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E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi 
triunfar... 

Decidi não esperar as oportunidades e sim, eu mesmo buscá-las. 
Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solução. 

Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oásis. 
Decidi ver cada noite como um mistério a resolver. 

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz. 
Naquele dia descobri que meu único rival não era mais que minhas próprias 

limitações e que enfrentá-las era a única e melhor forma de as superar. 
Naquele dia, descobri que eu não era o melhor e que talvez eu nunca tivesse 

sido. 
Deixei de me importar com quem ganha ou perde. 

Agora me importa simplesmente saber melhor o que fazer. 
Aprendi que o difícil não é chegar lá em cima, e sim deixar de subir. 

Aprendi que o melhor triunfo é poder chamar alguém de"amigo". 
Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento, "o 

amor é uma filosofia de vida". 
Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e 

passei a ser uma tênue luz no presente. 
Aprendi que de nada serve ser luz se não iluminar o caminho dos demais. 

Naquele dia, decidi trocar tantas coisas... 
Naquele dia, aprendi que os sonhos existem para tornarem-se realidade. 

E desde aquele dia já não durmo para descansar... simplesmente durmo para 
sonhar. 

 
Walt Disney 
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RESUMO 

 
MARQUES, N.F.M. PROTEÔMICA DO FLUÍDO FOLICULAR DE BÚFALAS 
Botucatu, 2020. Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. Botucatu, 
São Paulo, Brasil. 
 

O objetivo do presente estudo foi identificar, quantificar e descrever o perfil 
proteico do liquido folicular e morfometria dos foliculos, de ovários de búfalas 
mestiças das raças Mediterrânea e Murrah.O fluido folicular (FF) é um meio 
essencial para o crescimento e a maturação das células ovarianas. A análise 
dos seus componentes é fundamental para o entendimento da dinâmica 
folicular da espécie bubalina. O objetivo deste estudo foi traçar o perfil proteico 
do FF. Foram utilizados 112 ovários provenientes de um abatedouro, a 
extração do FF foi realizada manualmente com o uso de seringas e agulhas por 
meio de punção aspirativa nos folículos visíveis macroscopicamente, os 
folículos aspirados foram separados em seis grupos, < 5 mm com corpo lúteo 
(CL); < 5 sem CL; 5 – 8 com CL; 5 – 8 sem CL; > 8 com CL; > 8 sem CL.  A 
concentração de proteína total foi determinada pelo método de Bradford. 
Baseado na concentração de proteina total uma alíquota contendo 50 µg foi 
aplicada em gel de poliacrilamida 12%, a corrida foi interrompida quando as 
amostras atingiram o gel de separação, a seguir foi realizada a disgestão em 
gel para a análise da espectrometria de massa em Nano-LC-ESI-Q-TOF mass 
spectrometry. A analise estatística foi realizada utilizando o programa 
MetaboAnalyst 4.0 e de acordo com os dados obtidos podemos observar no 
dendrograma e na analise de componente principal (PCA), no Vip Scores e no 
Heat Map que a concetração de proteínas foi constante em todos os grupos 
independente do tamanho dos folículos.  As proteínas mais relevantes foram, 
Mucin-19, Haptoglobin, Histone H2A type 1, Histone H2B, Lysosomal alpha-
glucosidase, Glutathione S-transferase A1, e a Serine protease inhibitor clade E 
member 2. Podemos relacionar estas proteínas que estão em abundancia no 
liquido folicular como sendo promotoras do desenvolvimento folicular, e do 
processo de maturação oocitária. 
 

Palavras-chaves: liquido folicular, ovário, folículo, proteômica 
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ABSTRACT 

 

MARQUES, N.F.M. PROTEOMIC OF FOLLICULAR FLUID OF THE 
BUFFALOES. Botucatu, 2020 Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 
Botucatu, São Paulo, Brasil. 
 

The objective of the present study was to identify, quantify and describe the 
protein profile of the follicular fluid and morphometry of the follicles, of mixed-
race buffalo ovaries of the Mediterranean and Murrah breeds. The follicular fluid 
(FF) is an essential medium for the growth and maturation of the ovarian cells. 
The analysis of its components is fundamental for understanding the follicular 
dynamics of the buffalo species. The aim of this study was to trace the protein 
profile of FF. 112 ovaries from a slaughterhouse were used, FF extraction was 
performed manually using syringes and needles through aspiration puncture in 
the macroscopically visible follicles, the aspirated follicles were separated into 
six groups, <5 mm with corpus luteum (CL ); <5 without CL; 5 - 8 with CL; 5 - 8 
without CL; > 8 with CL; > 8 without CL. The total protein concentration was 
determined by the Bradford method. Based on the total protein concentration, 
an aliquot containing 50 µg was applied on 12% polyacrylamide gel, the run 
was interrupted when the samples reached the separation gel, then the gel was 
analyzed for analysis of the Nano mass spectrometry. -LC-ESI-Q-TOF mass 
spectrometry. The statistical analysis was performed using the MetaboAnalyst 
4.0 program and according to the data obtained, we can see in the dendrogram 
and in the main component analysis (PCA), in the Vip Scores and in the Heat 
Map that the concentration of proteins was constant in all groups regardless the 
size of the follicles. The most relevant proteins were, Mucin-19, Haptoglobin, 
Histone H2A type 1, Histone H2B, Lysosomal alpha-glucosidase, Glutathione S-
transferase A1, e a Serine protease inhibitor clade E member 2. We can relate 
these proteins that are in abundance in the follicular fluid as being promoters of 
follicular development, and the oocyte maturation process. 
 

Keywords: follicular fluid, ovary, follicle, proteomics 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Nos últimos anos, o agronegócio foi um dos maiores responsáveis por 

manter positiva a balança comercial brasileira, respondendo por 90% das 

reservas cambiais do país (Ohashi, 2003). O rebanho bubalino brasileiro é 

estimado em aproximadamente 1,3 milhões de cabeças e vem apresentando 

um crescimento anual de 7,8%, crescimento este superior ao dos bovinos 

(MAPA, 2019). Deste modo, para que a criação de bubalinos se expanda cada 

vez mais e continue como um empreendimento pecuário atraente sob o ponto 

de vista econômico, torna-se necessário estudos mais aprofundados em 

relação aos aspectos reprodutivos da espécie (Oba, 2003). 

A aplicação de biotecnologias da reprodução é interessante em fêmeas 

bubalinas uma vez que esta apresenta características reprodutivas particulares 

e distintas das fêmeas bovinas, tais como: discreta expressão do 

comportamento de estro, longos períodos de anestro pós-parto e intervalo 

entre partos, características estas que podem ser observadas principalmente 

quando submetidos a uma dieta inadequada (Mishra et al., 2008). O fato 

desses animais apresentarem índices reprodutivos inferiores aos da espécie 

bovina quando relacionados a aplicação de biotecnologias está diretamente 

ligado com manejo deficiente e/ou seleção inadequada, além do errôneo 

conhecimento acerca da sua fisiologia que por inúmeras vezes é comparada 

com a de bovinos (Vale & Ribeiro, 2005). 

As características morfológicas e anatômicas dos ovários podem ser 

utilizadas para verificar a presença de alterações, bem como determinar a 

existência de atividade ovariana luteal cíclica, além de sugerir qual a provável 

fase do ciclo estral, possibilitando inferir sobre a fertilidade futura do animal 

(Nascimento et al., 2003). Assim o estado anatomofisiológico reprodutivo das 

fêmeas está diretamente relacionado à fertilidade, eficiência reprodutiva, 

seleção e melhoramento genético dos rebanhos. 

O liquido folicular é constituído por moléculas ativas e proteínas que 

estão diretamente ligadas ao crescimento folicular, fertilização dos oócitos e ao 

desenvolvimento embrionário. A determinação das proteínas presentes no 

liquido folicular pode estabelecer biomarcadores para reconhecer a 

aptidão/qualidade do oócitos e assim aumentar as taxas de eficácia quando 
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usadas biotecnologias da reprodução como por exemplo fertilização in vitro 

(Wallace et al., 2012; Bianchi et al., 2013). Desde modo, também em humanos 

a análise proteômica do liquido folicular vem sendo utilizada pra identificar a 

resposta da paciente em protocolos de fertilização in vitro (Salerno et al., 2011). 

O estudo dos ovários pode ser conduzido mediante o uso de técnicas 

invasivas e não invasivas. Desde o advento da nova era da abordagem 

proteômica, a identificação de assinaturas moleculares individuais em vários 

sistemas biológicos pela pesquisa básica tem impulsionado a descoberta de 

alguns biomarcadores. A abordagem proteômica é o estudo em larga escala de 

peptídeos/proteínas, usualmente aferidos por métodos bioquímicos (Vale et. 

al., 1994). A proteômica está relacionada com o conjunto de tecnologias 

analíticas que têm por objetivo separar e identificar proteínas em amostras 

biológicas complexas (Neglia et. al., 2003). Essas moléculas controlam a 

maioria dos processos celulares, podendo agir como enzimas, anticorpos, 

hormônios, componentes estruturais e receptores celulares (Gasparrini et. al., 

2008). 

O objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar a composição 

proteica do fluído folicular de diferentes classes de folículos de búfalas 

mestiças da raça Murrah e Mediterrâneo provenientes de abatedouro. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Anatomia do trato reprodutivo 

As fêmeas bovinas e bubalinas possuem características morfológicas 

semelhantes, porém em âmbito das particularidades reprodutivas ocorre 

distinção (Vale et al.,1982). O sistema reprodutivo das búfalas é composto por 

ovários, ovidutos, útero, cérvix, vagina, vestíbulo, vulva e os ovários 

responsáveis pela liberação de oócitos, atuando também na produção de 

hormônios esteróides, estradiol e progesterona (Pansani, 2009). 

Um estudo realizado por Vale e Ribeiro et al. (2005), demonstraram 

que as fêmeas bubalinas apresentam estruturas do trato reprodutivo menores 

do que as fêmeas bovinas. Os ovários de búfalas possuem formato ovóide e 

são consideravelmente menores que das fêmeas bovinas (Dyce et al., 1996) 
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medindo cerca de 2,5 a 3,0 cm de comprimento; 1,4 cm de largura e peso de 

4,6g. 

Histologicamente, o ovário apresenta uma região cortical e uma medular, 

nos quais são envolvidos por um epitélio superficial conhecido como 

germinativo que localiza-se sobre uma membrana basal, logo abaixo. Observa-

se a túnica albugínea com uma camada espessa de tecido conjuntivo, e o 

estroma ovariano, formado por tecido conjuntivo frouxo. Na região cortical ou 

também chamado córtex ovariano pode ser encontrado folículos ovarianos não 

atrésicos e atrésicos, corpos lúteos, corpos albicans e corpos hemorrágicos, 

além de colágeno dos tipos I e III, fibroblastos, vasos sanguíneos, linfáticos e 

terminações nervosas (Ali et. al.,, 2004). 

Os cornos uterinos dos bubalinos são mais rígidos e tortuosos que nos 

bovinos, apresentando maior tônus na fase estrogênica, e o colo apresenta 5,3 

a 8,0 cm de comprimento. Em relação ao corpo do útero, este mede 5,3 a 8,0 

cm de comprimento, sendo constituído de três partes: o corpo, os cornos e uma 

estrutura chamada septo interconual que separa os cornos (Pansani, 2009). A 

parede do útero é dividida em três camadas: a mucosa ou endométrio, a 

muscular ou miométrio e a serosa ou perimétrio (Ali et. al., 2005). 

A tuba uterina apresenta em média 19 a 24 cm de comprimento, no qual 

se localiza no fundo da bursa ovárica (Vale, 2005). As secreções do epitélio da 

tuba uterina formam um fluido que promove o meio necessário para a 

maturação dos gametas femininos e masculinos (capacitação espermática), a 

fertilização e, pela sua composição química, o desenvolvimento inicial do 

embrião (Abe et. al., 1996). 

Já a cérvix, localiza-se caudalmente a vagina e sua principal função é 

proteção do corpo do útero, seleção e reservatório de espermatozoides. Esta 

possui menor tamanho do que das fêmeas bovinas, porém com maior número 

de anéis cervicais, entre 3 a 5, com difícil dilatação, mesmo no estro, quando 

somente 2 a 4 se dilatam. O corpo lúteo possui coloração 

marrom/avermelhado, embebido no interior do ovário inserido no estroma 

ovariano, sendo considerado menor que o da vaca apresentando peso e 

diâmetro máximo de 23 g e 15 mm, respectivamente, (Roy; Mullick, 1964) o 

que dificulta a formação de proeminência.  

A vagina é o órgão copulatório, no qual o sêmen é depositado (Pansani, 
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2009). A genitália externa é denominada vulva, responsável pelo fechamento 

interno do trato genital feminino. Além disso, há descrição que a vulva das 

fêmeas bubalinas apresenta hiperpigmentação, sendo característico desta 

espécie (Avali-Shoushtari et. al., 2006). 

 

2.2. Características reprodutivas 

Há dois tipos de búfalos, o Murrah, (que apresenta maior aptidão para 

produção leiteira) e o Jafarabadi com 2n=50 cromossomos. Já o búfalo do 

Pântano também conhecido como Carabao, com 2n=48, que ao se cruzarem, 

produzem animais com 2n=49 cromossomos. Tais subespécies de búfalos 

apresentam variações quanto aos aspectos reprodutivos, tais como: idade a 

puberdade, maturidade sexual, duração e características do ciclo estral, além 

da duração da gestação (Vale et al., 1990). 

Autores como (Mcgregor, 1941; Bhattacharya, 1958; Shalash, 1958; 

Rao, 1968) defendem que a espécie bubalina apresenta baixa performance 

reprodutiva quando comparada a espécie bovina, tais opiniões são contestadas 

por outros autores, defensores da tese de que o fenômeno pelo qual essa 

espécie apresenta, pode estar relacionado com manejo deficiente e/ou de 

seleção inadequada (Kaleff, 1942; Hafez, 1952; 1954; 1955; Ivanov, 1960; De 

Franciscis, 1978; Vale, 1988; Vale et al., 1990; Baruselli, 1993; Vale e Ribeiro, 

2005). 

Estudos sobre a espécie bubalina instintivamente já a comparam com a 

espécie bovina, sendo que tais comparações não oferecem respostas 

fidedignas, já que há distinções referentes a anatomia e demais características. 

Os estudos realizados por Vale et al. (1990) mostraram que estas espécies 

apresentam mais diferenças do que semelhanças entre si. 

Em relação a idade de puberdade, Vale et al. (1990) descreveram 

grande variação no momento em que a fêmea bubalina atinge essa fase, 

porém deve-se levar em consideração os aspectos ligados ao manejo e 

alimentação, as características distintas entre búfalos do tipo Indiano e do 

Carabao, sendo este último mais tardio, quando comparado ao tipo leiteiro. 

Variações entre 10 a 36 meses são citadas na literatura. 

Baruselli et al. (1999) estudara o início da puberdade de 12 novilhas da 

raça Murrah criadas no Vale do Ribeira-SP, para observar o desenvolvimento 
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ponderal, comportamento durante o ciclo estral, as alterações fisiológicas e 

morfológicas sofridas no trato genital no período de estro, através de 

avaliações por ultrassonografia via transretal. Além disso, obtiveram a 

dosagem de progesterona no plasma sanguíneo, nos quais os valores médios 

obtidos para idade ao primeiro estro, foi de 659 ± 21,49 dias (~ 22 meses) e 

animais com peso corporal de 372,58 ± 24,37 Kg. Já a maturidade sexual foi 

alcançada aos 783,33 ± 24,64 dias de idade, (média 26 meses) e com um peso 

corporal de 394,50 ± 22,37 Kg. 

Vale (2000) avaliou a puberdade em novilhas da raça Murrah, e esta foi 

atingida com idade média de 17,6 (14,5 - 20) meses e com peso corporal 

médio de 391 ± 33 (365 - 444) Kg, provando assim que a puberdade pode 

variar de acordo com o manejo adotado desde o primeiro dia de vida para 

criação desses animais bem como a seleção genética realizada para obtenção 

de melhores resultados. 

De acordo com o estudo de Zicarelli et al. (2002) quanto as 

características reprodutivas estacionais da espécie, os búfalos, quando criados 

em localidades distantes da região equatorial, têm um comportamento 

reprodutivo influenciado positivamente pela diminuição de horas de luz do dia, 

podendo-se dizer que os búfalos são poliéstricos estacionais de dias curtos, 

semelhantemente aos ovinos e caprinos. Constatou-se através de estudo 

realizado na Estação Experimental de Zootecnia em Registro-SP localizada na 

região centro-sul do país que, nesta localidade as búfalas apresentam maior 

índice de cio durante o outono, estes dados indicam que, para se obter 

sucesso no emprego de biotecnologias da reprodução em bubalinos, as 

atividades devem ser concentradas nos meses de março a agosto (Baruselli , 

2000) 

 

2.2.1 Foliculogênese 

 

Junqueira e Carneiro (1995) demonstraram que os folículos são 

divididos em folículos pré-antrais ou não cavitários sendo estes caracterizados 

por não possuírem antro: primordiais, primários e secundários. Os folículos 

antrais ou cavitários, já apresentam cavidade antral, sendo que no seu interior 

há presença de líquido folicular: terciários e ovulatórios. 
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Bertaudiere e. al., (1972), constataram que folículos primários 

representam o estádio inicial do crescimento folicular, e tem como principal 

característica a presença de um oócito localizado ao centro, sendo este 

envolto por uma única camada de células da granulosa. Nas búfalas o 

diâmetro dos folículos varia entre 25 a 80 μm, e o oócito também é envolto por 

células da granulosa (Bhattacharya et al., 1974). 

Os folículos secundários também possuem oócito centralizado, porém 

este é envolto por duas ou mais camadas de células da granulosa (Camaioni 

et. al., 1996). 

Folículos terciários têm como característica a presença de várias 

camadas de células da granulosa e formação do antro nota-se também 

aumento do diâmetro folicular, e multiplicação das células das camadas da 

teca e da granulosa (Gasparrini et. al., 2006). 

Junqueira et. al., (2000) atestam que os folículos ovulatórios surgem no 

final do desenvolvimento folicular, e apresenta as mesmas características 

presentes nos folículos terciários além da presença de um oócito secundário. 

Neglia (2001), mostrou que a foliculogênese nos ruminantes tem início 

ainda durante a vida fetal e é o processo de formação, crescimento e 

maturação folicular, que tem início com a formação de um folículo primordial e 

final com a formação de um folículo ovulatório (Neglia et. al., 2001). 

Segundo Taneja et al. (1996) as búfalas geralmente apresentam duas 

ondas de crescimento folicular em cada ciclo estral sendo o início da primeira 

nos dias 1,8 ± 0,6, e da segunda nos dias 7,8 ± 2,0 do ciclo.  

Já Baruselli et al. (1997) registra que a primeira onda de crescimento 

folicular ocorreu nos dias 1,16 ± 0,5 e a segunda onda nos dias 10,83 ± 1,09, 

e em casos de fêmeas que apresentam três ondas foliculares esta ocorre nos 

dias 1,10 ± 0,32, 9,30 ± 1,25 e 16,80 ± 1,22, em relação a primeira e segunda 

onda, notaram também que as búfalas com ciclos de duas ondas 

apresentaram taxas mais elevadas de crescimento folicular (63%).  

Segundo Hafez et. al., (2000), descreveram o diâmetro máximo do 

folículo ovulatório com a medida de 13,8 ± 0,37 mm, com taxa de crescimento 

de 0,94 ± 0,12 mm/dia durante 11,8 ± 1,39 dias, assim Taneja et al. (1996), 

atestam o diâmetro máximo de folículo ovulatório de 15,5 ± 0,9 mm e 1,0 ± 0,1 

mm/dia para taxa média de crescimento. 
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2.3. Fisiologia do ciclo estral 

A espécie bubalina possui características peculiares na fisiologia 

reprodutiva. Foi descrito por Borghese (2005) e Perera (2011) que, em 

condições favoráveis os bufalos apresentam o primeiro estro aos 15-18 meses 

para as espécies de rio e de 21-24 meses para as espécies de pântano . O 

peso corporal ao qual a puberdade é alcançada é influenciado pelo genótipo e 

é aproximadamente de 200 a 300 kg para o tipo de pântano e 250-400 kg para 

o tipo de rio. Embora o búfalo atinja puberdade mais tardia em relação ao gado 

bovino, esses animais possuem uma vida reprodução mais longa (Vale 2002). 

O ciclo estral apresenta características distintas da espécie bovina, 

como a duração e a demonstração de sinais do estro e aceitação da monta 

pelo macho no proestro. Além disso, a ovulação ocorre após os sinais de cio 

cessem, cios silenciosos podem ser comuns, cios anovulatórios no meio do 

ciclo também podem ocorrer em algumas fêmeas (Oba, 2003). O tônus uterino 

é superior ao da fêmea bovina, a secreção de muco é pouco produzida e as 

búfalas ao contrário das vacas mostram baixa atividade homossexual (Vale, 

1988). 

Em média o ciclo estral da búfala dura 21 dias podendo variar de 18 a 33 

dias, no qual é dividido em proestro, estro, metaestro e diestro. Esta amplitude 

é devido a vários fatores, como o manejo, clima e alimentação. Os animais 

submetidos a manejo inadequado e com alimentação deficiente em energia, 

proteína e minerais, apresentam cios curtos ou longos, da mesma maneira 

quando submetidos a estresse térmico (Beg; Totey et al., 1999). 

A ovulação ocorre após o término dos sinais de estro entre 15 e 18 

horas (Vale, 2002) ou em alguns casos 35 a 45 horas após o início do estro 

(Jainudeen; Hafez, 1995). A melhor forma de detecção do cio na búfala é a 

utilização de rufiões com buçal marcador, além da observação visual (Vale, 

1982). 

Os búfalos são classificados como animais sazonais, ou seja, tem sua 

ciclicidade reprodutiva diretamente influenciada pela sua exposição diária à luz. 

Assim, as búfalas apresentam fotoperíodo negativo, demonstram 

características de cio no outono, concentrando os partos de julho a dezembro, 
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no hemisfério norte. Já no hemisfério sul, se enquadram nos meses de janeiro 

a março (Siqueira; Leal; Oba, 2009). 

Os mecanismos endócrinos e neuroendócrinos regulam o ciclo estral, 

bem como os hormônios hipotalâmicos, as gonadotrofinas e os secretados 

pelos ovários (Hafez, 2004). Singal et al. (1984) atestam em seu estudo que o 

estresse térmico aumenta os níveis de ACTH (hormônio adrenocorticotrófico) 

que levam a alterações endócrinas, induzindo distúrbios no ciclo estral e ao 

anestro.   

Nas fêmeas bubalinas, a dinâmica folicular ovariana durante o ciclo 

estral é semelhante à do gado. Estudos da Índia (Taneja et al., 1996), do Brasil 

(Baruselli et al., 1997) e do Paquistão, mostraram claramente que a maioria 

dos búfalos apresentam duas ondas de atividade folicular durante o ciclo estral. 

Em cada onda de crescimento folicular, desenvolve-se um folículo 

dominante que suprime o crescimento dos outros folículos menores. Os 

folículos dominantes que crescem e atingem seu diâmetro máximo no meio do 

ciclo estral, sob altos níveis de progesterona, não ovulam e iniciam processo de 

regressão, permitindo o crescimento de uma nova onda de crescimento 

folicular. O folículo dominante que se desenvolvem durante a última onda de 

crescimento folicular de cada ciclo estral é o folículo ovulatório (Lucy et al., 

1992). 

 

2.4. Reserva folicular 

O fluido folicular (FF) é formado a partir de produtos de secreção das 

células da granulosa e da teca e difusão dos capilares que irrigam o tecido 

ovariano (Hess et al., 1998).O mesmo contém moléculas ativas e proteínas que 

estão relacionadas ao crescimento folicular, fertilização dos oócitos e ao 

desenvolvimento embrionário. A caracterização proteômica do líquido folicular 

pode determinar biomarcadores para identificar a competência/qualidade dos 

oócitos e aumentar a taxa de sucesso na fertilização in vitro (Wallace et al., 

2012; Bianchi et al., 2013). Em humanos, a análise proteômica do fluído 

folicular é indicada para identificar a resposta do paciente, frente à fertilização 

in vitro (Salerno et al., 2011). Após a transcrição e tradução, as proteínas 

podem sofrer modificações póstraducionais (Gobbetti et al., 2002). Dessa 

forma, resultados da expressão gênica podem ser complementados com a 
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caracterização das proteínas e dos peptídeos do líquido folicular, a fim de 

permitir a identificação do seu papel na fisiologia folicular e maturação oocitária 

(Ducolomb et al., 2013). 

O maior elemento constituinte do folículo pré-ovulatório é o líquido 

folicular (Rodgers et al., 2001), que é composto por moléculas com baixa 

massa molecular advindas do soro sanguíneo (Shalgi, 1973). O líquido folicular 

é formado a partir de produtos de secreção das células da granulosa e da teca 

e difusão dos capilares que irrigam o tecido ovariano, sendo permeável às 

proteínas com massa molecular <500 kDA (Hess et al., 1998). Os oócitos estão 

embutidos no líquido folicular, onde sofrerão seu desenvolvimento e 

maturação. A composição bioquímica desse fluído influencia a qualidade dos 

oócitos e está relacionada ao status fisiológico da fêmea e estágio de 

desenvolvimento funcional do folículo (Iwata et al., 2006; Kim et al., 2006; 

Bianchi et al., 2013). Ainda na literatura observamos que existem poucos 

estudos sobre expressão de genes relacionados a diferentes processos 

celulares, mostrando que a expressão de proteínas ainda necessita ser 

elucidado, bem como a fisiologia do desenvolvimento folicular poderá contribuir 

para melhorar as biotecnologias aplicadas a reprodução animal (Baruselli, 

2000). 

A fêmea bovina apresenta, ao nascer, em torno de 100.000 folículos 

primordiais nos ovários. Os folículos que constituem este pool de reserva 

podem permanecer no estado quiescente, ou iniciar um processo irreversível 

de desenvolvimento no qual resulta na ovulação, porém a maioria desses 

sofrem o processo de atrésia (Findlay et al.,1994; Erickson; Shimasaki et al., 

2001). 

Um estudo provou que a concentração de estradiol foi menor em búfalas 

que se apresentavam acíclicas do que nas cíclicas. Observou-se também que 

independentemente do status cíclico, houve aumento na concentração de 

estradiol de acordo com o aumento do tamanho do folicular, também notou-se 

esta mesma diferença quando relacionamos a progesterona em ambos os 

grupos. Búfalos acíclicos apresentaram menor concentração de insulina no 

líquido folicular quando comparados com os cíclicos, sendo assim conclui-se 

que búfalos acíclicos têm baixas concentrações de estradiol e insulina 
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concomitantes a maiores concentrações de progesterona no fluido folicular 

(Alvarez et al., 2006). 

Um outro estudo teve como objetivo avaliar as alterações hormonais e 

bioquímicas do fluido folicular correlacionados aos cistos foliculares ovarianos 

presentes em búfalas. Os cistos expressaram maiores níveis de concentração 

de nitróxido, progesterona e cortisol e menores de ácido ascórbico, glicose e 

insulina quando comparados aos folículos pré-ovulatórios, o que indica que os 

cistos têm uma composição bioquímica e hormonal alteradas,.dentre estas 

alterações observou-se: aumentos no óxido nítrico, progesterona, cortisol e T 3 

e uma redução nas concentrações de ácido ascórbico, insulina e glicose.os 

pesquisadores sugerem então que maiores concentrações de progesterona 

possivelmente inibem aumento do LH (Ball et al., 1982). 

Em 1999 na Itália foi analisada a defesa antioxidante do fluido folicular e 

do plasma de búfalas, e os resultados mostraram os diferentes níveis de 

capacidade antioxidante total, retinol, tocoferol, UMA-tocoferol, ácido ascórbico 

e ácido úrico. Os resultados mostraram que o os níveis de tocoferol foram 

relativamente menores quando comparados com o de retinol no fluido folicular 

e também no plasma, o mesmo resultado mostrou-se quando foram 

mensurados os níveis dos ácidos ascórbico e úrico respectivamente, entretanto 

na camada de cúmulus oócito observou-se um aumento significativo nos níveis 

dos ácidos bem como do retinol e do tocoferol quando comparados as 

quantidades presentes no fluido e no plasma folicular (Baruselli et al., 1997). 

Sabe-se que as búfalas apresentam menor número de folículos 

primordiais e maior taxa de atresia folicular do que as vacas (Danell, 1987; Le 

Van Ty et al., 1989). Foram encontrados 12.636 e 10.132 folículos primordiais 

em novilhas bubalinas cíclicas e não cíclicas 150.000 (Erickson et al., 1966). 

O número de folículos presente em cada ovário varia entre espécies e 

indivíduos, de aproximadamente 1.500 no camundongo-fêmea (Shaw et al., 

2000) e 2.000.000 na mulher (Baker et al., 1963). 

Stainfield et al. (2011), analisaram a concentração de folículos pré-

antrais em 12 fêmeas da espécie Loxodonta africana – elefantas africanas com 

idade entre 2 meses e 4,5 anos. Constataram a existência de 

aproximadamente 240.000 folículos pré-antrais presentes na porção externa do 

ovário. Não mostraram diferença significativa na concentração de folículos 
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entre o ovário direito e esquerdo, bem como a diferença na quantidade desses 

em animais mais jovens em relação aos mais velhos. 

González et al. (2015) avaliaram a morfologia ovariana das fêmeas 

muares, bem como sua ciclicidade reprodutiva. As fêmeas apresentaram 

corpos lúteos 45,83% (33/72) e folículos 15,27% (11/72) nos ovários, além da 

recuperação de 11 oócitos de mulas. Os folículos pré-antrais permaneceram 

dispostos em pequenas aglomerações, nos quais visualizaram 21 folículos 

primários e 1 antral no ovário de uma das mulas e 3 folículos primários em 

outro ovário. 

Já Carrijo et al. (2010) apresentaram as características dos ovários de 

gatas quanto a morfometria, ultraestrutura e população folicular. Nos ovários de 

cinco gatas com idade entre 2 a 4 anos, constataram 190 folículos pré-antrais, 

destes 100 eram primordiais, 60 primários e 30 secundários. Estes possuíam 

uma média de 37.853 folículos, no qual, destes 87% primordiais, 10,4% 

primários e 2,3% secundários. Os folículos de gatas possuem características 

únicas, como a formação inicial da zona pelúcida em folículos primários e a 

organização das mitocôndrias. Além disso, outras organelas em aglomerações 

e grânulos corticais alinhados na região periférica foram descritas em folículos 

secundários (Carrijo et al., 2010). 

Carrijo et al., (2009) examinou a composição bioquímica do fluido 

folicular de folículos de três classes (4 - 5, 6 - 9 e 10 – 20 mm de diâmetro). e 

sua relação com a do plasma sanguíneo nas búfalas. As amostras foram 

analisadas quanto a metabólitos: glicose, proteína total, albumina, globulina, 

colesterol, triglicerídeos, uréia e creatinina, íons: cálcio e fósforo e enzimas: 

fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (ASAT), alanina 

aminotransferase (ALAT), e lactato desidrogenase. As concentrações de cálcio, 

uréia, creatinina, albumina e ASAT e ALAT no fluido folicular não foram 

afetadas pelo tamanho dos folículos, já as concentrações de fósforo, colesterol, 

triglicerídeo, ALK e LDH no fluido folicular diminuíram de folículos pequenos 

para grandes, e as concentrações de, albumina, fósforo e LDH no plasma 

foram menores do que os níveis em todas as classes de folículos. Em 

contrapartida (Ducolomb et al., 2013), atestou em um estudo que fazia a 

mesma comparação porem em búfalas acíclicas que os resultados indicam 

uma alteração na composição bioquímica do líquido folicular durante a 
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aciclicidade reprodutiva e ainda que os dados obtidos fornecem suporte 

adicional à noção de que a má nutrição é um fator importante que desencadeia 

a aciclicidade reprodutiva no búfalo. 

 

2.5. Proteômica do fluido folicular 

Vários estudos mostram que as proteínas são essenciais para o 

desenvolvimento de vários tipos de padrões celulares, sendo que nas células 

oocitarias e da granulosa determinadas proteínas serve como mediadoras da 

comunicação entre oócitos e células da granulosa. Notou que a qualidade 

embrionária está relacionada a presença e concentração de biomarcadores 

presentes no FF, deste modo, compreender a composição deste fluido em 

especial as proteínas pode abrir caminhos para novas descobertas sobre a 

foliculogênese desta espécie e ainda auxiliar na qualidade oocitária (Fu et al., 

2016). 

Estratégias de analise proteômica vem sendo utilizadas no perfil protéico 

e também na analise comparativa da abundancia protéica em variados tipos de 

tecidos.e fluidos celulares Estudos realizados em humanos compara os 

padrões proteicos existentes no fluido folicular de folículos maduros e imaturos, 

posteriormente também foram realizadas para tal investigação analises dos 

tipos Top Down e Bottom-up, 32 proteinas puderam ser identificadas por meio 

de cromatrografia liquida através do pré fracionamento dos peptídeos e da 

cromatrografia de massa em linha. Um total de 246 proteinas especificas foram 

identificadas e em grande maioria estavam associadas a vias de coagulação e 

resposta imune (Fu et al., 2016). 

As fêmeas bubalinas apresentam alta adaptabilidade em condições de 

clima tropical úmido, entretanto apresentam baixa eficiência reprodutiva com 

baixa qualidade oocitaria que pode ser atribuída a um microambiente folicular 

ruim. Atualmente apenas um trabalho relata a analise proteômica do FF dessas 

fêmeas, e levando em consideração o aumento significativo na produção desta 

espécie, mais estudos são necessário para entender um pouco mais das 

proteínas envolvidas em processos como a foliculogênese por exemplo (Vale, 

2005). 

O efeito das proteínas do fluido folicular e das gonadotrofinas na 

secreção de progesterona pelas células da granulosa do ovário de búfalas  
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durante a cultura foi alvo de um trabalho que concluiu  que o fluido folicular 

contém proteínas e peptídeos que desencadeiam um importante papel no 

desenvolvimento, crescimento e maturação de oócitos, já as gonadotrofinas 

funcionam sinergicamente e regula as funções ovarianas. As proteínas do 

fluido folicular de folículos pequenos não mostrou nenhum efeito estimulador, 

entretanto, notou-se um aumento significativo na secreção de progesterona 

pelas células da granulosa, conjunto com a presença de proteinas e LH no 

fluido folicular, já o FSH quando associado com as proteínas mostrou um efeito 

inibitório. Tais resultados indicam que as proteínas presentes no fluido folicular 

tem seu próprio efeito estimulador e age em conjunto com as gonadotrofinas. A 

resposta diferente observada pelas células da granulosa mostra que, a 

secreção de hormônios, a caracterização e purificação de tais proteínas 

esteroidogênicas podem ser baseadas em seu estágio de crescimento e 

diferenciação celular (Kim et. al., 2006). 
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ABSTRACT 

The objective of the present study was to identify, quantify and describe the 
protein profile of the follicular fluid and morphometry of the follicles, of mixed-
race buffalo ovaries of the Mediterranean and Murrah breeds. The follicular fluid 
(FF) is an essential medium for the growth and maturation of the ovarian cells. 
The analysis of its components is fundamental for understanding the follicular 
dynamics of the buffalo species. The aim of this study was to trace the protein 
profile of FF. 112 ovaries from a slaughterhouse were used, FF extraction was 
performed manually using syringes and needles through aspiration puncture in 
the macroscopically visible follicles, the aspirated follicles were separated into 
six groups, <5 mm with corpus luteum (CL ); <5 without CL; 5 - 8 with CL; 5 - 8 
without CL; > 8 with CL; > 8 without CL. The total protein concentration was 
determined by the Bradford method. Based on the total protein concentration, 
an aliquot containing 50 µg was applied on 12% polyacrylamide gel, the run 
was interrupted when the samples reached the separation gel, then the gel was 
analyzed for analysis of the Nano mass spectrometry. -LC-ESI-Q-TOF mass 
spectrometry. The statistical analysis was performed using the MetaboAnalyst 
4.0 program and according to the data obtained, we can see in the dendrogram 
and in the main component analysis (PCA), in the Vip Scores and in the Heat 
Map that the concentration of proteins was constant in all groups regardless the 
size of the follicles. The most relevant proteins were, Mucin-19, Haptoglobin, 
Histone H2A type 1, Histone H2B, Lysosomal alpha-glucosidase, Glutathione S-
transferase A1, e a Serine protease inhibitor clade E member 2. We can relate 
these proteins that are in abundance in the follicular fluid as being promoters of 
follicular development, and the oocyte maturation process. 
 
Keywords: protein, corpus luteum, bovine 
  



 

1. Introduction 

The global herd of buffaloes has grown annually, in view of the scarcity of food, 

which became necessary to search for new sources of protein. Moreover, the 

buffaloes produce meat and milk of the high quality that can be destined for 

direct consumption and for the by-products with high marked value. In the 

world, the herd has a total 174 million heads, with India and Pakistan with high 

number of animals (Zicarelli et al., 2002). 

Buffaloes have a reduced fertility rate when some biotechnologies are applied,  

a fact that is result of a lower number of primordial follicles in the ovary, little 

response to hormonal stimulation protocols, decreased embryo output and, 

consequently, lower pregnancy rate when compared to cattle (Neglia et al., 

2003). Success of this biotechnique also depends of the oocyte viability, which 

is connected to composition of follicular integrity and in the knowledge of follice 

physiology. The oocyte is involved by follicular fluid that consists of active 

molecules and proteins that are directly linked to follicular growth, oocyte 

fertilization and embryo development (Ginther et al., 1996). Proteins were the 

main components of this fluid and to study theirs characteristics can contribute 

to establish biomarkers able to recognize the oocyte quality (Wallace et al., 

2012; Bianchi et al., 2013). Therefore, in humans, the proteomic analysis of 

follicular fluid has also been used to identify the response in in vitro fertilization 

protocols (Salerno et al., 2011). 

In view of this, 2 hypotheses were elaborated, 1) The size of the follicle (< 5.0 

mm; 5.0 to 8.0 mm and > 8.0 mm) influences the expression of follicular fluid 

proteins; and 2) Progesterone produced by the corpus luteum influences locally 

the expression of the follicular fluid proteins. Thus, the aim of this study was to 



 

describe the proteins of the follicular fluid from buffaloes, and correlate with the 

follicle size and presence/absent of the corpus luteum. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Ethical aspects 

The study was conducted in accordance with the ethical precepts 

recommended by the National Council for Animal Control and Experimentation 

(CONCEA), and was approved by the Institutional Animal Use Ethics 

Committee (nº 0219/2018). 

 

2.2. Reagents 

All reagents used were of high purity grade and purchased from Sigma-Aldrich 

(São Paulo, Brazil), otherwise were mentioned. 

 

2.3. Experimental design 

For study, ovaries from female buffaloes obtained of a slaughterhouse were 

used. The follicles were measured and follicular fluid collected in according to 

follicular size and presence/absence of the corpus luteum. The samples were 

prepared to proteomic including albumin depletion, electrophoresis 1D-SDS-

PAGE, tryptic in gel digestion, and mass spectrometry was performed. The data 

were analyzed by principal component analysis (PCA), partial least squares-

discriminant analysis (PLS-DA) represented by variable in the projection score 

(VIP score) using the exponentially modified protein abundance index (emPAI). 

The gene ontology was described including biological process. The 

experimental design was represented in Figure 1. 



 

 

 

Figure 1. Experimental design. 

 

2.4. Sample collection and preparation 

Ovaries of 28 crossbred adult buffaloes from commercial slaughterhouses were 

used. After collection, the ovaries were kept in 0.9% NaCl solution and stored at 

37º C in thermal boxes, to transport for the laboratory. In the laboratory, the 

ovarian follicles were measured with a caliper and classified according to the 

diameter (Table 1). 

 

 

 

 

 

 



 

Table 1. 

Experimental groups and sample number per group. 

Group Follicle size Corpus luteum n 

1 ≤ 5 mm Absent 192 

2 ≤ 5 mm Present 528 

3 5 to 8 mm Absent 440 

4 5 to 8 mm Present 172 

5 > 8 mm Absent 24 

6 > 8 mm Present 92 

Total -- -- 1,450 

 

After the measurement, the follicular fluid was individually collected using 5 mL 

syringes and 30 x 7 needles. Then, the follicular fluid was centrifuged at 800g 

for 10 min to remove cellular content. The supernatant was recentrifuged at 

10,000g, for 30 min at 4º C and the stored at -80º C for proteomics. 

 

2.5. Samples preparation for proteomics 

The samples were subjected to albumin depletion in according (Colantonio et 

al. 2005). Briefly, an aliquot of follicular fluid was diluted with 0.1 mol NaCl in the 

final solution. The mixture was homogenized, incubated for 60 min at room 

temperature, and was added ethyl alcohol at 42% final concentration. The 

samples were homogenized and incubated for 60 min at room temperature. 

Then, the mixture was centrifuged at 16,000g for 45 min and the pellet (pellet 1) 

stored. The pH of the supernatant was adjustable to 5.7 using sodium acetate 

solution (pH 4.0), the sample was incubated for 60 min at room temperature 

and centrifuged the at 16,000g for 45 min, 4º C. The resulting supernatant, 



 

containing albumin, was discarded and pellet 1 and 2 were eluted with PBS pH 

7.0. 

The total protein concentration from the follicular fluid was determined by the 

Bradford method in according to manufacturer instructions. The reading was 

performed in a nanospectrophotometer (Nanodrop 2000, Thermo 169 Fisher 

Scientific Inc, Waltham, MA, USA) and the values were expressed in µg/µL, 

based on a standard curve made from known concentrations of bovine serum 

albumin. 

 

2.6. Tryptic in gel digestion 

The samples were submitted to electrophoresis 1D-SDS-PAGE, under 

denaturing conditions using 12% polyacrylamide in the separation gel. The 

samples were prepared according to Bollag et al. (1994) at a final concentration 

of 50 µg of total protein. The electrophoresis run was conducted at 12 mA/gel 

and maximum voltage at 300 V. When the samples reached the separation gel, 

the run was stopped. Then, the gels were stained with colloidal coomassie (Luo 

et al., 2006; Neuhoff et al., 1988) and each band was cut for tryptic in gel 

digestion. 

The digestion was performed according to Shevchenko et al. (1996), with 

modifications. The bands were destained with 50% methanol, 2.5% acetic acid 

in purified water, for 4 times. The protein fragments were dehydrated with 100% 

acetonitrile, and the reduction of disulfide bridges was conducted with DTT (Bio-

Rad®, Lagoa Santa, São Paulo, Brazil). The alkylation was done with 

iodoacetamide (Bio-Rad®, Santo Amaro, Minas Gerais, Brazil). Then, the 

samples were digested with trypsin (20 ng/µL, 1: 50 trypsin/substrate) overnight. 



 

The extraction was carried out with 5% formic acid, the samples were 

concentrated (Integrated Systems SPD1010 SpeedVac™, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) and stored at -80º C until the mass 

spectrometry. 

 

2.7. Mass spectrometry 

For mass spectrometry, samples were diluted in 0.1% formic acid (0.7 µg 

protein/uL), homogenized and centrifuged at 1,100 g for 5 min. A 4.5 µL aliquot 

(~ 3.2 µg protein) was separated by a C18 column (100 μ m x 100 mm) RP 

nano UPLC (NanoAcquity , Waters Corporation, Milford, MA, USA) coupled to a 

mass spectrometer Q TofPremier (Waters Corporation, Milford , MA, USA) and 

nanoelectrospray at a flow rate of 0.600 μL/min. Acetonitrile gradient (2-90%) in 

0.1% formic acid was maintained for 45 min. The nanoelectroctrospray voltage 

was maintained at 3.5 kV and third cone voltage 0 V up to 100 μC. The 

equipment was operated in top three modes, in which an MS spectrum was 

acquired, followed by MS/MS of the 3 most intense peaks detected. After 

MS/MS fragmentation, the ions were placed on an exclusion list for 60 s. For 

analysis of the endogenous cleavages of the peptides, a real-time deletion was 

used. The spectra were acquired using MassLynx v.4.1 software and the raw 

data were converted to the peak list format (.mgf) without adding the scans, and 

analyzed in Mascot Distiller software v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldta, 

Boston, MA, USA). Search parameters included trypsin as a protease, with a 

maximum of 1 missed cleavage allowed; carbamidomethylation of cysteine as 

fixed modification and methionine oxidation as variable modification; and a 

tolerance of 0.1 Da for both ion precursors (MS) and fragment (MS/MS), and 



 

monoisotopic molecular mass. 

The relative quantification of each protein in the mixture was determined by 

emPAI (Ishihama et al., 2005), obtained from the Mascot Distiller software 

(Matrix Science Inc., Boston, MA, USA). 

 

2.8. Gene ontology 

Gene ontology was based on biological process using Panther version 10, 

available online at http://www.pantherdb.org (Thomas et al., 2003). 

 

2.9. Data analysis 

The data were normalized to exclude proteins that did not represent the 

population and the outliers were adjusted by winsorization. In this way, proteins 

that were not present in at least half of the samples in each group, were 

considered absent in the group. Then, the outliers were corrected for dividing 

the emPAI of each protein in each sample by the sum of emPAIs of the same 

protein in all samples. Non-hierarchical clustering of multivariate analysis was 

used to evaluate the clustering random samples in software MetaboAnalyst 3 

(Xia; Wishart, 2016). PCA was obtained to describe the variation of the sample 

in the scoring matrix and PLS-DA, to indicate the relevance of proteins in the 

characterization of each group. As a result of PSL-DA was calculated from the 

value of the VIP score. The most abundant proteins in each group were 

considered when VIP score was α ≥ 1.5 (Checa et al., 2015). 

 

3. RESULTS 

Considering all groups, a total of 1,395 proteins were found, however the 



 

number of proteins varied according to the groups (Table 2), but 146 proteins 

were common to all groups. 

 

Table 2. 

Number of protein found in each group. 

Follicle size Corpus luteum 
Total proteins 

(number) 

Proteins in this group 

(number) 

≤ 5 mm Absent 65 15 

≤ 5 mm Present 66 16 

5 to 8 mm Absent 58 5 

5 to 8 mm Present 67 17 

> 8 mm Absent 66 17 

> 8 mm Present 63 12 

 

According to the multivariate analysis, there was no clear separation between 

the groups (Figure 2), observed in the PCA. The sum of main components 1 

and 2 was less than 50%, confirming this result, even in the 3D image. 

The results of PLS-DA, represented by the VIP score determined 7 proteins 

with α > 1.5. There was a variation between the increased or decreased 

abundance in accordance with follicular size and presence/absence of corpus 

luteum. The mucin 19 was more abundant in samples with the corpus luteum. 

The haptoglobin and two classes of histones were increased in smaller follicles 

and gradually reduced in larger follicles. The glutathione S- transferase A1 was 

more abundant in small follicles (< 5 mm) with corpus luteum an larger follicles 

without corpus luteum. Lysosomal alpha-glucosidase was increased in larger 

follicles, independently of corpus luteum. The serine protease inhibitor clade E 



 

member 2 was more abundant in small follicles (< 5 mm) with corpus luteum 

and larger follicles without corpus luteum (Figure 3). 

 

 

Figure 2. Results of the multivariate analysis. Principal component analysis 

(PCA) in a 1D (A) and 3D (B) projection. The sum of the main components 

(PC1 + PC2) was 27.4. 

 

Table 3 represents the gene ontology of 7 main proteins found in the PLS-DA 

represented on VIP score. 

In all groups, the gene ontology found as main biological processes, the two 

most relevant being the cellular process and metabolic process (Figure 4). 



 

Table 3. Gene ontology of main proteins found in the PLS-DA represented by VIP score. 

Protein name ID* Gene 
Gene ontology* 

Molecular function Biological process Cellular component 

Lysosomal alpha-

glucosidase Q9MYM4 Gaa 
Activity of alpha-1,4-glucosidase; 

carbohydrate binding ;maltose alpha-

glucosidase activity; 

Contraction of the heart muscle ;contraction of 

the diaphragm; catabolic glycogen process; 

morphogenesis of the heart; locomotion 

behavior; lysosomal organization; cellular 

homeostasis of muscle cells; neuromuscular 

process that controls balance; neuromuscular 

process that controls posture; regulation of 

cardiac contraction force; tissue development; 

vacuolar sequestration 

Lysosome; lysosomal membrane 

Glutathione S-transferase 

A1 Q28035 GSTA1 
Glutathione transferase activity; 

peroxidase activity; steroid delta-

isomerase activity 

Biosynthetic process derived from glutathione; 

glutathione metabolic process; metabolic 

process of prostaglandin; xenobiotic metabolic 

process 

Cytoplasm 

Haptoglobin District Q2TBU0 Hp Antioxidant activity; haemoglobin 

binding;serine endopeptidase activity 

Acute inflammatory response; acute phase 

response; defense response to the bacterium 

immune system process; positive regulation of 

cell death response to organic substance  

Extracellular or segregated region; 

extracellular space 

Histone H2A type 1 P0C0S8 H2AC11 DNA binding ; enzymatic bonding; 

heterodimerization activity of proteins Organization of chromatin; chromatin silencing Core; other locations 

Histone H2B A0A4W2FP80 HIST1H2BK DNA binding; heterodimerization activity 

of proteins -- Core; other locations 

Mucin-19 F2FB39 MCU19 May work on homeostasis of ocular 

mucus 
O-glycan processing; stimulating signaling 

pathway of the lectin receptor type C 

Plasma membrane; apical cell 

membrane; single-pass type I 

membrane protein; core; cell 

membrane; Cytoplasm 

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  



 

Serine protease inhibitor 

clade E member 2 
Q8HZY1 SERPINE2 Heparin binding; peptidase activity; 

serine-type endopeptidase inhibitor 

activity; signaling binding receiver 

Blood coagulation; cerebellar granular layer 

morphogenesis; detection of mechanical 

stimulus involved in sensory perception; 

innervation; long-term synaptic potentiation; 

mating plug formation; negative regulation of 

cell growth; negative regulation of cell 

population proliferation; negative regulation of 

phosphatidylinositol 3-kinase signaling; 

negative regulation of plasminogen activation; 

negative regulation of platelet aggregation; 

negative regulation of protein catabolic 

process; negative regulation of smoothened 

signaling pathway; negative regulation of 

sodium ion transport; positive regulation of 

astrocyte differentiation; regulation of synaptic 

transmission, glutamatergic; regulation of 

timing of cell differentiation; secretion by cell; 

secretory granule organization; seminal vesicle 

epithelium development 

Cytosol; extracellular region or 

secreted; plasma membrane; other 

locations 

*ID obtained from UNIPROTKB https://www.uniprot.org/ 
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Figure 3. Results of the discriminant analysis by partial least squares (PLS-DA) 

which resulted in a VIP score to select relevant proteins (α > 1.5, dotted red 

line). 

 

 

Figure 4. Biological process of proteins found in the studied groups. 



 

4. DISCUSSION 

In this study, follicular fluid proteomic from buffalo was performed, 

characterizing the proteins that contribute for fertility, since are involved in the 

development and maturation of oocytes (Fu et al., 2016). Moreover, these 

proteins can be used as biomarkers to determine the oocyte quality (Mukesh et 

al., 2004). 

A total of 109 proteins were identified in all groups, 66 proteins were common to 

groups. A PCA was not able to cluster the follicular categories according to the 

identified proteins. Despite this, 7 proteins will be discussed, since they have 

already been observed in other species and play an important role in the 

reproductive system. In our knowledge this is a first study which performed a 

cluster analysis in different categories of follicles from buffalo, based on 

follicular size and presence/absent of corpus luteum. Only one published study 

has described proteins of follicular fluid from this species (Fu et al., 2016). 

The main protein from VIP score was mucin 19, which was in higher abundance 

in the follicles with corpus luteum. This protein, of high molecular weight, has at 

least 20 isoforms, is normally found in epithelial tissues, and its main 

characteristic is to form gels that has the function of lubrication and cell 

signaling (Von Wald et. al., 2010; Ishihama et. al., 2017). The viscosity of the 

follicular fluid can be justified due to a high concentration of this protein that has 

less than 20 isoforms (Von Wald et al., 2010). In humans, a mucin 19 has been 

mentioned as a biomarker of oocyte maturation, in vitro fertilization and also as 

a pathway of anti-inflammatory process during fertilization (Aboubakr et. al., 

2004). This protein already was described in preovulatory follicles (Aboubakr et. 

al., 2004), and there is positive correlation between mucin and progesterone 



 

concentrations (Spencer; Bazer, 2002). Therefore, mucin is in lower abundance 

in atretic follicles, which can indicate that these follicles are healthy and there is 

a paracrine control of the follicular fluid proteins by progesterone. Therefore, 

there was no relation of mucin with the follicular size, but higher progesterone 

concentrations are observed near to selection and deviation of the dominant 

follicle (Ginther et al., 1996). Since there is an association between mucin and 

progesterone concentration in the preovulatory follicles, the mucin can be to 

indicate proximity of follicular maturation. Contrary, exogenous administration of 

the estrogen decreases the mucin in uterine tube (Greenwald, 1969). Thus, we 

suggested that the increased follicular progesterone ready the preovulatory 

follicle with high mucin synthesis. 

Haptoglobin was another protein found in higher abundance, but in small 

follicles. It is considered an acute phase protein that after hemolysis is 

irreversibly bound to hemoglobin and has the function the ovarian follicular 

protection (Estes et al., 2009). Organisms with high levels of haptoglobin cause 

tissue damage, including acute inflammation, infection or tissue necrosis (Bottini 

et al., 2009). The haptoglobin in the follicular fluid of women modulates lecithin-

cholesterol acyltransferase, a type of activity stimulated by HDL (high density 

lipoprotein) and apolipoprotein A1 (APOA1) inhibiting reverse cholesterol 

transport (Bottini et al., 1999). Several isoforms of apolipoprotein were found in 

our samples, although we found no relationship between these proteins and 

follicular development or with the haptoglobin. Then, if the haptoglobin is 

involved in the steroid synthesis in smaller follicles, its function include 

modulating of the estrogen and progesterone synthesis, since these hormones 

are lower concentration in small than large follicles (Bottini et al., 1999). 



 

A serine protease inhibitor clade E member 2 (SERPINE2) is orthologous to 

glia-derived nexin (GDN, human and rat) and protease nexin-1 (PN-1, mouse) 

(Bédard et al., 2003), and is considered a plasminogen activator inhibitor (Giau 

et al., 2005; Richard et al., 2004), which regulates the proteolytic enzyme 

cascades of tissue-type plasminogen activator (tPA) and urokinase 

plasminogen activator (uPA) (Gils; Declerck, 2004; Vaughan, 2005), modulating 

fibrinolysis, coagulation, inflammation, cell mobility, cellular differentiation and 

apoptosis (Hayashi et al., 2011). In the follicles, there is remodeling of basal 

lamina and alterations of extracellular matrix, which is mediated by cascade of 

tPA and uPA that culminates with thinning of the follicular wall and ovulation in 

bovines (Dow et al., 2002; Liu, 2004). Moreover, in cattle, the protein was 

labeling (immunostaining) in the granulosa cells and oocytes from the 

primordial, primary, and secondary pre‐antral follicles. Similarly to our results, 

there was strong labeling in large antral follicles associated with granulosa cells 

and follicular fluid. SERPINE2 mRNA levels was also sixfold higher in granulosa 

cells from large follicles than < 4 mm follicles. Therefore, SERPINE2 labeling 

was identified in corpus luteum. The authors concluded that this protein is 

associated with growth and remodeling of the follicles (Bédard et al., 2003), and 

modulates the expansion of cumulus cells (Lu et al., 2013). In humans, 

SERPINE2 is considered a gene marker of the oocyte maturation (Ambekar et 

al., 2013; Li et al., 2015) and its mRNA expression is greater in healthy than 

atretic follicles (Hayashi et al., 2011). Then, our results suggest that serine 

protease inhibitor clade E member 2 has similar functions in buffaloes, since 

was identified in greater abundance in follicles > 8 mm. 

In our study, the glutathione S- transferase A1 was detected especially in small 



 

follicles and lysosomal alpha-glucosidase in the large follicles. These proteins 

play an antioxidant action that prevents oxidative stress and cell damage (Choi 

et al., 2015). Similarly to haptoglobin play a role in signaling the ERK pathway in 

protein-dependent modifications histones, which was also found in higher 

abundance in small follicles. Both are present in the maturation and post-

fertilization of bovine oocytes produced in vitro (Hashimoto et al., 2000). In 

oocyte maturation, an increase in cumulus cells is observed when glutathione 

S- transferase A1 is added to the maturation medium, increasing the blastocyst 

cleavage and output rates (Luciano et. al., 2005; Eliasson et al., 1999). These 

suggest that glutathione S- transferase A1 is a protein involved with the oocyte 

maturation, and positively interfering in the cellular development of the species. 

Lysosomal alpha-glucosidase was observed in higher abundance in large 

follicles, without relation with the corpus luteum. This protein is described in 

studies on Glycogen Storage Disease Type II characterized by enzyme 

deficiency and lysosomal failure (Hagemans et. al., 2006). In follicles, in our 

knowledge there is no description in follicular fluid, which can be a condition of 

buffaloes. A isoform of lysosomal alpha-glucosidase was identified in cumulus 

cells of woman, named neutral alfa-glucosidase AB that was correlated with 

oocyte maturation (Braga et al., 2016). Whether this protein is involved in 

follicular development and oocyte maturation in buffaloes remains to be 

investigated. 

Two isoforms of the histone (histone H2A type 1, histone H2B) were identified in 

our study in small follicles, although other study did not able to identified 

significant difference between gene expression of the growing and persistent 

follicles to histone H2B (Lingenfelter et al., 2007). Histones are a protein 



 

connected chromosome organization, biogenesis (Lingenfelter et al., 2007), 

interaction with DNA and regulation of gene expression (Dráb et al., 2014), 

phosphorylates for kinase protein (Lake; Salzman, 1972). Study demonstrated 

the histones as immunomodulatory proteins in the reproductive system (Dráb et 

al., 2014). Histones bind to macrophages (Friggeri et. al., 2012) and to 

molecules associated with immune system (Duclos et, al., 1991; Witkin et. al., 

2011) and have antimicrobial activity, including in follicular fluid (Dráb et al., 

2014). Histone H2A has antigonadotropic action, inhibiting the binding GnRH 

and exogenous hCG in ovarian of the rats (Margolin et al., 1992). Indeed, 

histones can modulate inflammatory response aiming to protect follicles and 

can also modulate the binding to follicular cells to gonadotrophins during 

follicular growth, since was found in higher abundance in small follicles, which 

need of the lower gonadotrophin concentration to its development (Carson et. 

al., 1979). 

Based on our results, we conclude that the proteins found in greater abundance 

in all groups of follicles are mostly related to follicular growth, development and 

oocyte maturation. A protein identified in significant abundance in our study was 

Lysosomal alpha-glucosidase, to our knowledge there are no reports of it in the 

literature correlating it as an important component of ovarian follicular fluid. We 

believe that these results may assist in the development of means of maturation 

for PIV in the buffalo species since this process shows low rates of embryonic 

recovery, thus increasing the production rates of this species on the market. 
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