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RESUMO 

BARROS, RG. Influência do fator de crescimento dos fibroblastos 2 (FGF2) 

durante a maturação in vitro do complexo cumulus-oócito bovino. Botucatu, 

2016. Qualificação (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

- Universidade Estadual Paulista - UNESP 

 

O conhecimento sobre a interações entre células somáticas e células 

germinativas é importante para a melhoria na eficácia da maturação oocitária in 

vitro. O oócito é um regulador da diferenciação das células foliculares e através 

dos fatores secretados pelo oócito (FSO) regula eventos importantes que 

ocorrem dentro foliculo. O fator de crescimento dos fibroblastos 2 (FGF2)  é 

expresso pelas células do cumulus (CC) e teca e estimula a expansão das CC 

em bovinos e em roedores, além de ter ação antiapoptótica em células da 

granulosa, mas suas funções no complexo cumulus-oócito bovino não são muito 

conhecidas. Uma vez que há receptores de FGF em CC e granulosa sugere que 

há regulação parácrina e autócrina pelo FGF2. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar a adição de doses crescentes de FGF2 ao meio de maturação in vitro e 

avaliar a taxa de quebra da vesícula germinativa (GVBD), estágio da meiose, 

grau de expansão das CC, grau de coesividade da matriz extracelular, além de 

genes relacionados com a maturação. Também avaliar a apoptose das CC, 

através de marcadores para caspase 3 e análise de genes relacionados a 

apoptose. Foi observado que a taxa de GVBD é aumentada às 6 horas de 

maturação, no entanto não alterou os níveis de mRNA de NPPC ou NPR2 às 6 

horas; da mesma forma não alterou a porcentagem de oócitos em MII às 22 

horas. Não houve diferenças significativas no grau de expansão das CC às 22 

horas de cultivo, mas há um aumento na coesão da matriz extracelular dessas 

células. FGF2 diminuiu COX2 mRNA às 6 horas de cultivo, além de diminuir a 

HAS2 mRNA e elevou o CD44 mRNA, sem interferir na expressão de VERS 

mRNA às 22 horas de cultivo. Ainda, houve uma diminuição nas CC marcadas 

para caspase 3 às 22 horas, mas sem alteração na marcação de anexina V. 

FGF2 não alterou a expressão de FAS mRNA, mas aumentou a quantidade de 

transcritos de nPR mRNA e a relação anti-apoptótica BCL2/BAX. O presente 

estudo sugere que FGF2 está envolvido na maturação do COC bovino e a 



 
 

expressão do RNA nas CC é influenciada pelo oócito, o qual induz a retomada 

da meiose, alterações na matriz extra celular e atividade da caspase. 

  

Palavras Chave: meiose, células do cumulus, apoptose, oócito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

BARROS, RG. Influence of fibroblast growth factor 2 (FGF2) during in vitro 

maturation of bovine cumulus oocyte complexes Botucatu, 2016. 

Qualificação (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - 

Universidade Estadual Paulista - UNESP 

 

The knowledge about interactions between somatic cells and germ cells is 

important to improve the oocyte in vitro maturation. The oocyte is a regulator of 

the differentiation of follicle cells and through oocyte secreted factors (OSF) 

regulates important events that occurs inside follicle. The Fibroblast growth factor 

2 (FGF2) is expressed by cumulus cells (CC) and theca cells and stimulates the 

expansion of CC in bovine and rodents, also have anti-apoptotic action on 

granulosa cells, but it functions on cumulus-oocyte complexes remains unclear. 

Once there are receptors for FGF on CC and granulosa cells it suggest that there 

is a paracrine and autocrine regulation by FGF2. The aim of this study was 

evaluate the addition of grade doses of FGF2 on maturation medium and assess 

the germinal vesicle break down (GVBD) rate, meiosis stage, expansion grade of 

CC, grade of cohesiveness of extra cellular matrix, besides genes related with 

maturation. Also assess apoptosis on CC, through markers for caspase 3 and 

analysis of genes related to apoptosis. It was observed an increase in GVBD rate 

at 6 hours of maturation, but did not alter the rates of mRNA of NPPC or NPR2 

ate 6 hours, in the same way, did not alter the percentage of oocytes in 

metaphase II (MII)  ate 22 hours. Did not have significance in expansion grade of 

CC at 22 hours of maturation, but there is an increase in cohesiveness of extra 

cellular matrix of these cells. FGF2 decreased PTGS2 mRNA at 6 hours of 

culture, and HAS2 mRNA and increased CD44 mRNA, without alter expression 

of VERSICAN mRNA at 22 hours of culture. There is a decrease in CC marked 

for caspase 3 at 22 hours, but no alteration on anexin V was observed. FGF2 did 

not alter expression of FAS mRNA expression, but increased nPR mRNA and 

BCL2/BAX ratio. The present data suggest that FGF2 is involved in bovine COC 

maturation and it is mRNA expression in CC is influenced by oocyte which 

induces meiosis resumption, alteration of ECM and decrease of caspase activity.  

 

Palavras Chave: meiose, células do cumulus, apoptose, oócito.
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1. Introdução 

 

O Brasil é líder mundial na produção in vitro de embriões (PIV) bovinos 

e o segundo colocado na produção in vivo convencional (Pontes et al., 2011). 

Esse sucesso se deve à adequação da PIV às raças zebuínas, as principais 

componentes do rebanho nacional (Pontes et al., 2009). Fêmeas zebuínas 

usualmente apresentam grande número de folículos antrais nos ovários e, 

consequentemente, grande disponibilidade de oócitos passíveis de recuperação 

por OPU (do inglês, ovum pick up) para PIV. 

O aperfeiçoamento das biotecnologias na reprodução tem como objetivo 

melhorar e explorar o potencial reprodutivo das fêmeas, além do aumento na 

produtividade dos rebanhos de corte e leite. Com isso, o uso da PIV de embriões 

tende a ser intensamente pesquisado, assim aperfeiçoando protocolos e 

melhorando cada vez mais as taxas de produção. 

A PIV compreende a maturação in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) e 

cultivo in vitro (CIV). Apesar dessas biotecnologias serem bem estabelecidas, os 

índices de desenvolvimento ainda são insatisfatórios quando comparados com 

a produção in vivo (RIZOS et al., 2002). Esse desempenho inferior da PIV é 

associado a diversos fatores como a perda da sincronização entre maturação 

citoplasmática e nuclear durante a MIV e alterações epigenéticas nos embriões 

provocadas pelo sistema de cultivo (Blanco et al., 2011). Dessa forma, acredita-

se que as biotecnologias envolvidas na PIV podem ser otimizadas aproximando 

o sistema de cultivo às condições fisiológicas. 

Os oócitos estão circundados por células somáticas especializadas, 

conhecida como células do cumulus (CC). Há uma comunicação birecional entre 

as CC e o oócito que é crítica para o desenvolvimento do oócito, uma vez que 

as CC provêm nutrientes, aminoácidos, segundos mensageiros, fatores 

necessários à maturação, promovendo um ambiente estável e favorável para a 

maturação do complexo cumulus oócito (COC) (Gilchrist et al., 2008; Assidi et 

al., 2010; Sutton-Mcdowall et al., 2015). 

A maturação nuclear é caracterizada por diversos eventos como 

remodelagem da cromatina e quebra da vesícula germinativa (VGBD), extrusão 

dos corpúsculos polares e, consequentemente, o fim da meiose (Meinecke et al., 
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2001). Já na citoplasmática ocorre a reorganização das organelas e acúmulo de 

RNA, proteínas e fatores trascricionais (Watson, 2007). 

É de extrema importância que as CC estejam viáveis e não iniciem a 

apoptose, que é um dos fatores que mais influenciam a competência oocitária 

(Zaraza et al., 2010). A apoptose é um evento que ocorre em células individuais 

(Kerr et al., 1972) e pode ser iniciada por fatores intrínsecos (estímulos internos) 

ou extrínsecos (estímulos externos) (Chang et al., 2002). Esses estímulos 

desencadeiam respostas que levam a ativação da caspase-3, provocando os 

eventos finais da morte celular programada (Jin e El-Deiry, 2005). 

Parte das CC iniciam o processo de apoptose durante a MIV, sendo que 

os níveis de apoptose são inversamente associados a competência do oócito 

(Hussein et al., 2005). A apoptose das CC pode ser reduzida com a adição de 

fatores secretados pelo oócito (FSO) ao meio de cultivo.  

O fator de crescimento dos fibroblastos 2 (FGF2) ou fator de crescimento 

dos fibroblastos básico (FGFb), mostrou-se efetivo em reduzir a apoptose das 

células da granulosa em cultivo (Peluso et al., 2001). Há evidências de que uma 

das ações é a inibição da apoptose pela manutenção da homeostase de íons 

cálcio livres dentro da célula, através da proteína quinase c d (PKCd) (Peluso et 

al., 2001; Chaves et al., 2012). 

Em folículos antrais a maior expressão FGF2 é apresentada nas células 

da teca (Berisha et al., 2004) e após o pico de hormônio luteinizante (LH) há 

estímulo para expressão de FGF2 nas CC bovinas (Assidi et al., 2010). Ainda, 

segundo (Caixeta et al.), a expressão dos principais receptores do FGF2 foi 

detectada nas CC, sendo fortemente estimulada pelo hormônio folículo 

estimulante (FSH) durante a MIV. 

A sinalização FGF é feita através de quatro receptores de FGF (FGFR1 – 

4) do tipo tirosina quinase e ocorre arranjos transcricionais alternativosformando 

as isoformas “b” e “c” apresentando diferentes graus deafinidades por distontos 

FGFs (Ornitz et al., 1996; Zhang et al., 2006). E o FGF2 ativa o FGFR1 e as 

isoformas ”c” dos FGFR2 e 3 (Ornitz et al., 1996). 

O presente estudo teve como objetivo verificar o padrão de expressão de 

mRNA de FGF2 e sua reguação pelo FSH e FSO nas CC bovinas submetidas a 

MIV. Também verificar os efeitos da adição de FGF2 sobre maturação nuclear 

de oócitos, expansão e apoptose das CC de COC submetidos a MIV.  
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