diferença na 

expressão desses fatores durante o estágio de desenvolvimento do ovário fetal 

(29).  

Fisiologicamente, já foi observada a presença da família dos fatores de 

crescimento fibroblástico (FGF – Fibroblastic growth factor), sendo os principais 
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o FGF-2, CYP19A1, FGF-8 (29) que são mais evidentes aos 60 dias; FGF-18 e 

FGF-10 evidentes aos 90 dias de desenvolvimento fetal (42).  

Assim, a diferenciação celular ovariana é multifatorial, em que os fatores 

de crescimento (29,41), a modulação gênica (43–45) e proteica (46) também 

participam do desenvolvimento e migração das células embrionárias para a 

região da crista gonadal.  

Essas características são importantes, pois há fatores epigenéticos (47) 

que estão envolvidos na metilação do DNA (48), que podem atuar nessa 

regulação . Da mesma forma, quando a fêmea gestante sofre com estresse (49)  

ou apresenta enfermidades (50), a modulação e número absoluto de futuras 

oogônias, assim como o desenvolvimento embrionário poderão ser afetados 

(51). 

Em adição, quando há manipulação do ciclo estral e tratamentos 

medicamentosos, podemos incluir essa relação epigenética na qualidade e 

fertilidade da prole (52). Em humanos, ratas e em animais domésticos, há uma 

relação entre a evidencia de distúrbios gonadais na prole de gestoras que 

apresentaram distúrbios ovarianos (53). 

Dessa maneira, a manipulação e reprogramação de clones em busca da 

produção de animais superiores também podem ser comprometidas, uma vez 

que as alterações secundárias e a metilação do DNA podem ser perceptíveis 

através de experimentação para verificar os efeitos das alterações epigenéticas 

(54). 

Essa íntima relação multifatorial não ocorre somente na vida fetal 

ovariana, podendo se estender até a vida adulta; passando por fases do 

desenvolvimento considerados crítico para início da foliculogênese (55). 

 

2.2.1. Folículos primordiais e primários  

Após a migração das futuras oogônias para a região da crista gonadal, 

ainda na vida fetal, há reorganização das células ao redor da oogônia que varia 

de acordo com a espécie e idade gestacional. Pode-se observar a presença de 

folículos primordiais entre 60 e 75 dias de gestação no bovino (11,29,56) e aos 

90 dias no búfalo (10,57). 
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Inicialmente, a oogônia está presente no futuro parênquima ovariano, de 

maneira desorganizada e em cordões, com o oócito em estágio primário de 

desenvolvimento, com algumas células somáticas ao seu redor. Observa-se 

também, a presença de oôgonias degeneradas ou em degeneração 

(CARVALHO, 2005). Em búfalos, podemos observar essa morfologia de 

oôgonias e ovócitos primários no primeiro terço da gestação no desenvolvimento 

do ovário fetal (CARVALHO, 2005). 

Com o avanço do desenvolvimento da gestação e desenvolvimento do 

ovário fetal, seu parênquima já apresenta outros tipos de padrões celulares 

(fibroblastos, epitélio germinativo e uma fina camada de CG ao redor do oócito 

I). Essa organização estrutural já pode ser visualizada no período médio de 

gestação de búfalas (6 meses), com a presença de folículos primordiais e 

primários (CARVALHO, 2005). Com essa nova organização tecidual do ovário 

fetal (31,38), há ativação de genes que modulam a síntese de colágeno para 

manter a estruturação do ovário fetal, principalmente no terço final da gestação 

(58). 

Histologicamente, os folículos primordiais e primários se diferenciam pelo 

formato das células da granulosa, que são pavimentosas e cuboides, 

respectivamente. No início do desenvolvimento do ovário fetal, são pequenos e 

com diâmetro reduzido, que vão aumentando em tamanho, quantidade e 

números de CG (11,59). 

 

2.2.2. Folículos secundários  

Como os folículos ovarianos fetais continuam seu desenvolvimento, com 

o avanço da gestação, podemos observar o aumento no número de camadas 

das CG ao redor do oócito. Essa progressão do desenvolvimento se inicia aos 

90 dias de gestação (59) e se dá no terço final da gestação (CARVALHO, 2005). 

Com esse avanço no desenvolvimento, podemos observar uma redução 

numérica dos folículos primordiais e primários, consequência da sua evolução 

em folículos secundários (29,59). Em adição, podemos observar o aumento 

considerável das CG em várias camadas e o início da organização e surgimento 

das células da teca (6,9,59). 
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À partir desse estágio do desenvolvimento, as CG estarão em 

comunicação celular com as células da teca e o oócito para a progressão do 

desenvolvimento e reativação do metabolismo oocitário (que ocorre na 

puberdade), resultando em aumento das suas secreções e presença de líquido 

entre as células formando uma cavidade (ou antro), incialmente denominados de 

folículos secundários iniciais (10,11,56,59). Então, os folículos já são 

classificados como antrais e podem ser visualizados nos ovários fetais, no terço 

final da gestação, porém ainda quiescentes (CARVALHO, 2005). 

Os folículos secundários permanecem em quiescência até a puberdade. 

Com a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal durante a fase púbere, há 

estimulação hormonal em alça longa e curta, para a progressão da maturação 

oocitária e do folículo secundário em terciário e pré-ovulatório (6,9) 

 

2.3. Foliculogênese durante a puberdade 

 Após o completo desenvolvimento do ovário fetal, a progressão meiótica 

do oócito bloqueada na fase de diplóteno da prófase I da meiose I, até o seu 

reinicio do desenvolvimento durante a puberdade, terminando com a quebra da 

vesícula germinativa (VG) próximo à ovulação (60).  

 Para que haja o reinício da atividade oocitária e término do seu 

desenvolvimento para a ovulação, o oócito necessita de fatores de crescimento 

(32) que são ativados quando há interação do eixo hipotalâmico hipofisário 

gonadal. 

 Dessa forma, como consequência à ativação do eixo, onde a produção 

FSH e LH pela hipófise, estrógeno e progesterona pelos ovários, haverá 

aumento sérico dos hormônios citados e mecanismo de feedback, com a 

produção dos seus efeitos em cascata (61), para a retomada da meiose e 

continuação da foliculogênese. 

 Não somente o estrógeno (62) atua nessa modulação, mas a 

progesterona (61) e os fatores de crescimento intraovarianos (FGF, IGF, EGF, 

KL e AMH) de ação parácrina, intrácrina e autócrina promovem a retomada do 

desenvolvimento oocitário (32). Sendo assim, os mecanismos que envolvem a 

ativação do metabolismo para a transcrição de proteínas que atuam no 
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desenvolvimento ovariano e corpóreo (63) no momento da passagem para vida 

adulta (64,65). 

Em complemento, as funcionalidades reprodutivas estão em sinergismo 

com o desenvolvimento corporal do animal (66), e o aumento da secreção do 

hormônio de crescimento (GH – Growth hormone) também atuam nesses 

mecanismos cíclicos no início da puberdade (61,64–66), e em menor 

quantidade, na foliculogênese no animal adulto. 

Assim, a puberdade se inicia com o aumento da secreção do GH, 

juntamente com a ativação da leptina (63), responsável por promover atividades 

ovarianas parácrinas (32), com hormônios sintetizados no parênquima ovariano 

e nas células foliculares (CG e teca). Atuando dessa maneira, haverá a produção 

de estrógenos pelas células da granulosa (62), secundário ao estímulo que os 

fatores de crescimento parácrinos (FGF2, IGF1 e EGF) proporcionarão às 

mesmas. 

Além disso, o GH (62) também atua na hipófise para ativação da produção 

de hormônio liberador de gonadotrofinas (Gonadotropin release hormone – 

GnRH), que atua na cascata de ativação, porém, com o mesmo objetivo de 

estimular a atividade oocitária (quebra da vesícula germinativa) e folicular 

(secreção de andrógenos pelas células da teca)  (67). 

Não obstante, esses fatores para a ativação do início da puberdade 

também são determinados por fatores genéticos, nutricionais e metabólicos 

individuais de cada animal (63,66), havendo dependência da maturidade e do 

peso vivo individual, nos quais são dependentes da atuação do GH (64). Em 

conjunto, a secreção de Leptina (tecido adiposo) e IGF-1 (tecido hepático), 

regulam a atividade dos neurônios no hipotálamo para a síntese de GnRH (68). 

Além de atuarem em conjunto na síntese de GnRH e GH, há aumento da 

secreção pulsátil de LH pela hipófise anterior, o qual terá reflexo no aumento das 

células da teca no folículo secundário e aumento da quantidade de líquido 

folicular no ovário, resultando na primeira ovulação da fêmea e aumento da 

sensibilidade dos receptores hormonais nos demais folículos em 

desenvolvimento (69). 

Concomitantemente, a ativação do metabolismo corporal do animal, 

auxilia na ativação metabólica hepática, que também atua na síntese de fatores 

de crescimento (67). Em especial, a síntese hepática de fatores de crescimento 
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da família IGF (Insulin growth factor – IGF), FGF (Fibroblastic growth factor - 

FGF) e EGF (Epidermal growth factor - EGF), podem atuar diretamente na 

ativação do metabolismo gonadal (27,32,67,70), no aumento das mitoses das 

células da granulosa, aumento das junções do tipo GAP para comunicação 

celular, aumento da angiogênese do folículo e alterações morfológicas das 

células da teca. 

Em consequência à retomada da foliculogênese, nota-se o aumento da 

atividade hipotalâmica e hipofisária (67), responsáveis pela síntese e secreção 

dos principais hormônios hipofisários reprodutivos (FSH e LH) que 

desencadeiam a proliferação celular nos folículos (aumentando a secreção de 

estrógeno e progesterona) e ativação dos oócitos que se encontravam 

quiescentes. 

 

2.4. Fatores de crescimento no parênquima ovariano 

A puberdade é a transição em que o animal se encontra na vida infantil 

para o início da vida adulta, com aceleração do crescimento corporal, reinício 

das funções reprodutivas, que resultam na ovulação e aumento progressivo da 

progesterona durante a fase luteal (61), seguido pelo novo ciclo estral após a 

luteólise.  

Essa atividade ovariana se tornará cíclica e regular (62), e a fêmea 

produzirá oócitos competentes para serem fertilizados (6). Entretanto, essa 

maturação e ativação da diferenciação celular dos folículos pré-antrais em 

antrais, necessitam de fatores de crescimento que atuam na atividade folicular, 

desde o seu surgimento (na embriogênese) (31) até a sua maturação (ovulação) 

por regulação parácrina (71) e endócrina (72,73).  

Ao contrário do macho, a fêmea apresenta produção limitada na síntese 

de novos gametas, sendo a quantidade de oogônias determinada durante a 

migração das células primordiais até a crista gonadal e das células determinadas 

na diferenciação como GREL cells (31,74). Assim, o pool de reserva gonadal da 

fêmea mamífera é denominado de folículos pré-antrais (FOPA) (6,75) 

Os FOPA se encontram inclusos no tecido ovariano, envoltos pelo 

parênquima, os quais necessitam de suporte para o seu crescimento, 

proveniente do hilo do órgão e irrigação sistêmica (6,75). Apesar de os FOPA 
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constituírem o pool de reserva, correspondendo entre 90% a 95% de todos os 

folículos ovarianos, apenas 1% dessa população chegará ao processo de 

ovulação (76). 

Para que ocorra recrutamento dos folículos primordiais, é necessário que 

haja uma reserva de folículos que seja responsiva aos estímulos hormonais, 

iniciados durante a puberdade e crescimento da fêmea (66). A seleção e o 

desenvolvimento folicular se dá pelo aumento da secreção do FSH (22). 

O FSH é produzido pela hipófise anterior (adeno-hipófise), secundário ao 

estimulo hipotalâmico do GnRH (6,9), os quais atingem a circulação sistêmica e 

chega até o ovário. No ovário, o FSH modula várias ações em cascata, que são 

responsáveis pela ativação do metabolismo celular dos folículos pré-antrais, 

porém, sua ação é limitada nos folículos antrais in vivo, fase mais sensível a 

atuação do LH (22). 

A atuação do FSH no parênquima ovariano (fibroblastos, CG e células 

teca) é multifatorial, modulando e estimulando a secreção da ativina (hormônio 

proteico, um dos responsáveis pela reativação do crescimento folicular) e fatores 

de crescimento, como os FGFs, IGFs (77), TGFs (Fator de crescimento 

transformante – Transforming Growth factor) e atuam ainda na síntese de 

andrógenos (73) e do hormônio anti-Mülleriano, os quais podem induzir apoptose 

dos FOPA (25). Além disso, há uma íntima dependência dos folículos 

primordiais, em relação ao FSH, onde aqueles que se encontram próximo a 

medula do ovário podem apresentar maior exposição dos receptores ao 

hormônio e rápida evolução para folículo primário (76). Apesar de ser importante, 

o FSH não é exclusivo no desenvolvimento dos folículos pré-antrais, mas é 

considerado como um de seus facilitadores (78), uma vez que ratas 

hipofisectomizados ainda apresentam crescimento folicular até o estágio de 

folículo secundário (79). Para que sua ação seja concretizada, os folículos, 

principalmente os pré-antrais, necessitam expressar nas CG e teca, a presença 

dos receptores de FSH (FSHR), para que as alterações morfológicas e mitoses 

possam ocorrer e, assim a progressão do desenvolvimento folicular na 

dependência de fatores de crescimento ovarianos. 

Esse fato nos remete que há uma dependência de fatores parácrinos 

importantes para essa regulação. Assim, a ativação e modulação do 

metabolismo para o desenvolvimento do oócito podem ser divididas em três 
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fases: desenvolvimento do folículo primordial em primário,  do folículo primário 

em folículo secundário inicial e de transição e, por fim, em folículos antrais 

(78,79) que seguirão seu desenvolvimento até ovulação ou atresia. 

Como um dos fatores iniciais à ativação do desenvolvimento do folículo 

primordial em primário, a enzima fosfoinositídeo 3-quinase p110 (PI3K), 

estimulada pela presença do FSH, possui uma subunidade catalítica, na qual 

estimula o crescimento das futuras células da granulosa ao redor do oócito (26). 

Em adição a ação da PI3K, há um sinergismo no início da síntese de andrógenos 

e estrógenos, pelas células da futura granulosa e da teca, respectivamente; as 

quais também são moduladas pela ação do FSH e LH (26,80). 

Apesar da sua importância no desenvolvimento dos folículos primordiais, 

primários e até limitado nos secundários e antrais iniciais, o FSH pode não 

exercer tanta influência sobre os folículos antrais já desenvolvidos (81,82). Esse 

fato pode ser associado com a dependência dos folículos antrais pelo LH e AMH, 

os quais o FSH pode apresentar efeito regulatório, mantendo os folículos nos 

estágios pré-antrais do desenvolvimento (25,73).  

Em adição à ação multifatorial do FSH, a proliferação da células que 

circundam o oócito (futuras células da granulosa) (83), desempenham papel 

importante no aumento da secreção de estrógeno, progesterona e vários fatores 

de crescimento da família FGF, IGF e TGF (73,84–87). 

Individualmente, cada fator citado apresenta a sua atuação molecular nas 

células que se encontram ao redor do oócito. A progesterona permite um 

aumento da fagocitose (autofagossomo), o qual aumenta sua disponibilidade no 

ambiente ovariano (84). Da mesma forma, o FSH pode controlar outros 

esteroides, como o estrógeno, pelo aumento da expressão gênica 

correlacionado à enzima aromatase (73). Podemos observar ainda, que essa 

modulação gênica do FSH não está associada somente aos hormônios 

esteroides (73,84), mas pode apresentar ações sobre o parênquima ovariano e 

estimular os fatores de crescimentos importantes no desenvolvimento dos 

folículos pré-antrais (85,86,88,89). 

Com a evolução folicular e aumento das células da granulosa, há 

alteração morfológica da forma pavimentosa para cuboidal. Assim, além do 

estímulo causado pela presença do FSH, as células que circundam o 

parênquima ovariano também apresentam seus efeitos nessas cascatas de 
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alterações metabólicas (25,73). Dentre os fatores de crescimento temos algumas 

famílias que são importantes para o desenvolvimento e progressão do tamanho 

dos folículos pré-antrais e por fim, seu desenvolvimento em folículos antrais 

(86,89,90). 

Os fatores de crescimento fibroblásticos básicos (bFGF) são os que 

apresentam maiores representantes e, que possuem ação direta sobre a 

proliferação das células da granulosa dos folículos pré-antrais em 

desenvolvimento (86). Após a progressão do folículo primordial para primário, há 

diminuição da dependência do crescimento folicular em resposta ao FSH e 

aumenta a ação dos bFGF, IGFs e, até mesmo a ação do kit Ligante (KL), GDF 

e BMP (71). 

Nos folículos pré-antrais de búfalas, podemos observar que há a mesma 

tendência na dependência do FSH (89) para o crescimento folicular. Entretanto, 

quando há apenas o FSH, o crescimento é limitado. Em contrapartida, a 

associação de fatores de crescimento (IGF-1, TGF-α e TGF-β1), proporcionaram 

aumento significativo no tamanho e quantidade de células (granulosa e cumulus) 

(86). Porém, nem todos os estágios do desenvolvimento dos FOPA apresentam 

receptores para o IGF-1, mas sim para IGF-2, que pode modular o seu 

crescimento sem alterações (28). 

É viável a associação de fatores de crescimento para promoção do 

desenvolvimento dos folículos, os quais são mais expressivos em um ambiente 

ovariano FSH-dependente (22). Sabe-se que os fibroblastos são as células mais 

abundantes no parênquima ovariano, e são responsáveis pela produção dos 

FGFs, que modulam a atividade das células que circundam o oócito nos folículos 

pré-antrais, para o início do seu desenvolvimento (27). 

Em geral, o FGF-2 é um dos fatores mais encontrados nos tecidos 

ovarianos (27,91,92). Porém, podemos encontrar outros membros da família, 

como os FGFs 7, 8, 10 e 18, os quais são encontrados tanto em folículos pré-

antrais como nos folículos antrais (27–29,86). 

A partir do aumento do número de células da granulosa ao redor do oócito, 

os folículos já passam a ser denominados de folículos secundários e estes são 

o último estágio do desenvolvimento até iniciarem a secreção de líquido folicular. 

Com o aumento do líquido folicular, há uma nova reorganização para o 

desenvolvimento folicular e com isso, ocorre a perda da dependência do FSH, 
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em que a unidade folicular (oócito, células da teca e granulosa), passa a 

responder aos estímulos hormonais e locais (ovarianos) de fatores de 

crescimento. 

  

 Em adição, biotécnicas de manipulação ovariana estão em constante 

evolução e, são consideradas tecnologias promissoras na obtenção de folículos 

viáveis para a geração de descendentes (humanos) e produtos de qualidade 

(animais). 

 Essa manipulação do tecido ovariano tem como objetivo o aumento do 

número de oócitos disponíveis para a produção in vitro de embriões (PIVE) ou a 

injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) (93) 

Basicamente, a obtenção dos folículos pode ser realizada com o 

isolamento mecânico, enzimático ou a associação de ambos, que deverão ser 

encaminhados ao cultivo (10,94,95). 

 Após a obtenção dos folículos pré-antrais, os mesmos podem ser 

cultivados em sistemas simples (86) ou em esquema de co-cultivo (90,96). 

 O objetivo do cultivo dos FOPA é um maior aproveitamento de todo 

material genético de fêmeas consideradas superiores, porém que apresentam 

idade mais avançada ou não estão responsivas aos protocolos de 

superestimulação hormonal (30,85). 

 A utilização de FSH no meio de cultivo é importante em folículos que se 

encontram anteriormente ao desenvolvimento do antro folicular (90). Após o 

surgimento do antro folicular, para que haja uma maturação adequada do 

folículo, é necessário que sejam adicionados de fatores de crescimento aos 

meios de cultivo (81), uma vez que proporcionam o desenvolvimento das células 

da granulosa (86). Em contrapartida, com o avanço do tamanho do folículo e 

antro folicular, o FSH pode se tornar um hormônio que pode induzir a apoptose 

celular ou até mesmo manter os folículos sem progressão de desenvolvimento 

(22,30,81,84). 

 Além disso, há necessidade da troca dos meios de cultivo, com o objetivo 

de mimetizar os efeitos complexos proporcionados pelo ambiente ovariano (8). 

Dessa forma, os FOPA cultivados apresentarão melhor desenvolvimento e 

maturidade que poderão ser utilizados para a PIVE (21,97). 
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 Não obstante, o estímulo à produção de andrógenos e estrógenos pelas 

células da granulosa e teca, também são passos importantes para o 

desenvolvimento folicular (81,84,98). E, com o surgimento do antro folicular, as 

células da granulosa se tornam dependentes de fatores de crescimento são 

sintetizados pelos folículos pré-antrais, como o KL e o AMH (73,74,99–101). 

Essas moléculas atuam na regulação e modulação de efeitos em cascata que 

contribuem, não somente para alteração morfológica do oócito, mas para a 

maturação molecular, importante para aumentar os índices de fertilidade 

(86,102). 

 Como o microambiente ovariano é extremamente complexo, os meios de 

cultivo proporcionam crescimento aceitável dos FOPAs nas condições 

laboratoriais e tal técnica permitiu a seleção e compreensão do comportamento 

das moléculas em diferentes fases do desenvolvimento ovariano (86). 

 Entretanto, as induções fisiológicas deletérias, como a senescência e 

produção de espécies reativas de oxigênio, que induzem o estresse oxidativo 

(103). 

  

2.6. Foliculogênese e apoptose ovariana 

 A senescência ovariana é definida como a perda da viabilidade e 

produção oocitária do ovário. Ela é decorrente da apotose (morte celular 

programada), de todos os sistemas corporais, os quais influenciam os aspectos 

reprodutivos (55). Nesta linha de pensamento, os ovários são órgãos 

dependentes da manutenção da homeostase corporal e dos fatores de 

crescimento sintetizados à partir do funcionamento dos demais sistemas 

corporais (66,77). 

 Assim, o envelhecimento dos animais está correlacionado com a 

inatividade celular e metilação do DNA e RNA, os quais implicam numa 

deficiência fisiológica e esperada do sistema reprodutivo (104). 

 No caso do ovário, há número limitado de oogônias, como já visto no item 

de embriologia ovariana, assim, é esperado que as oogônias sofram apotose 

e/ou não sejam mais responsivas aos estímulos hormonais (105,106) e dos 

fatores de crescimento locais (107) 
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 Assim, um dos critérios para o descarte das fêmeas reprodutoras e o 

abate das mesmas, pode estar correlacionado com a exaustão das reservas 

gonadais ou inibição da atividade folicular não responsiva a hormonioterapia 

(108). 

Dessa maneira, uma das formas de avaliação da atividade apoptótica 

ovariana pode ser pela mensuração de proteases no parênquima ovariano. 

Dentre essas proteases, a caspase é uma moduladora da apoptose que é 

encontrada frequentemente nos tecidos ovarianos (109). 

Não somente como moduladora de apotose, as caspases também atuam 

nas CG como mediadoras de pequenas reações durante o processo de 

ovulação, que podem modular a liberação do oócito e diminuindo a proliferação 

celular (110). 

 

2.7. Utilização de PCR na avaliação da foliculogênese  

 Com o surgimento de ferramentas de biologia molecular, o estudo da 

fisiologia ovariana permitiu o conhecimento de eventos em cascatas que antes 

não eram conhecidos, sendo visualizados apenas os seus efeitos celulares. 

 Com a evolução dos exames de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase 

– Polymerase Chain Reaction), houve a possibilidade da investigação de genes 

que se encontram nas CG, assim como todo mecanismo molecular no 

envolvimento da embriogênese, foliculogênese e ovulação, propriamente dito 

(27–29,111,112). 

 Entretanto, a utilização de sequencias gênicas (primers) na expressão dos 

fatores de crescimento, reconhecidamente, presentes nos tecidos ovarianos 

dependem da qualidade e quantidade dos mesmos (113,114). 

 Para isso, a padronização dos primers deve ser realizada antes do 

processamento das amostras, para a visualização de dímeros de primers, 

observação da curva Melt e status de amplificação dos genes em questão (115). 

 Não é incomum, em espécies que as sequências gênicas são 

desconhecidas e há comparação entre as bases de primers já publicadas, para 

a síntese de uma nova sequência para a espécie em questão, ou utilização de 

primers já desenhados para espécies diferentes. 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

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

exercem uma importante atividade no parênquima ovariano, entretanto, são 

dependentes da estimulação do FSH e LH. Os protocolos para indução de maior 

quantidade de folículos (pré-antrais e antrais), ainda estão dependentes da 

quantidade das reservas gonadais adquiridas durante o desenvolvimento fetal. 

Sendo assim, a compreensão da fisiologia ovariana é um dos primeiros passos 

para o entendimento da foliculogênese, para a produção de meios de cultivo 

semelhantes ao líquido folicular e, consequentemente promover melhorias nos 

resultados das biotécnicas de reprodução assistida. 
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5. HIPÓTESES 

O desenvolvimento ovariano necessita de fatores de crescimento 

parácrinos presentes no tecido ovariano, que são determinantes para a seleção 

e progressão do desenvolvimento da foliculogênese, mediante estímulos 

hormonais endócrinos (hipofisários) e hipotalâmicos. Sendo assim, os fatores 

parácrinos ovarianos envolvidos na foliculogênese são importantes na 

modulação local da determinação da onda de recrutamento, crescimento 

folicular comum, seleção do folículo dominante até a ovulação. 

 

 

6. Objetivos 

Gerais 

 Determinar a expressão dos fatores de crescimento (FGF2, IGF1, EGF) e 

receptores hormonais (FSHR, FHFR2C FGFR3C) presentes parênquima 

ovariano de búfalas adultas gestantes e não gestantes, e avaliar a relação dos 

FGFs com o desenvolvimento dos folículos pré-antrais. 

 

Específicos 

 Avaliar a expressão gênica do FSHR, FGF2, EGF, IGF1, FGFR2C e 

FGFR3C no parênquima de ovários de búfalas adultas (gestantes e não 

gestantes) e a relação com o crescimento e desenvolvimento de folículos pré-

antrais. 

 Avaliar a expressão gênica dos primers delineados para a utilização em 

tecidos bovinos podem ser utilizados para avaliação da expressão gênica das 

amostras em tecido ovariano de búfalas. 
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 53 

Resumo 54 

O conhecimento da fisiologia ovariana é importante durante a aplicação de 55 

biotécnicas assistidas de reprodução, tanto animal quanto humana. Durante a 56 

foliculogênese, os folículos apresentam aumento em número e diferenciação 57 

morfológica das células que circundam o oócito e, com a progressão do 58 

desenvolvimento, se tornam unidades funcionais no parênquima ovariano. Esses 59 

folículos podem ser considerados como pool de reserva e, na dependência do 60 

estímulo, podem permanecer quiescentes, sofrerem atresia ou chegar até a 61 

ovulação. Durante esse desenvolvimento, podemos ter a presença de fatores de 62 

crescimento produzidos no parênquima ovariano, que são modulados pela 63 

presença dos hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Além 64 

disso, o FSH e o LH também apresentam ação direta durante todo o curso da 65 

foliculogênese. Dentre os fatores de crescimento mais comuns, podemos citar o 66 

fibroblástico (FGF), insulínico (IGF), epidermal (EGF) e seus respectivos 67 

receptores que atuam na diferenciação e progressão do desenvolvimento 68 

folicular, desde as fases iniciais até a ovulação. Sendo assim, os objetivos do 69 

presente trabalho foram revisar a regulação parácrina dos fatores de 70 

crescimento durante a foliculogênese, atresia folicular, descrever e quantificar a 71 

expressão gênica desses fatores (FGF2, IGF1 e EGF), seus receptores (FSHR, 72 

FGFR2C e FGFR3C) e agentes envolvidos na apoptose (CASP3) presentes no 73 

ovário de búfalas vazias e gestantes. Em abatedouros, coletaram-se ovários de 74 

búfalas vazias (n=12) e gestantes (n=12), que se encontravam no terço final da 75 

gestação. Para a padronização das amostras, todas as búfalas vazias se 76 

encontravam cíclicas, com a presença de folículos em desenvolvimento e corpo 77 

lúteo evidente no parênquima. As amostras foram encaminhadas ao laboratório 78 

em tempo máximo de uma hora após a coleta. Todos os ovários foram 79 
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dissecados, os folículos antrais aspirados e as amostras de tecido ovariano 80 

coletadas e armazenadas em nitrogênio líquido (-196°C) para posterior análise. 81 

No laboratório, foram utilizados primers delineados para bovinos na utilização do 82 

RT-qPCR na quantificação gênica das amostras. Após a padronização técnica, 83 

normalização das amostras e transformações dos valores em bases logarítmicas 84 

foi realizado a quantificação por RT-qPCR das amostras dos ovários de búfalas. 85 

Foram consideradas com diferença estatística, as amostras que apresentaram 86 

significância em 5% no pós-teste de Wilcoxon. Todos os primers foram 87 

expressos no RT-qPCR, entretanto, apenas o FSHR apresentou diferença 88 

significativa entre os grupos experimentais. O FSH atua na estimulação e 89 

regulação dos fatores parácrinos na regulação da foliculogênese, uma vez que 90 

houve variação da expressão de seu receptor (FSHR) entre os grupos 91 

experimentais. No grupo experimental de búfalas vazias, houve oscilação na 92 

expressão do FSHR decorrente das diferentes fases do ciclo estral que as 93 

fêmeas se encontravam, pois a modulação da secreção de esteroides pode 94 

afetar o desenvolvimento e progressão do desenvolvimento folicular. A presença 95 

do receptor FSHR no parênquima ovariano é um dos pontos iniciais para o início 96 

da foliculogênese e progressão do seu desenvolvimento, através da modulação 97 

de outros fatores de crescimento. Já nas búfalas gestantes, não houve essa 98 

variação, decorrente da atuação hormonal da progesterona. Sendo assim, 99 

conclui-se que houve expressão gênica dos fatores de crescimento testados 100 

estão presentes no tecido ovariano e são responsáveis pela modulação e 101 

progressão da foliculogênese em búfalas gestantes e vazias. Não foi possível 102 

visualizar a diferença na expressão do fator apoptótico pesquisado (CASP3) 103 

entre os grupos experimentais e, em adição, é viável a utilização de primers 104 

desenhados para bovinos na pesquisa de fatores de crescimento em ovário de 105 

búfalas. 106 

 107 

Palavras-chave: EGF, FGF2, FSHR, IGF, ovário, PCR 108 

 109 

1. Introdução 110 

A bubalinocultura vem apresentando destaque comercial no aumento da 111 

produção e número absoluto de animais, podendo ser explorada a produção de 112 

carne e leite. Entretanto, as biotecnologias reprodutivas aplicadas a essa 113 

espécie, ainda não estão bem fundamentadas e, muitas vezes, são aplicadas 114 

técnicas utilizadas em bovinos, sem conhecimento prévio das particularidades 115 

de sua fisiologia.  116 

Dentre essas peculiaridades reprodutivas da búfala, podemos citar o 117 

menor tamanho dos ovários, baixa reserva gonadal, e variação entre os ciclos 118 
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estrais em relações às fêmeas bovinas. Tais características fisiológicas podem 119 

ser responsáveis pelos baixos índices reprodutivos inerentes à espécie (1). 120 

Ainda como adição a essas peculiaridades, as búfalas apresentam a influência 121 

da estacionalidade reprodutiva, marcada pelos ciclos estrais regulares nos 122 

períodos de menor luminosidade ao longo do ano, mais evidentes em regiões 123 

que se afastam da linha do equador (2,3). 124 

Já nas fêmeas bovinas submetidas a aspiração folicular, seguida pela 125 

maturação oocitária, fertilização in vitro e a transferência de embrião, são 126 

biotecnologias que estão consolidadas e possuem índices reprodutivos 127 

satisfatórios. Entretanto, para a espécie bubalina, há alterações anatômicas e 128 

fisiológicas que tornam a técnica mais laboriosa, diminuindo a obtenção de 129 

óocitos recuperados pela aspiração folicular, quando comparado aos bovinos 130 

(4). 131 

Uma alternativa para a obtenção de um maior número de oócitos para a 132 

produção in vitro de embriões bubalinos é o isolamento e cultivo de folículos pré-133 

antrais. Essa biotécnica permite que sejam obtidos oócitos proveniente de 134 

abatedouros e seu cultivo até a fertilização, aumentando o potencial comercial 135 

da técnica de transferência de embriões em búfalas. 136 

Além disso, os folículos pré-antrais constituem o pool de reserva das 137 

fêmeas mamíferas, que podem se desenvolver até folículo ovulatório, ou sofrer 138 

atresia, na dependência do tipo de estímulo recebido. Ainda hoje, as pesquisas 139 

são realizadas com o objetivo de esclarecer o funcionamento e os mecanismos 140 

de controle da regulação da fisiologia ovariana. Dentre estes fatores que atuam 141 

no ovário, a expressão de receptores e fatores de crescimento, influenciam na 142 
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ativação, manutenção e seleção dos folículos pré-antrais durante as ondas de 143 

recrutamento e seleção. 144 

Sendo assim, a compreensão dos fatores envolvidos na fisiologia 145 

ovariana podem esclarecer os eventos que ocorrem no início da foliculogênese 146 

nas fêmeas, auxiliando no momento da aplicação de biotécnicas de reprodução 147 

assistida, não só em animais domésticos de interesse reprodutivo, mas em 148 

animais ameaçados de extinção, na espécie humana buscando melhores meios 149 

de maturação, fertilização e cultivo de oócitos e embriões. 150 

Entretanto, para melhorar a qualidade dos meios (5) utilizados em 151 

laboratórios de cultivo celular, a produção dos mesmos deve manter 152 

características semelhantes ao líquido folicular fisiológico. Com isso, os meios 153 

se tornariam mais próximos aos sintetizados pelos ovários e individualizados por 154 

espécie.  155 

Dessa forma, a investigação de fatores de crescimento que atuam no 156 

parênquima ovariano através de metodologias de biologia molecular, 157 

metabolômica e proteômica, podem esclarecer as intimas relações moleculares 158 

no desenvolvimento folicular. Como ferramenta complementar, o 159 

desenvolvimento de sequências gênicas (também conhecido como primer) de 160 

fatores de crescimento que podem atuar no parênquima e folículo ovariano 161 

trazem informações sobre o funcionamento dessas relações. Assim, o 162 

delineamento e desenho de um primer pode influenciar na pesquisa de 163 

determinado fator de crescimento no tecido ou célula-alvo.  164 

Dessa maneira, os objetivos dessa revisão são discorrer sobre os fatores 165 

de crescimento envolvidos no desenvolvimento de folículos pré-antrais e 166 
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caracterizar a expressão gênica desses fatores envolvidos na dinâmica de 167 

crescimento folicular de ovários fetais, búfalas gestantes e não-gestantes.  168 

2. Material e Método 169 

O experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética e Experimentação 170 

Animal institucional e todo procedimento metodológico foi desenvolvido de 171 

acordo com as normas de experimentação cientifica, aprovado pelo protocolo nº 172 

0268/2018-CEUA. 173 

 174 

2.1. Ovários 175 

 Foram coletados ovários de búfalas de abatedouro comercial na cidade 176 

de Boituva/SP (Latitude 23°17’00’’ sul e longitude 47°40’20’’ leste, a uma altitude 177 

de 637 metros), e transportados (15°C) ao Laboratório de Endocrinologia da 178 

Universidade Estadual Paulista, campus de Botucatu, num intervalo de 2 horas 179 

após o abate. Os ovários foram coletados entre os meses de Julho e Setembro. 180 

 Após a chegada ao laboratório, todos os ovários foram higienizados com 181 

cloreto de Sódio (NaCl 0,9%, temperatura ambiente) e álcool (70%). Os ovários 182 

foram dissecados para a retirada de todo tecido adiposo. Para as amostras de 183 

RT-qPCR, os folículos antrais foram aspirados e uma secção (1 mg) da região 184 

cranial do ovário foi retirada e armazenada a -196°C, sem a adição de proteases 185 

ou tampão RNAse. 186 

 Para o processamento das amostras de RT-qPCR, apenas o tecido 187 

ovariano foi encaminhado para a extração do RNA, e as amostras que continham 188 

folículos antrais foram desprezadas.  189 

  190 
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2.2. RT-qPCR 191 

O processo de todas as amostras foi realizado após a lavagem e 192 

dissecação dos e ligamentos e tecido conjuntivo. A amostra de RT-qPCR foi 193 

obtida por 1 mg de tecido ovariano e armazenada diretamente em criotubos (-194 

196 ° C), sem qualquer solução. 195 

A investigação da expressão do mRNA do parênquima do ovário foi 196 

realizada por RT-qPCR, por meio do SybrGreen PCR Master Mix (Appled 197 

Biosystems) no equipamento StepOnePlus. O tecido ovariano foi submetido à 198 

extração de RNA total com TRIzol (Invitrogen) seguindo as instruções do 199 

fabricante. As concentrações de RNA total foram medidas pelo NanoDrop 2000 200 

Spectrophotometer (Thermo Scientific). Após, toda a amostra de RNA foi tratada 201 

com DNAse I (1 UI / µg; Invitrogen, São Paulo, Brasil) como protocolo de fábrica 202 

para eliminação de todas as contaminações com DNA genômico e, em seguida, 203 

foi realizada a transcrição reversa utilizando o cDNA reverso de alta capacidade 204 

Kit de Transcrição (Applied Biosystems), conforme instruções de fábrica. 205 

Os dados dos genes (Tabela 1) foram analisados e padronizados pelo 206 

software LinReg. Os valores médios de eficiência para cada gene foram 207 

calculados pelo perfil de amplificação de amostras individuais. Em seguida, os 208 

dados fornecem um gráfico e três pontos de cada coordenada da reta dada pelo 209 

software. 210 

Para cada gene, a linha de limiar foi fixada em um ponto médio da 211 

linearidade, determinado pelos valores mínimo e máximo de fluorescência. A 212 

expressão relativa de cada gene foi calculada usando o ΔΔCt e os dados foram 213 

corrigidos com as médias geométricas dos genes de referência mais estáveis, 214 
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ACTB e GAPDH (testados pelo software GeNorm), usando a equação descrita 215 

por Pfaffl (2001). 216 

 217 

Tabela 1. FSH e primers de gene básico (RT-qPCR) usados para avaliação de 218 

tecido ovariano de búfalas vazias e gestantes (n = 24) 219 

GENE SEQUÊNCIA REFERÊNCIA 

ACTB 
F: F: ATGAGCTGCCCGATGGTC 
R: GGATGTCCACGTCACACTTC 

Costine et al., 2007 

GAPDH 
F: GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 
R: CCCTCCACGATGCCAAAGT 

Caixeta et al., 2013 

FGF2 
F: GCAAACCGTTACCTTGCTATG 
R: ACCACCTGGAGTATTTCCTTGA 

Barros et al., 2019 

FSHR 
F: AGCCCCTTGTCACAACTCTATGTC 
R: GTTCCTCACCGTGAGGTAGATGT 

Caixeta et al., 2009 

EGFR 
F: AAAGTTTGCCAAGGGACAAG 
R: AAAGCACATTTCCTCGGATG 

Caixeta et al., 2013 

IGF-1 
F: ACCCTGGAGTTGGTAGATTGCTGT 
R: CACCCATGCATTTGTGGCTCTTGA 

Satrapa et al., 2013 

CASP3 
F: AAGCCATGGTGAAGAAGGAA 
R: GGCAGGCCTGAATAATGAAA 

Moraes et al., 2015 

FGFR2C 
F: CACCACGGACAAAGAAATTG 
R: ATGCAGAGTGAAAGGATATCC 

Caixeta et al., 2013 

FGFR3C 
F: ACTGGTACAACACCTATGCCTCCA 
R: TCTGGACATGGTGGGCAACTTAGA 

Caixeta et al., 2013 

F: forward primer; R: reverse primer 220 
 221 

Após padronização e correção dos dados, os valores foram analisados 222 

pelo programa GraphPad Prism versão 5.0 (software GraphPad, San Diego, 223 

Califórnia, EUA), com pós-teste de Wilcoxon, com 5% de significância. 224 

3. Resultados 225 

Não houve diferença entre os grupos experimentais, exceto para a 226 

expressão gene FSHR. 227 

O FSHR mostra diferença entre as fêmeas de búfalas gestantes e não 228 

gestantes, e seus valores e erro padrão são apresentados na Tabela 2. 229 

 230 

 231 

 232 
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Tabela 2. Expressão gênica (RT-qPCR) no tecido ovariano (n = 24) de búfalas 233 

gestantes e não gestantes 234 

 235 

  Gestante Não gestante 

FSHR 0,15 ± 0,04a 4,95 ± 1,57b 

FGF2 0,72 ± 0,16 1,62 ± 0,49 

EGFR 1,09 ± 0,25 1,45 ± 0,30 

IGF1 0,77 ± 0,24 1,62 ± 0,49 

CASP3 1,22 ± 0,17 1,41 ± 0,37 

FGFR2C 1,06 ± 0,20 1,61 ± 0,49 

FGFR3C 0,01 ± 0,003 0,01 ± 0,007 
* Letras diferentes indicam diferença estatística, teste de Wilcoxon com significância de 5%. 236 

 237 

4. Discussão 238 

O FSH é um dos hormônios mais importantes com ação no tecido 239 

ovariano (1,8), promovendo o desenvolvimento folicular (9). De fato, os valores 240 

apresentados na Tabela 2 e na Figura 1 evidenciam a diferença na expressão 241 

gênica em búfalos ovarianos. Porém, apenas a expressão do FSHR apresentou 242 

diferença entre os grupos. 243 

No início do crescimento folicular, o FSH é um importante fator indutor de 244 

resposta dos folículos pré-antrais em búfalos (10), podendo preparar todo o 245 

tecido ovariano para induzir os demais fatores de crescimento a dar continuidade 246 

ao desenvolvimento (3,11,12). 247 

Portanto, nossos resultados reforçam a presença de FSH em búfalos 248 

fêmeas gestantes e não gestantes. Além disso, mostramos as diferenças na 249 

expressão de FSH durante a gestação, sugerindo crescimento folicular além da 250 

presença de progesterona, feto e placenta. Mesmo assim, nenhum crescimento 251 

folicular significativo e ovulação é possível, como a ação bloqueadora da 252 

progesterona (13). Ainda que a progesterona diminua a ação dos hormônios 253 

reprodutivos, é a sua presença que apóia a proliferação das células da granulosa 254 

no início do desenvolvimento folicular (14). 255 
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Esta relação entre FSH e esteróides, poderia melhorar e ativar o 256 

desenvolvimento precoce em folículos pré-antrais. Porém, essa evidência está 257 

associada à ativação de outros fatores de crescimento, como o FGF e o TGF (3). 258 

As variâncias dos valores de FSH em vacas não gestantes compartilham 259 

evidências do ciclo estral, pois todo tecido ovariano deve promover um bom 260 

ambiente para melhorar o crescimento folicular (9,15). 261 

Mesmo não havendo diferença estatística nos demais genes, sua 262 

presença é importante para o desenvolvimento inicial em cada fase da dinâmica 263 

folicular (16). Dessa forma, a família FGF poderia ter influência nos folículos pré-264 

ovulatórios, como a regulação e início da síntese de esteróides que atuam no 265 

desenvolvimento e diferenciação morfológica da célula da granulosa (6). 266 

Portanto, os resultados mostram que a interação do FGF2 pode ser mais 267 

evidente com o FGFR2C do que com o FGFR3C, devido à diferença na 268 

expressão de ambos os grupos nos ovários bubalinos. Além disso, outros fatores 269 

de crescimento da família FGF podem estar relacionados à regulação, 270 

proliferação e diferenciação das células da granulosa (6,17,18). Além disso, 271 

ainda há o morfofisiológico na síntese de fatores parácrinos, estimulados pela 272 

ação do FSH (1). 273 

De fato, o FGF2 é mais evidente na célula da granulosa no folículo antral, 274 

que se localiza com a avaliação imunohistoquímica e PCR (19), e corrobora com 275 

nossos resultados da presença e ação interativa do FGF2 e FGFR2C no búfalo 276 

ovariano tecido. 277 

Assim, os folículos pré-antrais são estimulados pelo FSH no início do 278 

desenvolvimento e promove o crescimento folicular (9), em contribuição também 279 

estimula a expressão no tecido ovariano de IGF (20), TGF e KL (21) 280 
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independente da condição reprodutiva (grávida ou não grávidas), em nossos 281 

resultados. 282 

Com o passar do tempo, com o desenvolvimento folicular e morfológico 283 

das células da granulosa e da teca, a presença de IGF, KL e outros FGF auxilia 284 

na esteroidogênese e no acúmulo de fluido folicular (6,9,21,22). Em 285 

contrapartida, a presença do IGF-1 mostra uma relação importante nas 286 

influências do tecido ovariano na unidade do folículo, uma vez que os folículos 287 

pré-antrais não possuem o receptor para o IGF-1 (3). Além disso, a menor 288 

expressão nos ovários grávidas pode ser uma interrupção do desenvolvimento, 289 

talvez em resposta à menor quantidade de FSH. 290 

Assim como os demais fatores de crescimento, o EGF tem ação interativa 291 

com o FSH e pode promover um melhor ambiente para o desenvolvimento 292 

folicular (23), como no aumento da expressão de EGF-R, FSH-R e dos genes 293 

associados à esteroidogênese, como P450 aromatase (24). 294 

Caso contrário, o EGF pode ter um efeito protetor sobre os folículos pré-295 

antrais (5), pois as células ovarianas apresentam os efeitos da metilação do DNA 296 

e RNA (25) e a evidência da expressão do CASP, em nossos resultados. 297 

Assim, o desenvolvimento dos folículos pré-antrais de búfalos é uma área 298 

obscura para os pesquisadores devido a todos os mecanismos sensíveis de 299 

controle molecular. Mais estudos são necessários para avaliar o impacto desses 300 

mecanismos no desenvolvimento ovariano de búfalos e, posteriormente, podem 301 

ser explorados para melhorar os resultados de PIV. 302 

 303 

 304 

 305 
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5. Conclusão 306 

Os dados mostraram variação na expressão do FSHR em búfalas não 307 

gestantes e, os baixos valores nas vacas gestantes podem ser ação da 308 

progesterona. Não houve diferença na expressão do FGF, IGF, EGF, CASP3, e 309 

seus FGFR2C e FGFR3C em búfalos gestantes e não gestantes, o que indica o 310 

desenvolvimento folicular em todos os grupos. Além disso, os primers bovinos 311 

são capazes de avaliar a expressão gênica por RT-qPCR em bubalinos. 312 

 313 
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